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RESUMO - O armazenamento de graos de polen se justifica em programas de
melhoramento de milho, devido a ndo coincidéncia do florescimento das linhagens e/
ou cultivares a serem cruzadas. Por essa razdo, tém sido procuradas técnicas que possam
armazenar os graos de polen sem que esses percam a eficiéncia. O objetivo do trabalho
foi verificar a viabilidade do pdlen armazenado, por meio de testes in vivo e in vitro.
Graos de polen de quatro cultivares de milho foram armazenados em freezer por 2, 4,
8, 14 e 15 dias. A viabilidade dos mesmos foi verificada pela determinagdo da produgdo
de sementes por espigas e por meio de testes de coloragdo e germinagdo dos graos de
polen em meio de cultura. A porcentagem de germinagdo dos graos de polen in vitro e a
producdo de sementes, independente do tempo de armazenamento, foi, em média, 13%.
No teste de coloragdo, todas as cultivares analisadas apresentaram viabilidade acima de
95%, independente da taxa de germinagao in vitro e producao de sementes por espigas. O
armazenamento de pélen de milho ¢ um procedimento viavel, porém ha necessidade de
adequagdo das técnicas de armazenamento e dos testes para a determinagao da viabilidade
dos mesmos.
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MAIZE POLLEN VIABILITY AT DIFFERENT STORAGE PERIODS AT LOW
TEMPERATURE

ABSTRACT - Pollen grain storage is justifiable in maize breeding programs due to
the non-coincident flowering of lines and/or cultivars to be bred. Thus, pollen storage
techniques have been developed which preserve pollen efficiency. The aim of this work
was to verify the viability of stored pollen through in vivo and in vitro tests. Pollen
grains of four maize cultivars were stored in freezer for 2, 4, 8, 14 and 15 days. Pollen
viability was assessed through determination of seed production per ear, color tests
and in vitro pollen germination. The percentage of in vitro pollen germination and
seed production, independent of storage time, was 13 percent on average. In the color
test, all analyzed cultivars presented more than 95% viability, independent of in vitro
germination percentage and seed production per ear. The storage of maize pollen is a

viable procedure; however, it is necessary to adjust the storage techniques, as well as the

tests for assessing pollen viability.

Key words: conservation, germination, pollen grain, Zea mays.

O armazenamento de graos de podlen se
justifica em programas de melhoramento de
milho quando ndo ocorre a coincidéncia do
florescimento das linhagens e/ou cultivares a
serem cruzadas. A alternativa mais utilizada para
atenuar o problema € o “split”, isto é, semear os
genitores em diferentes épocas. Essa estratégia,
embora amplamente utilizada, ¢ trabalhosa e
nem sempre ¢ eficaz, por problemas climaticos.

Por essa razdo, tém sido procuradas
técnicas que possam armazenar os graos de
pélen sem que esses percam a eficiéncia.
Em varias espécies, esse procedimento ja ¢
utilizado rotineiramente (Pereira et al., 2002;
Gomes et al., 2003). Apesar de parecer uma
técnica simples, cuidados durante a extragdo

e o armazenamento do polen sdo necessarios,

uma vez que ha uma tendéncia a queda de sua
longevidade com o armazenamento. A extragao
do poélen pode ser realizada a seco, em agua
ou em solventes organicos, sendo que, para a
maioria das espécies, a extragdo a seco tem se
mostrado mais adequada (Souza, 1988). Além da
forma de extragdo, a viabilidade do polen pode
ser afetada por fatores genéticos, fisioldgicos e
pelas condi¢des de armazenamento (Shivanna &
Johri, 1989).

Para a maioria das espécies, baixas
temperaturas ¢ umidades de armazenamento
favorecem a longevidade do poélen, pois
diminuem a atividade metabdlica e a agdo de
micro-organismos. A baixa umidade do polen,
entre 8 e 10%, propicia um armazenamento

adequado, independente do método utilizado,

Revista Brasileira de Milho e Sorgo, v.8, n.2, p. 199-206, 2009
Versao impressa ISSN 1676-689X / Versao on line ISSN 1980-6477 - http://www.abms.org.br



http://dx.doi.org/10.18512/1980-6477/rbms.v8n2p199-206

Viabilidade... 201

embora o teor de umidade ideal para o
armazenamento varie entre as espécies. As
gramineas, por exemplo, requerem alta umidade
e normalmente seu polen tem longevidade menor
que o da maioria das espécies. Em milho, foi
verificado que os graos de polen ndo suportam
uma reducdo de umidade superior a 50% sem
perda de suas funcdes normais, sendo o teor de
umidade adequado em torno de 20% (Barnabas
et al., 1988; Ferreira et al., 2007).

