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RESUMO - Em programas de melhoramento de milho, fatores relacionados a duragao
do tempo de receptividade do estigma, longevidade do grao de pélen na planta, diferen-
cas no periodo de florescimento entre plantas e conservagao dos recursos genéticos sao
alguns aspectos que reforcam a importancia do armazenamento de graos de pélen. Na
presente pesquisa, foi avaliada a influéncia do teor de dgua, do tempo e dos ambientes de
armazenamento sobre a viabilidade e a germinacdo de graos de pélen de milho. Os en-
saios foram realizados nos Laboratérios de Andlise de Sementes e de Biologia Molecular
do setor de sementes e na drea experimental do Departamento de Agricultura da UFLA.
Nos pré-testes, foram verificados diferentes meios de cultura para avaliacido da germina-
¢do in vitro, assim como o melhor horario de coleta dos graos de pdlen. Foi avaliada,
ainda, a germinagdo dos grdos de pdlen sob diferentes teores de dgua: 51,7%, 29,4%,
21,7%, 17,7% e 17,6%. Em um segundo experimento, os graos de poélen, com teores de
agua de 51,7%, 29,4% e 21,7% foram armazenados em deep freezer (-86°C), geladeira
(4°C) e em nitrogénio liquido (-193°C) por quatorze e trinta dias. Apds o armazenamento,
a germinagdo e a viabilidade dos graos de pdlen foram avaliadas in vitro, em meio de
cultura, e por meio do teste de tetrazodlio, respectivamente. A viabilidade dos graos de
polen armazenados, por 14 dias, com diferentes teores de dgua e ambientes de
armazenamento, também foi testada in vivo, por meio de autofecundacdes, em plantas
da linhagem Le-57 e do hibrido GNZ 2004, quando ambos apresentavam estilos-estig-
mas receptivos. Para a avaliacdo da germinagdo e da viabilidade dos graos de pdlen, foi
seguido o delineamento inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 2 (tempo de
armazenamento) x 3 (teor de 4gua de graos de pélen) x 3 (ambientes de armazenamento),
com quatro repeticdes. Nos pré-testes, maiores valores de germinagao dos graos de po-
len foram observados em meio de cultura contendo 10% de sacarose, 0,03% de acido
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hibridos, ha necessidade de cruzamento entre di-
ferentes gendtipos, para se testar a capacidade
combinatdria dos mesmos. No entanto, € comum
a necessidade de cruzamento entre materiais de

boérico e 0,15% de cloreto de cdlcio (M2) e quando a coleta foi realizada as 9 horas. A
viabilidade dos graos de pélen foi reduzida substancialmente abaixo de 21,7% de teor de
agua, indicando que os mesmos ndo toleram a dessecacdo. Para melhor conservacao,
durante o armazenamento, os graos de pdlen deverao ser secados até 21,7% de teor de
agua e armazenados em nitrogénio liquido.

Palavras-chave: Zea mays, armazenamento, germinacao, tubo polinico.

CONSERVATION AND DETERMINATION OF THE VIABILITY
OF MAIZE POLLEN GRAIN

ABSTRACT - In maize breeding programs, factors related to receptivity length of stigma,
longevity of pollen grain in the plant, differences in the period of blossoming among
plants and conservations of the genetics resources are some aspects that reinforce the
importance of pollen grains storage. In this research the influence of water tenor, period
and storage environment were evaluated in regard to the viability and germination of
maize pollen grains. The assays took place in laboratories of Analyses of Seed Molecular
Biology of the seeds sector and in the experimental area of Agricultural Department of
UFLA. In the pre-tests, different culture methods were verified to evaluate the in vitro
germination as well the best time to collect the pollen grains. The germination pollen
grains in different water tenors was also evaluated: 51,7%; 29,4%, 21,7%; 17,7%; 17%.
In a second experiment the pollen grains with water tenors of 51,7%; 29,4%; 21,7%
were stored in deep freezer (-86°C), fridge (4°C), and liquid nitrogen (-193°C) for 14 and
30 days. After the storage, the germination and viability of pollen grains were evaluated
in vitro in culture medium and through the tetrazoilium test, respectively. The viability
of stored pollen grain for 14 days in different water tenors and storage places/environment
was also tested in vivo through auto fecundation in plants of Le-57 inbred lines and GNZ
2004 hybrid, when both showed receptive style-stigmas. For the evaluation of germination
and viability of pollen grains, a completely randomized design was used, in factorial
scheme 2 (period of storage) x 3 (water tenors of pollen grains) x 3 (places storage), with
four repetitions. In the pre-tests higher values of germination of pollen grains were
observed in culture medium containing 10% sucrose; 0,03% boric acid; 0,15% calcium
chloride (M2), and when the collection took place at 9 a.m. the viability of pollen grains
was reduced substantially below 21,7% of water tenor indicating they don’t tolerate the
desiccation. For a better conservation during the storage, the pollen grains should be
dried until 21,7% of water tenor and storage in liquid nitrogen.

Key words: Zea mays, storage, pollen grains, germination, pollen tubes.

