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RESUMO - A avaiagdo da viabilidade do pdlen de milho se justifica como uma forma de
possibilitar num futuro o armazenamento deste e possilvelmente a polinizagdo cruzada entre
gendtipos com ciclo de polinizagdo distintos. Deste modo o objetivo deste trabalho foi
verificar qual o periodo em que os gréos de pdlen estdo mais viaveis no campo, por meio da
avaliacdo do melhor dia e horario para a coleta dos mesmos onde foi estudado a germinacéo
com meio de cultura e em teste de coloragdo com tetrazdlio. O presente trabalho foi
desenvolvido no Laboratério de Fitopatologia do Campus Il da Universidade Federal da
Grande Dourados. Os horérios de coleta foram 8, 10 e 12 horas, apresentando o horério das
10 a maior quantidade de pdlen viavel, e o segundo e terceiro dia da fase de antese das
cultivares como melhor dia para coleta do pdlen. As cultivares analisadas foram Variedade,
Hibrido simples, Hibrido duplo 1 e 2 e Hibrido triplo, sendo o Hibrido duplo 2 melhores
resultados no teste de germinagdo em meio de cultura e em coloragéo.
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Introducéo
O milho é uma graminea da espécie Zea mays, da familia Poaceae, que atualmente é
cultivado em varios continentes, sendo os maiores produtores Estados Unidos, China, Brasil e
Meéxico, dada a importancia desta cultura, muitos programas de melhoramento trabalham a
fim de desenvolver novas variedades, hibridos e linhagens que se adéqiiem ao produtor, ao
consumidor e as indlstrias alimenticias.

A avdiacdo da viabilidade do pdlen de milho se justifica como uma forma de
possibilitar num futuro o armazenamento deste e possilvelmente a polinizagdo cruzada entre
genétipos com ciclo de polinizag&o distintos, facilitando, deste modo, a busca de individuos
superiores pelo melhoramento genético.

E existe essa procura por um método eficaz para a conservagdo do pélen de milho,
sem gue hga perda de sua eficiéncia germinativa. Em base que ja existe metdédos de
conservagdo utilizados em vérias outras espécies (Pereira et a., 2002; Gomes et al., 2003). E
um dos grandes problemas no armazenamento do pdlen € a certificacdo de viabilidade do
mesmo. Pois ainda ndo existe um método completamente satisfastério para a determinagéo da
viabilidade do pdlen apds o armazenamento (Stanley e Linskens 1974). Existem varias formas

de avaliar a viabilidade do pdlen, dentre tantos, temos em teste com tetrazdlio e em meio de
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cultura, o primeiro sendo considerados os gréos corados como viaveis e 0 segundo consiste
em verificar aemissdo do tubo polinico, determinando se o pdlen irafecundar o estilo estigma
do milho, entretanto o tubo polinico para ser considerado viavel deve ser de ter tamanho
maior do que a circunferéncia do gréo de pélen.

Ha ainda que considerar que diversos fatores influenciam na germinagdo in vitro do
gréo de pdlen como as condi¢bes ambientais durante a coleta e a fase de amadurecimento do
penddo, pois gametas recém-formados sdo mais vidvels do que gréos de pélen amadurecidos
(Almeida et al., 2002). Coletando este gréo em diversos horéarios e dias distintos poderia
conseguir uma coleta com maior nimero de gréos de pélen vidveis, de forma que viabilizaria
uma melhor polinizacdo, pois estesndo seriam afetados por condi¢fes desfavoravels a sua
coleta

Deste modo objetivou-se com este trabaho, verificar o periodo em que os gréos de
poélen estédo mais vidveis no campo, por meio da avaliagdo do melhor dia e horério para a
coleta do mesmo.