A redugcdo da umidade do poélen ¢
recomendada mesmo para armazenamento a
curto prazo e varios métodos sao sugeridos para
reduzir a umidade do polen a teores adequados,
tais como: secagem a vacuo, uso de silica gel,
acido sulfurico, hidroxido de potassio, cloreto
de calcio e liofilizagdo (Souza, 1988). Além
de métodos adequados de armazenamento,
¢ importante também o conhecimento da
viabilidade do pdlen armazenado, um fator
importante para garantir o sucesso das
hibridagdes controladas. A viabilidade do polen
pode ser determinada por métodos in vitro e
in vivo. Nos testes in vivo, a viabilidade do
polen pode ser verificada por meio de sua
capacidade de produzir sementes. Ja nos testes
in vitro, a viabilidade pode ser feita por meio
da viabilidade do pdélen em meio de cultura ou
pelo uso de corantes especificos.

No milho, existem alguns relatos de
pesquisa a respeito do assunto (Barnabas, 1988;
Almeida et al., 2002; Alyor, 2003, Ferreira et
al., 2007). Um dos mais recentes foi realizado

por Ferreira et al. (2007), que testou algumas

alternativas de armazenamento de polen. Os
autores constataram que a percentagem de
polen viavel foi muito pequena quando esse foi
armazenado por até 15 dias.

Com a eficiéncia obtida por Ferreira
et al. (2007), o armazenamento do polen de
milho dificilmente poderd tornar-se rotina
nos programas de melhoramento. Visando
complementar as informagdes obtidas por
Ferreira et al. (2007) e, ao mesmo tempo,
verificar a viabilidade do polen armazenado
por meio de testes in vivo e in vitro, para tornar
o procedimento mais efetivo, foi realizado o
presente trabalho.

Os experimentos foram conduzidos
no campo experimental e no laboratorio de
citogenética do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras — UFLA, em
abril de 2008. Foram utilizadas trés linhagens
da Universidade Federal de Lavras (2,30¢e 8) e
um hibrido simples comercial (DKB199). Para
cada genotipo, foi realizado um ‘bulk’ de polen
obtido a partir de dez plantas. A coleta dos graos
de poélen foi realizada a seco, durante a antese,
as 9 horas da manha. A umidade relativa e a
temperatura média foram de aproximadamente
80% e 23°C, respectivamente. Ainda no campo,
os graos de polen foram transferidos para placas
de Petri e, posteriormente, levados para o
laboratorio, para a redu¢ao da umidade, que foi
realizada em estufa, at¢ os mesmos atingirem
22% de umidade, valor este sugerido por
Ferreira et al. (2007). Em seguida, 1,5 mL de

graos de polen foi armazenado em microtubos,
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devidamente identificados e dispostos no
interior de caixas de acrilico tipo ‘gerbox’,
contendo silica. Os microtubos dentro das
caixas de ‘gerbox’, foram mantidos em freezer
a-10°Cpor2,4,8, 14 e 15 dias. Apds o periodo
de armazenamento, a viabilidade dos graos de
pélen foi verificada por meio de testes in vivo
e in vitro.

Para o teste in vivo, parte dos graos de
polen armazenados foi reidratada por trés
horas. Inicialmente, as caixas de gerbox
contendo os microtubos foram levadas para
a geladeira por uma hora. Em seguida, os
microtubos foram abertos e colocados em
camara umida por duas horas. Apos o periodos
de reidratacdo, 1 mL de graos de polen de
cada cultivar foi levado ao campo e utilizado
para a polinizacdo de estilos-estigmas
das cultivares correpondentes. Os estilos-
estigmas foram previamente protegidos, a
fim de evitar contaminagdo. A viabilidade do
p6len armazenado utilizado na polinizagdo foi
verificada por meio da contagem do niimero
de sementes por espiga. A outra parte do
polen reidratado, aproximadamente 0,5 mL,

foi utilizada para a avaliacdo da viabilidade

in vitro, por meio da germinagdo dos graos de
polen em meio de cultura e pelo uso de corante
‘Alexander’ (Alexander, 1969).