Nos programas de desenvolvimento de sincronismo no florescimento, o que inviabiliza
aproducdo de sementes. Uma ferramenta de gran-
de aplicabilidade nessa situacdo € o armazena-
mento do grao de pdlen, visando preservar a via-
bilidade dos gametas masculinos por diferentes

ciclos distintos, ndo havendo, dessa maneira, o  periodos, sob condi¢des artificiais.
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O armazenamento do grao de pdlen, além
de possibilitar o cruzamento entre cultivares de
ciclos diferentes, permite a perpetuacdo de po-
pulacdes de plantas macho-estéreis, utilizadas na
formacao de hibridos, sem a necessidade de cul-
tivo alternado, no campo, de linhagens mantene-
doras. Fatores como a duracdo do tempo de re-
ceptividade do estigma, longevidade do grao de
pdlen na planta, diferencas no periodo de flores-
cimento entre plantas macho-férteis e macho-es-
téreis e conservacao dos recursos genéticos sao
alguns aspectos que reforcam a importancia da
preservacdo da viabilidade de grdos de pdlen
durante o armazenamento, sob condi¢des artifi-
ciais (Ganeshan, 1986). Deve ser ressaltado, ain-
da, que a longevidade do grao durante o armaze-
namento deve ser conhecida, para o planejamen-
to das hibridacgdes artificiais em programas vol-
tados para o desenvolvimento de hibridos.

A viabilidade do grao de pdlen pode ser
influenciada por fatores genéticos, fisioldgicos e
fisicos do préprio grao de pélen e pelas condi-
cOes ambientais de armazenamento, como a umi-
dade relativa do ar, temperatura e presenga de O,.
Ha tendéncia de redugdo dessa viabilidade ao
longo do armazenamento (Stanley & Linskens,
1974).Tem-se observado, ainda, em alguns estu-
dos, que o desenvolvimento e a viabilidade do
grao de pélen podem ser afetados negativamente
por deficiéncias de micronutrientes como cobre,
zinco (Sharma et al., 1979, 1987, 1990), boro,
molibdénio (Agarwala et al., 1979) e manganés
(Sharma et al., 1991).

Além dos fatores fisiologicos, os fisicos
também podem interferir na conservagao do grao
de pdlen. O teor de 4gua do pdlen € um dos fato-
res que influenciam na conservacdo do mesmo
durante o armazenamento e normalmente encon-
tra-se negativamente relacionado a longevidade.
Ha necessidade de reducdo do teor de dgua, ja

que, nesse procedimento, reduzem-se a ativida-
de metabolica e a acdo de microorganismos como
fungos e bactérias (Stanley & Linskens, 1974;
Matthews & Kraus, 1981 e Martins et al, 1981).
Apesar de serem recomendados teores de dgua
entre 8 € 10% para um bom armazenamento do
grao de pdlen, sabe-se que essa recomendacio
pode variar entre diferentes espécies.

Barnabas (1988) verificou que, em graos
de pdlen de milho com teor de dgua entre 15 e
20%, armazenados a baixa temperatura, a viabi-
lidade na germinacao in vitro foi de 50% e a fer-
tilidade in vivo foi de 30%, ap6s trés anos de con-
servacao. Heslop-Harrison et al. (1990) e Barna-
bas et al. (1988) relataram que, com 13% de teor
de dgua no grao de poélen, pode haver perdas na
viabilidade e que essas perdas parecem estar re-
lacionadas a transicao da fase de gel para a fase
cristalina da membrana plasmaética.

O teor de 4gua do grao de pdlen pode ser
manipulado por meio de sais saturados: LiCl,
MgCl,, Mg(NO,),, NH,NO,, KCl, CuSO,.5H,0,
P.O,, ZnCl,, Ca(NO,),, NaNO, (Connor & To-
wil, 1993; Hong et al., 1999), silica gel, desseca-
¢do a vacuo e vapor de nitrogénio liquido.

Além do teor de dgua do grio de pdlen, a
temperatura e a umidade relativa do ar também
sdo fatores a serem considerados para garantir o
sucesso no processo de conservagdo do pélen.

Para a preservagao da viabilidade de graos
de pélen, faz-se referéncia a manutengao de bai-
xos teores de dgua dos graos de pdlen e tempera-
tura durante o armazenamento e, em alguns ca-
sos, a exclusdo do oxigénio do interior dos reci-
pientes de armazenamento (Sprague & Johnson,
1977).

O emprego de baixas temperaturas geral-
mente estd relacionado com reducao no metabo-
lismo celular, propiciando maior longevidade dos
mesmos. Roy et al. (1995), trabalhando com con-
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trole de polinizagdo em relacdo ao rendimento
de sementes e efeito da temperatura na viabilida-
de dos graos de pélen em milho, verificaram que
a viabilidade do grao de pdlen diminuiu signifi-
cativamente com o aumento da temperatura de
armazenamento.

Durante o armazenamento do grao de
pélen, ocorrem alteragdes fisiologicas que podem
provocar a redugdo da viabilidade do mesmo.
Mudancas como a alteracao na velocidade de res-
piracdo e conversdo dos agucares em acidos or-
ganicos, acimulo de produtos metabdlicos secun-
dérios, como os dcidos organicos e alteragcdes dos
lipideos da exina do pdlen foram relatadas por
Stanley & Linskens (1974). Harrington (1970)e
King (1965) acrescentaram a esses fatores a auto-
oxidagdo dos lipideos, a possivel inativacao das
enzimas, hormonios de crescimento e dcido pan-
toténico e, ainda, danos causados por desseca-
¢do.