Material e Méodos

O experimento foi conduzido em Dourados MS, no campus |1 da Universidade Federal
da Grande Dourados no Laboratério de Fitopatol ogia da Faculdade de Ciéncias Agrérias, com
coordenadas 22°11'51,36” S e 54°56' 16,02" O a 224 km de Campo Grande - MS. O clima de
Dourados apresenta caracteristicas de verdo quente e chuvoso e inverno frio e seco. As
temperaturas médias ficam em torno de 22° C e ocorrem de outubro até abril. Nos outros
meses do ano, sdo registradas médias de 17 e 21° C. Os meses mais frios sdo junho e julho e
0S mais gquentes sdo dezembro e janeiro. A atitude € em torno de 430 m. As condices
climéticas em Dourados a0 final dos meses de setembro e comeco de outubro sdo amenas.

Foram utilizados 1 variedade (Sol da manha), 1 hibrido ssmples (XB6012), 2 hibridos
duplos (XB8010 Hibrido duplo 1; BRS2020 Hibrido duplo 2) e 1 hibrido triplo (BRS3030)
com diferentes caracteristicas agrondmicas e genéticas. Os gendtipos utilizados foram
plantados a partir do dia 08/12/2011 de forma escalonada a cada sete dias, sendo no final trés
plantios, a fim de garantir a quantidade de pdlen necessério para as avaliagdes em laboratorio.
Para cada gendtipo foram plantado 3 linhas de 10 metros, com espacamento entre linhas de
0,9 m e entre plantas de 0,25 m. Na semeadura, foram utilizados 400 kg ha* da féormula 8 (N):
28 (P205): 16 (K20). Os demais tratos culturais foram realizados de acordo com as
recomendacOes da cultura.
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A viabilidade do pdlen de milho foi avaliada a partir do primeiro até o ultimo dia da
antese. Para isso, gréos de pdlen de 10 plantas de cada gendtipo foram coletados as 8, 10 e 12
horas. A coleta foi realizada de maneira tradicional, ou sgja, introduzindo o penddo em um
saco de papel pardo impermeével, seguido por leve agitagdo do mesmo. O materia coletado
foi coado em peneira a fim de separar as anteras secas e outras impurezas da amostra. Em
seguida, 1,0 mL de polen de cada cultivar foi colocado em eppendof de 1,5 mL e levado ao
laboratério de Fitopatologia.

A viabilidade dos mesmos foi avaliada pelo teste de tetrazolio. Em um microtubo
foram acrescentados 0,05 mL de gréos de pdlen frescos e 5 mL de 2,3,5 — trifenil cloreto de
tetrazolio 0,75%. O tetrazdlio € reduzido pelas enzimas desidrogenages dos tecidos vivos,
resultando num composto chamado formazan, de coloragdo vermelha carmim. O padr&o de
coloragd@o dos tecidos pode ser utilizado para classificar os gréos de polen corados como
vidveis e os incolores, como inviaveis.

Os microtubos foram cobertos por papel aluminio previamente identificados e
delicadamente agitados, a fim de permitir um melhor contato entre os gréos de pdlen e os
tetrazélio solugdo. Em seguida, os microtubos foram colocados em incubadora BOD a 25°C
por 1 horas. Apds este periodo, a viabilidade dos gréos de pdlen foi avaliada por meio da cor
da massa de pélen no microtubo visualizadas pela da coloracdo dos graos de pdlen em
l&minas, observadas em um microscépio 6ptico com objetiva de aumento de 10x.

A viabilidade dos gréos de pdlen foi confirmada pela avaliagdo da sua capacidade de
germinagcdo em meio de cultura, conforme realizado por Ferreira et al. (2007). O meio de
cultura foi composto por 10% de sacarose, 0,03% de é&cido borico e 0,15% de cloreto de
célcio. Os componentes dos meios de cultura foram completamente dissolvidos em égua
destilada. Os meios de cultura foram vertidos em laminas para microscopia e em placas de
Petri. Apds o resfriamento do meio, os gréos de pdlen foram espalhados sobre 0s mesmos,
com o auxilio de um pincel. A contagem de gréos de pdlen viaveis foi feita em microscopio
optico, com objetiva de aumento de 10X, avaliando-se quatro campos de Vvisdo,
correspondendo a quatro repeticdes. Foram considerados germinados 0s gréos que
apresentavam tubos polinicos que ultrapassavam o comprimento do didmetro do préprio grao
de pdlen.