Para a determinagdo da viabilidade
do polen por meio de testes de germinacao,
foram testados trés diferentes meios de cultura
(Tabela 1). Os componentes dos meios de
cultura foram dissolvidos em 4gua destilada e
aquecidos em mufla, até a dissolugdo completa.
Os meios de cultura foram vertidos em laminas
para microscopia e em placas de Petri. Apds a
solidificacdo e resfriamento do meio, os graos de
pélen foram espalhados sobre os mesmos, com o
auxilio de um pincel. Para evitar o ressecamento
do meio de cultura, as laminas e as placas
foram mantidas em camara umida. A avaliagao
da germinagdo dos graos de poélen in vitro foi
realizada trés horas apos o preparo das laminas
e das placas, em microscopio Optico, com
objetiva de aumento de 10x. Foram analisadas
trés repeticdes por gendtipo, sendo que cada
repeti¢do foi representada por uma ladmina. Em
cada lamina, avaliaram-se 100 graos de pdlen e
consideraram-se vidveis os graos de polen cujos
tamanhos dos tubos polinicos fossem maiores

que o diametro do proprio grao de polen.

TABELA 1. Descri¢do dos meios de cultura utilizados no teste de germinagao in vitro de graos de

poélen.
Meios de o Acido Bérico  Cloreto de Nitrato de o
Cultura ~ Stcarose (%) (%) Cilcio (%)  Célcio (%)  ~8ar (o)
Ml 17 0,01 0,03 0,00 0,7
M2 20 0,00 0,15 0,00 0,00
M3 16,5 0,001 0,00 0,002 1,2
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A viabilidade do pdlen armazenado in
vitro também foi avalida por meio de teste de
coloragao, utilizando o corante ‘Alexander’
(Alexander, 1969).

preparadas laminas com os graos de poélen e

Para isso, foram
feita a coloracdo das mesmas com o corante
‘Alexander’. As laminas foram avaliadas em
microscopio Optico, com objetiva de aumento
de 10x. Foram consideradas trés repeticdes
para cada amostra e avaliados 100 grdos
de polen/repeti¢do. Os graos de polen com
coloracdo azul intensa foram considerados
viaveis.

O resumo dos resultados obtidos nos teste
de viabilidade de graos de pdlen in vivo e in vitro
estdo descritos na Tabela 2. No teste in vivo,
verificou-se que os graos de polen armazenados,
independentemente do periodo de tempo, foram
capazes de fertilizar e produzir sementes nas
linhagens 2 e 8 e no hibrido DKB 199. Apenas a
linhagem 30 ndo produziu sementes em qualquer
periodo de armazenamento. Esse resultado
sugere que o gendtipo exerce influéncia sobre a
viabilidade do pdlen. A maior percentagem de

fertilizagdo foi observada na linhagem 8§, com o

pélen armazenado por 14 dias. Nessa linhagem,
foram verificados 55 grdos em apenas uma
espiga.

Comoresultado daavaliagao dos diferentes
meios de cultura, verificou-se que o meio mais
adequado para a germinagdo do pdlen foi o M3.
Nesse meio, a germina¢gdo média dos graos de
pélen armazenados nos diferentes periodos foi de
13,33% (Tabela 2). Esse média foi ligeiramente
superior aos valores relatados na literatura.
Ferreira et al. (2007) observaram valores de
0,8 a 9,5%, com 14 dias de armazenamento.
Para graos de poélen ndo armazenados, a
porcentagem de germinagdo € superior, ha
relatos variando entre 13 e 75% (Fonseca &
Westgate, 2005).

Nos meios M1 e M2, houve a ruptura dos
graos, dificultando a visualiza¢do da germinagao
e/ou emissdo dos tubos polinicos. Embora os
meios M1 e M2 ndo tenham sido adequados no
presente trabalho, esses sdo citados na literatura
como eficientes para avaliar a germinagao
do podlen de milho in vitro (Ferreira et al.,
2007). Isso demonstra que ha necessidade de

estabelecimento de um meio de cultura padrao

TABELA 2. Viabilidade média do pélen, obtida por meio de testes in vitro (germinagdo e coloracao)

e in vivo (semente por espiga).