O estado nutricional da planta fornece-
dora de pdlen é também um fator a ser conside-
rado. Stanley & Linskens (1974) evidenciaram
que a nutricdo mineral da planta durante o de-
senvolvimento do pdlen pode afetar a longevi-
dade do mesmo. Destacam a sensibilidade que
as anteras apresentam ao boro. Enfatizam que a
auséncia desse elemento pode levar alguns teci-
dos ao colapso, de forma a induzir uma concen-
tragdo nuclear anormal causada pela inibi¢do da
divisdo nuclear. A formagao da parede pode ser
impedida e, em muitos casos, ocorrer a desinte-
gracdo da célula. Salientou, ainda, que pode ocor-
rer a produgdo de pélen anormal mesmo quando
a parede da antera continuou crescendo e o saco
embriondrio permaneceu intacto.

Existem varias técnicas para estimar a
viabilidade do grao de pdlen, como coloracio
com corantes quimicos, germinagao in vitro € in
Vivo.

A determinacdo da viabilidade de graos
de pélen por meio de corantes € uma pratica co-
mum em citogenética. Georgieva & Kruleva
(1994) testaram a aplicacdo de reagOes baseadas
na presenc¢a de enzimas funcionais. A reacdo de
tetrazolio € um exemplo dessas reacoes. O teste
baseia-se na alteracao da coloragdo dos tecidos,
em presenga de solucao salina de 2,3,5 - trifenil
cloreto de tetrazoélio, o qual € reduzido pelas en-
zimas desidrogenages dos tecidos vivos, resul-
tando num composto chamado formazan, de co-
loragao vermelha carmim. Tecidos mortos apre-
sentam-se descolorados. O padrio de coloracdo
dos tecidos pode ser utilizado para classificar os
graos de pdlen corados como vidveis € 0s inco-
lores, como inviaveis (Vieira et al., 1998).

A germinagdo de pélen in vitro e in vivo
permite a andlise da capacidade de emissao do
tubo polinico e uma correlagao dessa taxa com a
viabilidade do grao de pdlen.

A germinagdo in vitro, em meio de cultu-
ra, ¢ uma técnica que simula as condicoes do es-
tilo-estigma, induzindo a germinac¢do do tubo
polinico. Cada espécie requer um protocolo es-
pecifico de meio de cultura para a obtencdo de
boa germinagdo do grao de podlen, sendo que a
sacarose € considerada indispensavel, enquanto
o boro, na forma de acido boérico, e o calcio, na
forma de cdlcio di-hidratado, parecem maximi-
zar a efici€éncia do meio. O dgar geralmente € uti-
lizado para dar consisténcia ao meio e evitar da-
nos ao tubo polinico, durante a avaliagcdo. Lacer-
da et al. (1995) observaram que os niveis de sa-
carose isoladamente e associados a0s meios € aos
tempos de incubacao influenciaram na germina-
¢ao de graos de pélen.

A germinacio in vitro de pdlen apresen-
ta alta correlacdo com a fertilizagdo no campo
(Almeida et al., 2002). Porém, a fertilizacao ten-
de a ser menor que a germinagao in vitro, devido
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a influéncia de vérios fatores, como receptivida-
de do estigma, barreiras genéticas e influéncias
ambientais como temperatura e umidade relativa
(Barnabas et al., 1988). Stanley & Linskens
(1974) observaram alta correlacdo entre a germi-
nacdo in vitro e a fertilizacao, no campo. Porém
abordaram que até mesmo na polinizacao in vivo
nao se estima a viabilidade com seguranca, ja que
fertilizacdo e nimeros de sementes na espiga nao
dependem s6 da viabilidade e da fertilidade do
pélen, mas também do estado nutricional da plan-
ta-mae, receptividade do estilo-estigma e das
condi¢Oes ambientais nas quais a polinizagdo foi
realizada (Walden & Evert, 1961; Kerhoas &
Dumas, 1988; Barnabas et al., 1988). A avalia-
cdo da germinacdo in vivo pode ser realizada por
meio da capacidade em produzir sementes.

O periodo de incubagdo € outro fator im-
portante na germinagao in vitro de grao de pélen.
Na maioria das espécies, o tempo de incubacdo
varia de uma a trés horas e longos periodos de
incubagdo podem provocar a ruptura na parede
do gameta, desprendendo, assim, o tubo polini-
co e dificultando a avaliacdo (Almeida et al.,
2002).

Outros fatores que também influenciam
na germinagao in vitro do grao de pdlen sdo as
condi¢des ambientais durante a coleta e a fase de
amadurecimento do pendao, pois gametas recém-
formados sao mais vidveis do que graos de pélen
amadurecidos (Almeida et al., 2002).

Condi¢des ambientais sdo importantes na
germinagao in vitro, em que temperaturas eleva-
das ou muito baixas diminuem drasticamente a
germinagdo do pélen. Em milho, a temperatura
de 24°C relaciona-se com alta germinagdo, en-
quanto a 0°C ha uma inibicdo da germinacao
(Broglia & Brunori, 1994).