A partir dos dados obtidos foi realizada uma andlise de variancia, seguido por teste de
agrupamento de médias de Scott e Knott (1974) a 5% de probabilidade. Os experimentos
foram avaliados usando o software estatistico SISVAR (Ferreira, 2008).
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Resultados e Discussoes

A andlise de gréos de pdlen germinados nos teste em meio de cultura apresentaram
resultados expressivos quanto a viabilidade. Scorza e Sherman (1995), consideram que um
bom polen deve apresentar 50 a 80% de gréos germinados com tubos bem desenvolvidos, e
com envelhecimento dos gréos polen, a porcentagem de germinagdo e o comprimento dos
tubos polinicos decrescem. Em meio liquido obsrervou diferenca significativa nas interagdes
cultivar x dia, cultivar x horario e cultivar x dia x horario, a nivel de 5% de probalidade no
teste de Scott e Knott (1974). A presenca de interagdo significativa implica um maior esforgo
do pesquisador em detalhar mais a andlise dos dados (Zimmermann, 2004).

Nas tabelas 1 e 2 temos a andlise da viabilidade do pdlen em meio liquido de diversas
cultivares em diferentes horérios e dias, podendo observar que as cultivares sdo influencias
pelos horérios de coleta e pelos dias de antese. Vemos que as melhores cultivares para a
viabilidade foram os hibridos duplos tendo melhores resultados nos trés horérios e nos quatro
dias analisados do que as demais, sendo que o melhor horario para a maioria das cultivares
foram as 10:00 horas diferindo apenas no hibrido triplo tendo seu melhor resultado as 8:00
horas. E 0 melhor dia de antese para coleta foi no segundo dia diferindo no hibrido triplo com
melhor resultado em seu primeiro dia de antese.

No teste em meio solido obtemos interacdo significativa nas interacBes cultivar x
horério, cultivar x dia, horéario x dia e cultivar x horério x dia. Observando astabelas 1, 2 e 3,
podemos afirmar que a cultivar com melhor resultado foi o hibrido duplo 2 sendo que os
resultados de cada cultivar foram influenciados pelo horério e dia, onde o horario com mais
polen viaveis, foi novamente as 10:00 horas e o segundo dia de antese como melhor dia de
coleta

Na andlise em tetrazdlio os resultados obtidos ndo diferiram muito dos encontrados
tanto em meio solido quanto meio liquido, sendo que nesta o resultado foi obtido em coleta de
cinco dias de antese e que foi confirmado novamente que as cultivares sofrem influéncia tanto
do horério de coleta quanto o a fase de antese, analisando as tabelas 4 e 5, podemos ver que a
melhor cultivar novamente foi o hibrido duplo 2, seguido do melhor horério de coleta as
10:00 e melhor dia de antese agui sendo o terceiro que corresponde a0 mesmo dia
considerado como segundo nas outras analises.

Vale ressdtar que cada espécie requer um protocolo adequado para a avaliagdo da
germinagdo, sendo a sacarose um componente indispensavel. Outros componentes, como 0
boro e o célcio variam de acordo com a espécie Davide et al. (2009). E que a viabilidade

diferem em teste coloracdo e em teste de germinagdo, Galleta (1983) comenta que a
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viabilidade verificada por coloracdo normalmente € mais alta do que aguela obtida por