Cultivares Germinacao (%) Coloracao (%) Sementes por espiga
Linhagem 2 10 98 7
Linhagem 30 15 95 0
Linhagem 8 15,33 95 36
DKB199 13 96 9,5
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para a avaliacdo da germinacao do podlen de
milho que possa ter o emprego generalizado
para diferentes condicdes ambientais e de
armazenamento.

Vale ressaltar que cada espécie requer
um protocolo adequado para a avaliacdo da
germinacdo, sendo a sacarose um componente
indispensavel. Outros componentes, como o
boro e o célcio variam de acordo com a espécie.
Para o milho, a maioria dos protocolos contém,
além da sacarose, calcio e boro (Stanley &
Linskens, 1974; Barnabas, 1985; Ferreira et al.,
2007). Além disso, ndo apenas os componentes
utilizados nos meios, mas também a composicao
desses, pode influenciar na percentagem de
germinagao.

Outro fator que interfere na germinacao
in vitro ¢ a quantidade de polen no meio de
germinagdo. A grande quantidade de graos de
polen no meio de cultura promove o aumento
na ruptura dos graos, sendo esse observado
principalmente quando o meio de cultura foi
depositado sobre as laminas. Nas placas de
Petri, a ruptura dos graos de pdélen ocorreu em
menores propor¢ao e velocidade.

A individualizagdo dos graos de polen
foi eficiente com o periodo de incubagdo de
trés horas em meio de cultura, pois, apds esse
periodo, ocorreu a ruptura dos graos de polen,
dificultando a individualizacdo dos mesmos.
De acordo com Almeida et al. (2002), o tempo
de incubagdo da maioria das espécies varia de
uma a trés horas. Longos periodos de incubagao

dificultam a avaliacdo, por provocarem a ruptura

do gameta e/ou favorecerem a proliferagao de
micro-organismos.

A viabilidade do polen verificada pelo
corante ‘Alexander’ foi superior a 95% (Tabela
2), independente do material genético utilizado,
da taxa de germinacgao in vitro e da produgao de
sementes por espigas.

Como ¢ sabido, o uso de corantes ¢é
uma técnica bastante atrativa, especialmente
pela simplicidade e rapidez na obtengdo dos
resultados. Entretanto, a validade desse método
tem sido questionada por problemas como,
por exemplo, a coloracdo de graos de polen
inviaveis ou graos de polen imaturos e abortados
(Stanley & Linskens, 1974). Georgieva &
Kruleva (1994), avaliando a viabilidade de
polen de milho, ao longo de dois anos, por meio
de testes de coloracao convencionais (carmin
acético, vermelho neutro e acridina orange) e
reagao fluorocromatica, concluiram que apenas
os corantes fluorocromaticos (FCR) foram
capazes de detectar a queda da viabilidade com o
armazenamento ao longo desse periodo. Galleta
(1983) comenta que a viabilidade verificada
por coloracao normalmente ¢ mais alta do que
aquela obtida por germinagao.

Alguns autores afirmam que a viabilidade
do grao de polen verificada por meio de
producao de sementes no campo apresenta alta
correlagdo com germinagao de graos de podlen
in vitro (Stanley & Linskens, 1974). Esse fato
ndo foi confirmado no presente trabalho, onde
as linhagens 30 e 8 apresentaram a mesma

taxa de germinagdo (15%) e comportamento
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distinto para produ¢do de sementes. Isso pode
ser explicado devido a influéncia de varios
fatores, como estado nutricional das plantas,
receptividade do estigma, condi¢des ambientais
nas quais foi realizada a polinizagdo e o genotipo
utilizado (Barnabas et al., 1988; Kernoas &
Dumas, 1988).

Conclusao

O armazenamento de poélen de milho
¢ uma técnica viavel e a viabilidade varia de
acordo com o gendtipo utilizado. Novos estudos
sdo necessarios para aumentar a correlagdo entre
os testes de viabilidade in vitro e a producao
de sementes por espigas em programas de

melhoramento de milho.
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