Diante do exposto no presente trabalho,
foram avaliados diferentes meios de cultura para

avaliacdo da germinacdo in vifro, assim como o
melhor horario de coleta dos graos de pdlen. Foi
avaliada, ainda, influéncia do teor de dgua, do
periodo e do ambiente de armazenamento sobre
a germinagdo e a viabilidade de grios de pdlen
de milho.

Material e Métodos

O presente trabalho foi conduzido no
Laboratdrio de Andlise de Sementes e de Biolo-
gia Molecular do setor de sementes e na area ex-
perimental do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras.

Foram realizados pré-testes para a deter-
minacao do meio de cultura adequado para a ger-
minacao do grdo de pélen. Foram utilizados cin-
co protocolos, caracterizados por M1, M2, M3,
M4, M5 (Tabela 1).

Os componentes do meio de cultura fo-
ram dissolvidos em dgua destilada e aquecidos
em forno microondas, com poténcia 10, por um
minuto até a dissolu¢cdo completa. Cerca de 20mL
de meio ainda quente foram colocados em cada
placa de Petri. Placas contendo os meios de cul-
tura foram colocadas em estufa tipo BOD, até
atingirem a temperatura constante de 27°C. Os
graos de polén, coletados as 9 horas, foram colo-
cados sobre o meio de cultura, sendo as placas
mantidas por duas horas, em estufa tipo BOD, a
temperatura de 27°C, para a germinagao do grao
de pélen.

A contagem de graos de pélen vidveis foi
feita com o auxilio de microscépio 6tico, com
objetiva de aumento de 10x, avaliando-se quatro
campos de visdo, correspondendo a quatro repe-
ticdes. Em cada campo de visao, havia em média
50 graos de pélen. Foram considerados germina-
dos os graos que apresentavam tubos polinicos
que ultrapassavam o comprimento do didmetro
do préprio grao de polen.
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TABELA 1. Composicao dos meios de cultura para germinacao in vitro de graos de pélen de milho.

Meio (n°) Sacarose (%) Acido Borico(%) Cloreto de Calcio (%) Agar (%)
M1 20 - 0,15 -
M2 10 0,03 0,15 -
M3 17 0,01 0,03 0,7
M4 15 0,03 - 1,0
M5 15 0,02 0,03 1,0

Para a definicao do horario que propici-
asse maior viabilidade dos graos de pélen, foram
realizadas coletas as 9, 14 e 16 horas. Em segui-
da, os graos de pdlen foram incubados no meio
(M2), de acordo com os resultados obtidos no
primeiro pré-teste. Apds duas horas a 27°C em
BOD, avaliou-se o nimero de graos germinados
conforme descrito acima.

Para a definicdo do teor de dgua dos graos
de pdlen, durante o armazenamento, foram reali-
zadas secagens desses, por meio do controle ar-
tificial da umidade relativa do ar no interior de
caixas de acrilico tipo gerbox, sendo estas man-
tidas a temperatura de 27°C.

No fundo de cada caixa, foi colocada uma
solucdo salina higroscépica de cloreto de sédio
(NaCl), dissolvido em dgua destilada, até a for-
macao de uma pasta, que propiciou uma umida-
de relativa do ar no interior da caixa de 73%. Os
graos de poélen foram colocados sobre o fundo
telado, dentro das caixas tipo gerbox (a 27°C e
73% de UR), sobre papel germitest, para evitar o
contato dos graos de pélen com a solucao salina
por periodos correspondentes a zero, quatro, seis,
oito e dez horas, correspondendo a 51,7%, 29,4%,
21,7%, 17, 7% e 17,6% de teor de dgua, respecti-
vamente.

Em um segundo experimento, foi insta-
lado um campo com as cultivares da linhagem

Le-57 e do hibrido simples GNZ 2004, para a
coleta dos graos de polen. No florescimento, foi
realizada a coleta dos graos de pélen, as 9 horas,
com temperatura do ar de 24,1°C e umidade rela-
tiva de 73%. Parte dos graos de pélen foi manti-
da no teor de dgua inicial (51,7%) e as outras
duas partes foram secadas por meio do controle
artificial de umidade, usando caixas tipo ‘gerbox’,
contendo soluc¢do salina higroscépica de cloreto
de sddio dissolvido em dgua destilada, até a for-
macdo de uma pasta, propiciando uma umidade
dentro da caixa de 73%, acondicionadas em BOD,
a temperatura de 27° C. Uma parte dos graos foi
secada durante quatro horas, até atingir 29,4%
de teor de 4gua e a outra, durante seis horas, até o
teor de dgua de 21,7%. Em seguida, esses graos
de pdlen foram acondicionados em tubos tipo
eppendorf, de 5 ml, e armazenados em deep fre-
ezer (-86°C), geladeira (4°C) e em nitrogénio li-
quido (-193°C) por quatorze e trinta dias. Apds o
armazenamento, a germinagao e a viabilidade dos
graos de pdlen foram avaliadas in vitro, em meio
de cultura, e por meio do teste de tetrazodlio, res-
pectivamente. Para a avaliacdo da viabilidade, os
graos de polen foram colocados em solugdo de
tetrazolio a 0,5%, por duas horas, em temperatu-
ra de 30°C. A germinacdo do grao de poélen foi
realizada em meio contendo 10% de sacarose,
0,03% de acido borico e 0,15% de cloreto de cal-

Revista Brasileira de Milho e Sorgo, v.6, n.2, p. 159-173, 2007



http://dx.doi.org/10.18512/1980-6477/rbms.v6n2p159-173

Conservacao e determinagao...

