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RESUMO

O milho (Zea mays, L.) é o terceiro cereal em escala de importancia
econdmica a nivel mundial. Toda cadeia de melhoramento do milho baseia-se
no desenvolvimento de linhagens endogamicas, onde a polinizacdo controlada
€ um pré-requisito. Nesse contexto, a viabilidade de polen é um fator
determinante para garantir a maxima taxa de sucesso na producdo das
sementes. Com o objetivo de modelar a dindmica da viabilidade do pélen em
milho e a relacdo com as condicbes ambientais que definem a formacao de
sementes nas espigas em polinizacéo controlada, foi empregado a tecnologia da
Impedancia em Citometria de Fluxo (IFC) em um experimento em blocos ao
acaso, com 5 blocos e 6 horarios de realizacdo de polinizacao controlada, sendo
7:00 h, 9:00 h, 11:00 h, 13:00 h, 15:00 h e 17:00 h. A viabilidade do pdlen foi
maxima as 9:00 h da manha, e decresceu ao longo do dia. O nimero maximo de
sementes formadas por espiga ocorre quando a poliniza¢éo controlada acontece
no intervalo de maxima viabilidade do pélen. Em polinizacdo controlada, atinge-
se no maximo 22% do numero de sementes potenciais produzidas em relacdo a
polinizacdo aberta. O valor limite de déficit de pressdo de vapor na atmosfera
(DPV) para a realizacéo de polinizagdo controlada em milho é 1,9 kPa, ou 4,2
kPa acumulado. A parti da analise aqui realizada, pode-se concluir que o
ambiente de Petrolina apresenta janelas mais favoraveis para realizacdo de
polinizacdo controla em milho nos meses de maio, junho e julho. Os meses de
setembro, outubro e novembro apresentam condi¢cdes limitantes para

manutencao da viabilidade do pdlen.

Palavras-chave: Zea mays, endogamia, citometria de fluxo, producdo de

sementes, autopolinizacao.



ABSTRACT
Corn (Zea mays, L.) is the third largest cereal of economic importance worldwide.
The entire corn improvement chain is based on the development of inbred lines,
where controlled pollination is a prerequisite. In this context, pollen viability is a
determining factor in ensuring the maximum success rate in seed production.
With the objective of modeling the dynamics of pollen viability in corn and the
relationship with the environmental conditions that define the formation of seeds
in ears in controlled pollination, Impedance Flow Cytometry (IFC) technology was
used in a block experiment randomly, with 5 blocks and 6 times for controlled
pollination, being 7:00 am, 9:00 am, 11:00 am, 1:00 pm, 3:00 pm and 5:00 pm.
Pollen viability was maximum at 9:00 am and decreased throughout the day. The
maximum number of seeds formed per ear occurs when controlled pollination
occurs in the range of maximum pollen viability. In controlled pollination, a
maximum of 22% of the number of potential seeds produced is reached in relation
to open pollination. The limit value of vapor pressure deficit in the atmosphere for
carrying out controlled pollination in corn is 1.9 kPa, or 4.2 kPa accumulated.
Though this study we shown that the Petrolina environment presents more
favorable windows for carrying out controlled pollination in corn in the months of
May, June and July. The months of September, October and November present

limiting conditions for maintaining pollen viability.

Keywords: Zea mays, inbreeding, flow cytometry, seed production, self-

pollination.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays, L.) é o terceiro cereal em escala de importancia econémica
mundial, tanto em produtividade como em area plantada (NAGY et al., 2020). A producao
global atualmente encontra-se concentrada nos Estados Unidos, China e Brasil. Os trés
paises juntos respondem por cerca de 66% do total produzido a nivel global (USDA,
2023).

No Brasil, a producdo de milho cresceu mais de 40% nos ultimos dez anos,
passando de 70 milhdes de toneladas em 2012 para pouco mais de 138 milhdes de
toneladas na safra 2022/2023 (CONAB 2013; CONAB, 2022). De acordo com Pereira-
Filho e Borgi (2020), cerca de 92,7% das lavouras comerciais de milho sdo plantadas

com sementes hibridas.