germinagdo, tal afirmacdo confirmado neste presente trabalho

Conclusdes
- As cultivares so influenciadas pelo horério e pelo dia de antese,;
O melhor horério para a coleta de polen ser realizado € as 10:00. - O melhor dia da fase de
antese, foi 0 segundo e terceiro dia de antese. - E sendo a cultivar BRS2020 com os melhores
resultados tanto nos horérios de coleta quanto nos dias de antese..
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Tabela 1. Viabilidade do grao de pdlen do milho de diferentes cultivares em diferentes horérios em meio de
culturaliquido e solido.
Meio liquido Meio Sélido
Cultivar 08:00 10:00 12:00 08:00 10:00 12:00
Variedade(Var.) 7,75aB 9,75aA 3,18cC 6,00aA 425bB 1,31bC
H.simples(HS) 7,37aB 9,18aA 6,06bB 4,31aB 7,31aA 2,12bC
H.duplo1(HD1) 6,81aB 1043aA 656bB 58laA 7,18aA 256bB

H.duplo2(HD2) 7,37aB 956aA 812aB 575aA 7,758A 6,758A
H.triploHT) 5.81aA 4,18bB 3,62cB 512aA 343bA 3,68 bA

1- Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna e linha, ndo diferem entre si no teste de Scott e Knott a
5% de probalidade.

Tabela 2. Viabilidade do gréo de pélen do milho de diferentes cultivares em diferentes dias em meio de cultura
liquido e sdlido.

M eio Liguido M eio Solido
Cultivar 1 2 3 4 1 2 3 4
Var. 591bB 9,008A 541bB 725aA 083bC 666aA 283bB 508aA
HS 708bB  908aA 825aA 575bB 200bC 7508A 425aB 458aB
HD1 916aA 815aA 858aA 583bB 325hbB 716aA 583aA 450aB
HD2 1066aA 1025aA 4,75bC 7,75aB 9338A 783aA 500aB 483aB
HT 741bA  540bB 200cC 325cC 825aA 383bB 108bC 316aB

1 Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e linha, ndo diferem entre si no teste de Scott e Knott a
5% de probalidade.

Tabela 3. Viabilidade de gréo de pdlen de milho em trés horarios de coleta em diferentes dias, em meio de
cultura solido

Dia
Horério 1 2 3 4
08:00 500aC 7.70aA 3,05bD 5,85aB
10:00 445aB 7,35aA 6,25aA 5,90 aA

12:.00 4,758A 4,75bA 2,10bB 1,15bB

1- Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna e linha, ndo diferem entre si no teste de Scott e Knott a
5% de probalidade.

Tabela 4. Viabilidade do grao de polen do milho de diferentes cultivares coletado em diferentes horarios e dias
em meio tetrazolio.

Horario Dia
Cultivar 08:00 10:00 12:00 1 2 3 4 5
Var. 10,20aB 12,40bA 4,80cC 4,08cC 3,83bC 12,00cB 14,41aA 11,33bB
HS 9,55aB 13,25bA 7,45bC 7,66bC 7,25cC 14,75bA 12,75bB 8,00 cC
HD1 10,85aB 14,25aA 8,05bC 4,75cA 12,75aB 12,66cB 15,75aA 9,33 cC
HD2 9,25aB 14,70aA 15,40aA 10,16aC 9,00bC 17,91aA 14,91aB 13,58aB
HT 2,20bB 7,35cA  4,10cC 6,25cA 6,58cA  7,75dA 1,25cC 0,91dC

1 Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna e linha, ndo diferem entre si no teste de Scott e Knott a
5% de probalidade.
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Tabela 5. Viabilidade do gréo de pdlen do milho de trés horédrios de coleta em diferentes dias em meio
tetrazdlio.

Dia
Cultivar 1 2 3 4 5
08:00 0,00cD 10,05aB 14,95bA 10,35bB 6,70bC
10:00 15,15aB 5,25cD 17,30aA 14,15aB 10,10aC

12:00 4,60bD 8,35bB 6,80cC 10,95bA 9,10aB

1 Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna e linha, ndo diferem entre si no teste de Scott e Knott a
5% de probalidade.
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