165

cio (M2), o qual foi selecionado em experimento
anterior.

A contagem dos graos de pdlen vidveis e
germinados foi realizada com o auxilio de mi-
croscopio 6tico, com objetiva de aumento de 10x,
avaliando-se quatro campos de visdo, que foram
equivalentes a quatro repeti¢cdes. Em cada cam-
po de visdo, foram observados, em média, 50
graos de pdlen.

Para a avaliacdo da viabilidade in
vivo, foi instalado um campo com as cultivares
da linhagem Le-57 e do hibrido simples GNZ
2004, 15 dias apds a da instalagdo do campo uti-
lizado para a coleta , secagem e armazenamento
dos graos de pdlen. Esses campos foram com-
postos por dez parcelas de quatro linhas de cinco
metros cada, para cada cultivar, em quatro blo-
cos. Antes da semeadura, as sementes foram
umedecidas com 4gua, na quantidade de 1% do
peso, e tratadas com fungicida Tegran®, na dose
de 200g/ 100 kg de sementes.

Graos de pdlen armazenados nas diferen-
tes condicdes, por 14 dias, foram utilizados no
teste in vivo. Trinta plantas de cada parcela fo-
ram autofecundadas com esses graos de pdlen,
quando as mesmas apresentavam estilos-estigmas
receptivos.

O delineamento experimental utilizado
para o experimento in vitro foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 (periodos de
armazenamento) X 3 (ambientes de armazena-
mento) x 3 (teores de dgua). Para o experimento
in vivo. o delineamento utilizado foi o de blocos
ao acaso. em esquema fatorial 3 (ambientes de
armazenamento)x 3 (teores de dgua) + testemu-
nha (plantas polinizadas com grios de pdlen nao
submetidos a secagem e a0 armazenamento).

Resultados e Discussao

Observou-se diferenca significativa nos
valores de germinacao dos graos de polen sub-
metidos aos diferentes meios de cultura. Os mai-
ores valores de germinacao de graos de pélen de
milho foram observados no meio M2 (Tabela 2).

A sacarose empregada em todos os mei-
os de cultura testados tem por finalidade propor-
cionar o equilibrio osmético entre o pdlen e o
meio de germinagdo e fornecer energia para au-
xiliar o processo de desenvolvimento do tubo
polinico (Stanley & Linskens, 1974). Pelos re-
sultados obtidos, observa-se que 10% de sacaro-
se no meio ja € suficiente para garantir a energia
requerida para o desenvolvimento do tubo poli-
nico.

TABELA 2. Resultados de germinagao de graos de pélen in vitro (%) em diferentes meios de cultura.

Meios de cultura

Germinacio (%)’

M1: 20% de sacarose; 0,15% de cloreto de calcio.
M2: 10% de sacarose; 0,03% de ac. Borico; 0,15% de cloreto de calcio.

31,8b
47,8 a

M3: 17% de sacarose; 0,01% de ac. Bérico; 0,03% de cloreto de calcio;

0,7% de agar.

M4: 15% de sacarose, 0,03% de 4c. Borico; 1% de agar.

12,7d
17,4 cd

MS5: 15% de sacarose; 0,02% de ac. Boérico; 0,03% de cloreto de calcio;

1% de agar.

233 ¢

' Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si na coluna, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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O boro maximiza a germinacao in vitro
e, segundo Pfahler (1968), a adi¢do do mesmo
permite a sua interacao com o agucar, o que for-
ma um complexo ionizdvel agucar — borato, o
qual reage mais rapidamente com as membranas
celulares. Thompson & Batjer (1950) verifica-
ram aumento da porcentagem de germinagdo e
do comprimento do tubo polinico de graos de
polen de vérias frutiferas de clima temperado,
com a adi¢c@o de boro ao meio. Nesta pesquisa, o
menor valor de germinagao encontrado no meio
de cultura M3 pode estar relacionado a pequena
concentracdo de boro, na forma de dcido bérico
no mesmo.

A adigdo de cdlcio ao meio de cultura
propicia menor permeabilidade do tubo polini-
co, crescimento em forma linear e aparéncia ri-
gida do tubo polinico e do grao de pdlen (Bho-
jwani & Bhatnagar, 1974).

Um fator de grande importancia para a
germinacao in vitro € a consisténcia do meio de
cultura. Os meios liquidos apresentam a desvan-
tagem de ocorrer um desprendimento do tubo,
dificultando a avaliacdo, além de provocar uma
subestimativa da viabilidade dos gametas, pelo
fato de graos de pdélen sem tubo polinico serem
considerados ndo-germinados. Por outro lado,
altas concentracoes de dgar podem servir como
barreira fisica, impedindo a germinagao do tubo
polinico (Almeida et al, 2002). A menor porcen-
tagem de germinacdo dos meios M3, M4 e M5
pode ser conseqii€éncia da presenca de dgar.