A hibridagcdo em milho ocorre com o cruzamento de duas linhagens homozigotas,
geneticamente divergentes, obtidas por meio de ciclos de autopolinizagdo (PATERNIANI
et al., 2013). Autopolinizar uma planta de milho significa transferir o pélen do seu pendéo
para o estilo-estigma de maneira controlada, em uma Unica operacéo que dura em média

8 segundos.

Desse modo, o sucesso dos programas de melhoramento no desenvolvimento de
novas cultivares hibridas, estd condicionado aos resultados das etapas iniciais de
desenvolvimento parental que ocorrem em polinizacdo controlada (PATERNIANI et al.,
2013; ONYISHI et al., 2018), e que dependem da viabilidade do polen. Essa medida da
fertilidade masculina durante o periodo reprodutivo é um fator determinante para garantir
0 sucesso na producdo das sementes dentro e fora dos programas de melhoramento
(ELAZAB et al., 2016; NAVEED et al., 2014).

Pdlen viavel pode ser definido como aquele que é capaz de transmitir o conjunto
génico do parental paterno ao saco embrionario, e que, portanto, consegue promover a

formacgao das sementes (RECH et al, 2014).

As condi¢des ambientais no momento de realizag&o da polinizacao controlada sé&o
decisivas para viabilidade do pélen em milho (WANG et al., 2018; LIZASO et al., 2018).

Entretanto, essa dindmica ainda néo é conhecida para o semiarido brasileiro.
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Recentemente um novo método para a determinacdo da viabilidade do pdlen foi
descrito por Heidmann et al. (2016). A Impedancia em Citometria de Fluxo (IFC) tem se
mostrado uma tecnologia versatil, com alto potencial de aplicacdo na agricultura e no
melhoramento genético de milho (ASCARI et al., 2020).

Trata-se de um método rapido e de leitura direta em display digital, que permite
significativa economia de tempo para obtencdo de resultados. Isso possibilita sua
aplicacdo na tomada de decisao a nivel de campo, considerando-se o cenario de maxima
viabilidade de pdlen para realizacdo da polinizacdo controlada (HEIDMANN &
BERARDINO, 2017).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi aplicar a tecnologia de IFC
na determinacao da viabilidade de pélen em polinizacdo controlada de milho, e modelar
a relacdo da viabilidade de pélen com os parametros climatolégicos, para definir limites
operacionais nos quais se tenha a maior taxa de sucesso na formacao das sementes de

milho cultivado no semiéarido.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Milho: Importéancia econémica

O milho (Zea mays, L.) é o terceiro cereal em escala de importancia econémica a
nivel mundial, tanto em produtividade como em é&rea plantada (NAGY et al., 2020). A
producdo global atualmente encontra-se concentrada nos Estados Unidos, China e
Brasil. Os trés paises juntos respondem por cerca de 66% do total produzido a nivel
global, cujo montante produzido ultrapassou 1,15 bilhdo de toneladas na safra 2022/23
(USDA, 2023).

O milho pode ser direcionado para varios segmentos de mercado, no qual
apresenta grande impacto social e econdmico. Segundo a Abimilho (2022), 36% do total
de gréos consumidos no Brasil € destinado para a producao de racfes, ressaltando a
importancia desse cereal para a cadeia de producdo de proteina animal. Estudos mais
recentes destacam também o potencial de uso deste cereal pelo setor sucroenergético,
podendo atingir até 425 litros de alcool por tonelada de matéria-prima (NEVES et al.,
2021).

No Brasil, a produgéo cresceu mais de 40% nos ultimos dez anos, passando de
70 milhdes de toneladas em 2012 para pouco mais de 138 milhdes de toneladas em
2022/2023. Comparando-se a produtividade no mesmo periodo, nota-se incremento de
guase 8% na média nacional, saindo de 5,13 toneladas/ha para mais de 5,92
toneladas/ha (CONAB 2013; CONAB, 2022).