Observou-se diferenca significativa nos
valores de germinacdo de graos de pélen coleta-
dos nos diferentes horarios, sendo que, no hora-
rio de 9 horas, foram observados os maiores va-
lores (Tabela 3). Nesse horario, a umidade relati-
va do ar era de 80% e a temperatura do ambiente,
de 19,5°C. No decorrer do dia, com o aumento
da temperatura e a diminui¢ao da umidade rela-

tiva do ar, houve uma reducio nos valores de
germinagao de graos de pélen.

TABELA 3. Porcentagem de germinagao de grao
de pdlen em diferentes horarios de coleta.

Horario de coleta Germinacio (%)’

09:00 60,0 a
14:00 47,1b
16:00 36,6 ¢

! Médias seguidas da mesma letra mintiscula nio diferem
entre si, na coluna, pelo teste de Tukey, a 5% de probabili-
dade.

Pela a anédlise de regressdo (Figura 1),
observou-se efeito quadratico do teor de dgua
sobre os valores de germinacao dos graos de po-
len de milho.

Quando os graos de pélen ndo foram se-
cados, com 51,7 % de teor de dgua, a germina-
cao foi de 50,5%. Apds a maxima germinacao
(69,03%), com 39,65% de teor de dgua, houve
reducgdo nos valores de germinagdo com a dimi-
nuicdo dos teores de dgua, com valores de 1,4%
quando o teor de dgua era de 17,6%. Assim, 0
poder germinativo dos graos de pdlen foi reduzi-
do substancialmente a partir de seis horas de se-
cagem, quando o teor de d4gua dos mesmos era
de 21,7 %, o que indica que os graos de pdlen
nao toleram a dessecacao, a partir desse valor de
teor de dgua. De acordo com Barnabds (1988), o
teor de dgua de graos de pdlen mais adequado
estd entre 15% e 20%, quando foram armazena-
dos a baixa temperatura. No entanto, no presente
trabalho, verificou-se que o poder germinativo
de graos de pdlen foi reduzido quando eles fo-
ram submetidos a teores de dgua inferiores a
21,7%.

A germinacao dos graos de pdlen do mi-
lho Hibrido GNZ — 2004, foi influenciada pela
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FIGURA 1. Estimativa dos valores de germinacdo em funcao dos teores de 4gua de graos de pdlen

de milho. UFLA, Lavras, MG, 2006.

interacao dos fatores teor de dgua, tempo e con-
di¢bes de armazenamento.

Aos 14 dias de armazenamento, nos graos
de pdélen nao submetidos a secagem, maiores
valores de germinagdo foram observados quan-
do estes foram armazenados em nitrogénio liqui-
do, seguidos dos armazenados em deep-freezer e
geladeira, que ndo diferiram entre si. Para os graos
de polen com teor de dgua de 29,4%, nao houve
diferenca entre os ambientes de armazenamento.

Janos graos de polen com 21,7% de teor de dgua,
maiores valores de germinacao foram encontra-
dos quando estes foram armazenados em gela-
deira (Tabela 4).

Quando os graos de pdlen foram arma-
zenados por 30 dias, ndo houve germinagao, in-
dependente dos tratamentos adotados. Na teste-
munha, ou seja, em graos de pélen nao submeti-

dos a secagem e a armazenamento, a germinagao
foi de 68%.

TABELA 4. Germinacgdo de graos de pélen do milho Hibrido GNZ — 2004, com diferentes teores de
agua e armazenados sob diferentes ambientes e tempos.

Germinacio (%)’

Tempos de Ambientes de Teores de agua (%)
armazenamento armazenamento 51,7 29.4 21,7
14 dias Geladeira 0Ob 6,3a 8,8a
14 dias Freezer 0.8b 6,0a 0,8¢c
14 dias Nitrogénio 9,5a 6,8 a 25b
30 dias Geladeira Oa Oa Oa
30 dias Freezer Oa Oa Oa
30 dias Nitrogénio Oa Oa 0a

'Médias seguidas da mesma letra minudscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Aos 14 dias de armazenamento, nos graos
de pdlen nao submetidos a secagem, maior via-
bilidade foi observada quando estes foram arma-
zenados em geladeira. Em graos de pdlen com
29,4% e 21,7% de teor de dgua, a maior viabili-
dade foi observada em graos de pélen armazena-
dos em nitrogénio liquido (Tabela 5).

Quando os graos de pdlen foram arma-
zenados por 30 dias, ndo houve viabilidade em
graos de poélen nao submetidos a secagem. Para
os graos de pdlen com 29,4% de teor de 4gua,
maior viabilidade foi observada nos armazena-
dos em freezer. Para os graos de pdlen com
21,7%de teor de dgua, maior viabilidade foi ob-
servada nos armazenados em nitrogénio liquido.
Na testemunha, ou seja, graos de pdlen nao sub-
metidos a secagem e a armazenamento e avalia-
dos por meio de terazdlio, a viabilidade foi de
83%.

Para os graos de pélen de linhagem, a
germinacao, nos diferentes tratamentos, foi nula,
o que indica a maior dificuldade de armazena-
mento de grdos de pdlen da linhagem em relagao

ao hibrido. Na testemunha, ou seja, em graos de
pélen ndo submetidos a secagem e a armazena-
mento, a germinagao foi de 70%.

Houve interaco tripla significativa dos
fatores: teor de dgua, periodo e ambiente de ar-
mazenamento para a viabilidade de grao de p6-
len da linhagem.

Aos 14 dias de armazenamento, nos graos
de pdlen nao submetidos a secagem, maior via-
bilidade foi observada quando estes foram arma-
zenados em geladeira. Para os grdos de pdlen
secados até 29,4% de teor de dgua, a maior via-
bilidade foi observada quando armazenados em
deep freezer. J4 para os graos de pélen com 21,7%
de teor de 4gua, a maior viabilidade foi observa-
da quando armazenados em nitrogénio liquido.
(Tabela 6).

Quando os graos de pdlen foram arma-
zenados por 30 dias, ndo houve viabilidade em
graos de pdlen ndo secados. Para os graos de po-
len secados a 29,4%e 21,7% de teor de d4gua, nao
houve diferenca significativa entre os ambientes
de armazenamento.

TABELA 5. Viabilidade de graos de pélen do milho Hibrido GNZ — 2004 (%), com diferentes teores
de 4gua e armazenamento por 14 e 30 dias, em diferentes ambientes.

Viabilidade (%)'
. Teor de agua (%)
Tempo de Ambiente de

armazenamento armazenamento 51,7 29,4 21,7
14 dias Geladeira 38a 0,5b 2,8 be
14 dias Freezer 0b 0b 14,3 b
14 dias Nitrogénio 0Ob 23 a 81,0 a
30 dias Geladeira O0a Ob Oc
30 dias Freezer Oa 43 a 6,5b
30 dias Nitrogénio O0a I,5b 12,8 a

'Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si, na coluna, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Na testemunha, ou seja, graos de pdlen
nao submetidos a secagem e a armazenamento €
avaliados por meio de tetrazdlio, a viabilidade
foi de 68%.

Nos resultados do teste in vivo, a produ-
cdo de sementes em plantas polinizadas com
graos de pdlen, nao submetidos a secagem, nao

armazenados e com 51% de teor de dgua (trata-
mento testemunha) foi superior daquelas polini-
zadas com graos de polen armazenados com di-
ferentes teores de 4gua e ambientes de armaze-
namento, ndo havendo diferenca na producao de
sementes provenientes de graos de pdlen arma-
zenados (Tabela 7).

TABELA 6. Viabilidade de graos de pélen da linhagem Le-57 com diferentes teores e armazenados

por 14 e 30 dias, em diferentes ambientes.

Viabilidade (%)’
) Teor de agua (%)
Tempo de Ambiente de
armazenamento armazenamento 51,7 29,4 21,7
14 dias Geladeira 7,5 a 00b 6,5¢
14 dias Freezer 33b 43 a 95b
14 dias Nitrogénio 0,0c 1,3a 91,0 a
30 dias Geladeira Oa Oa Oa
30 dias Freezer Oa 25a la
30 dias Nitrogénio 0a 0a 1,8a

' Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si, na coluna, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 7. Produgdo de sementes/espiga da linhagem Le-57 proveniente de plantas polinizadas
com graos de pélen com diferentes teores de 4gua e armazenados em diferentes ambientes de arma-
zenamento e com graos de pdlen ndo submetido a secagem e armazenamento (testemunha).

Tratamento Sementes/espiga '
Testemunha 355,0a
Nitrogénio 21,7% 31,0 b
Nitrogénio 51,7% 22,0 b
Nitrogénio 29,4% 22,0 b
Geladeira 51,7% 14,0 b
Deep Freezer 21,7% 11,0 b
Deep Freezer 29,4% 70 b
Deep Freezer 51,7% 6,0 b
Geladeira 21,7% 50 b
Geladeira 29,4% 40 b

' Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Roeckel-Drevet et al. (1995) observaram
maior nimero de sementes por espiga quando a
polinizacdo foi realizada com graos de plen com
teor de dgua entre 30 e 50%.

Em analise estatistica complementar, para
comparacao dos resultados, excluindo o tratamen-
to testemunha, houve diferenca significativa en-
tre os tratamentos caracterizados pelas combina-
coes de teores de 4gua e ambientes de armazena-
mento de grao de pélen. A produgdo de semen-
tes da linhagem foi maior quando as plantas fo-
ram polinizadas com graos de pélen armazena-
dos em nitrogénio liquido e com teor de dgua de
21,7%. Ja as menores producdes de sementes
foram observadas quando a polinizacdo foi rea-
lizada com graos de pélen armazenados em deep
freezer com teor de dgua 51,7%, em geladeira
com teores de 21,7 % e 29,4 %, sendo que esses
tratamentos néo diferiram entre si (Tabela 8). Esse
tipo de andlise permitiu uma melhor compara-
cao dos resultados obtidos em graos de pdlen ar-
mazenados sob diferentes condicoes e teores de
dgua. A andlise ficava comprometida quando os
resultados dos tratamentos eram comparados com
os da testemunha, uma vez que, nessa ultima, a
producdo de sementes por espiga foi superior a
dos demais.

Assim como nas linhagens, foi observa-
da diferenca significativa na produgao de semen-
tes provenientes de polinizagdo realizada com
graos de pdélen nao submetidos a secagem e a ar-
mazenamento, em relacio a observada nas plan-
tas polinizadas com graos de pélen secados e ar-
mazenados. Maior nimero de sementes por es-
piga foi observado em plantas polinizadas com
graos de pdlen armazenados em deeep-freezer e
ndo submetidos a secagem e em nitrogénio liqui-
do, com 21,7% de teor de dgua (Tabela 9).

Também em andlise complementar, sem
a presenca da testemunha, houve diferenca sig-

TABELA 8. Producgao de sementes/espiga da li-
nhagem Le-57 proveniente de plantas poliniza-
das com graos de pélen com diferentes teores de
agua e armazenados em diferentes ambientes de
armazenamento.

Tratamento Sementes/espiga’
Nitrogénio 21,7% 31,0 a
Nitrogénio 51,7% 22,0 b
Nitrogénio 29,4% 22,0 b
Geladeira 51,7% 14,0 ¢
Deep Freezer 21,7% 11,0 cd
Deep Freezer 29,4% 7,0 cde
Deep Freezer 51,7% 6,0 de
Geladeira 21,7% 5.0 de
Geladeira 29,4% 4,0 de

'Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem
entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 9. Producio de sementes/espiga do hi-
brido GNZ 2004 proveniente de plantas poliniza-
das com graos de pdlen com diferentes teores de
dgua e armazenados em diferentes ambientes de ar-
mazenamento e com graos de pélen ndo submetido
a secagem e armazenamento (testemunha).

Tratamento Sementes/espiga '
Testemunha 397,0 a
Deep Freezer 51,7% 67,0 b
Nitrogénio 21,7% 40,0 b
Nitrogénio 51,7% 340 ¢
Deep Freezer 21,7% 240 ¢
Nitrogénio 29,4% 23,0 ¢
Geladeira 51,7% 21,0 ¢
Geladeira 21,7% 20,0 ¢
Deep Freezer 29,4% 150 c
Geladeira 29,4% 13,0 ¢

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem
entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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nificativa entre os tratamentos. A producado de
sementes em plantas hibridas polinizadas com
graos de polen armazenados em deep freezer e
com teor de dgua de 51,7% foi superior a dos
demais tratamentos, seguida da obtida em plan-
tas polinizadas com grdos de pdlen armazena-
dos em nitrogénio liquido com 21,7% de teor
de dgua e em nitrogénio liquido com 51,7% de
teor de dgua. J4 a menor producdo de graos foi
observada nas plantas do hibrido polinizadas
com graos de pdlen armazenados em geladeira,
com teor de dgua 29,4% (Tabela 10), coincidin-
do com os resultados observados para a linha-
gem Le 57.

TABELA 10. Producdo de sementes/espiga do
hibrido GNZ 2004 proveniente de plantas poli-
nizadas com graos de pdlen com diferentes teo-
res de 4gua e armazenados em diferentes ambi-
entes de armazenamento.

Tratamento Sementes /espigas’
Deep Freezer 51,7% 67,0 a
Nitrogénio 21,7% 40,0 b
Nitrogénio 51,7% 340 b
Deep Freezer 21,7% 240 ¢
Nitrogénio 29,4% 230 ¢
Geladeira 51,7% 21,0 cd
Geladeira 21,7% 20,0 cd
Deep Freezer 29,4% 15,0 «cd
Geladeira 29,4% 13,0 d

' Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem
entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A viabilidade e a germinacao de graos de
polen reduzem-se substancialmente com o arma-
zenamento, independentemente do teor de dgua
do grdo de pdlen. Para a linhagem, quando as
plantas foram polinizadas com graos de pdlen

armazenados em nitrogénio liquido com teor de
agua de 21,7%, a producao de sementes corres-
pondeu a 1,45% da producdo de plantas que fo-
ram polinizadas com graos de pdlen ndo subme-
tidos a secagem e a armazenamento. Ja para o
hibrido, quando as plantas foram polinizadas com
graos de pdlen armazenados em deep freezer com
teor de dgua de 51,7%, a producdo de sementes
correspondeu a 2,81% da produgao de plantas que
foram polinizadas com graos de pélen nao sub-
metidos a secagem e o armazenamento. De for-
ma geral, graos de pdlen de linhagem sido mais
sensiveis a armazenamento que graos de pdlen
de hibrido.

Conclusoes

Maiores valores de germinagao dos graos
de pdlen sao observados em meio de cultura con-
tendo 10% de sacarose, 0,03% de acido borico e
0,15% de cloreto de célcio (M2).

Maiores valores de germinagdo sio ob-
servados quando a coleta dos grdos de polen é
realizada as 9 horas.

A viabilidade dos graos de pdlen € redu-
zida substancialmente quando o teor de 4dgua é
inferior a 21,7%, indicando que 0os mesmos nao
toleram a dessecacdo, abaixo desse valor.

As maiores médias de germinacdo para
hibrido e linhagem sdo encontradas quando os
graos de pélen ndo sdo submetidos a secagem e
0 armazenamento.

Para melhor conservagdo, durante o ar-
mazenamento, os graos de pdlen deverao ser se-
cados até 21,7%, de teor de 4gua e armazenados
em nitrogénio liquido.
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