Esse crescimento expressivo em volume produzido e em produtividade é
estimulado por constantes inovacdes no ramo da biotecnologia, por meio do lancamento
de tecnologias de protecdo aos cultivos, bem como, pelo intenso trabalho dos programas
de melhoramento genético para o desenho de novos hibridos mais adaptados e de maior
potencial produtivo (DA SILVA et al., 2021).

O lancamento comercial do primeiro evento transgénico na cultura do milho no
Brasil ocorreu em 2007, com a liberagdo comercial do evento Bt (Bacillus thuringienses),
conferindo as plantas protecéo contra a herbivoria da lagarta do cartucho (Spodoptera
frugiperda). Dez anos apos o langamento, na safra 2017/2018, mais de 85% das areas

de milho hibrido cultivado no pais ja contavam com o apoio de algum evento transgénico,
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de forma individual ou piramidado (RAMOS, 2018). Segundo a CTNBio (2019), apenas
no ano de 2019, cinco novos eventos genéticos foram liberados para comercializacao

em hibridos de milho no Brasil.

De acordo com Pereira-Filho e Borgi (2020), atualmente no pais, 92,7% das areas
comerciais de milho plantados sdo com sementes hibridas. Desse total, predomina a
utilizacdo de hibridos simples, com 86,4%; seguido por hibridos triplos, 5,8% e duplos
com 3,9%. Nota-se dessa maneira, o relevante papel desempenhado pelos programas
de melhoramento para a concepcao de novos produtos ou insercéo de novas tecnologias

para atender as necessidades do mercado.

A hibridagcdo em milho ocorre com o cruzamento de duas linhagens homozigotas,
geneticamente distantes, para potencializar a expressdo da heterose na geracdo
subsequente (PATERNIANI et al., 2013). Desse modo, o desenvolvimento de novos
hibridos depende do sucesso da cadeia de producdo individual de seus genitores, que
em muitas etapas do funil de hibridacdo sdo produzidos em regime de polinizacéo

controlada.

Polinizacdo controlada € um pré-requisito para melhoramento genético de milho,
sendo realizada com a finalidade de evitar cruzamentos indesejados, além de ser um
passo essencial para o desenvolvimento de novas linhagens por meio do aumento da
endogamia (PATERNIANI et al., 2013; ONYISHI et al., 2018).

Em milho, polinizacdo controlada é também conhecida como polinizagdo manual,
em funcéo de que a transferéncia do polen para o estilo-estigma ocorre por meio da acao
humana. A performance da atividade de polinizagdo manual, que dura em média 8 a 10
segundos, define o sucesso dos programas de melhoramento, e é altamente influenciada
por fatores ambientais como temperatura e umidade relativa do ar atmosférico (ONYISHI
et al., 2018).

2.2 Classificagdo botanica
O milho € uma planta alégama que pertence a familia Poaceae, subfamilia:
Panicoidea, tribo: Maydeae, género: Zea e espécie: Zea mays L. O seu ancestral comum

€ conhecido como Teosinto (Zea mays mexicana) e estima-se que sua origem tenha
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ocorrido ha mais de 8000 anos a.C. no México, atual centro de diversidade da espécie
(BOREM, 2005).

E uma planta herbacea, de grande adaptabilidade e plasticidade fenotipica, que
pode ser cultivada desde o Equador até altas latitudes, e desde o nivel do mar até
altitudes superiores a 3600 metros, sendo a temperatura 6tima para seu florescimento
em torno de 30,5 °C (SANCHEZ et al., 2014).

Botanicamente o milho é uma planta mondica e diclina, possuindo os 6rgaos
reprodutivos masculinos e femininos no mesmo individuo. Estes, encontram-se
espacialmente separados no corpo da planta, sendo ambos classificados como
inflorescéncias (MILLEO & CRISTOFOLI, 2017).

E uma planta de metabolismo C4, e desse modo, apresenta em sua estrutura a
anatomia de Kranz, a qual situa o processo fotossintético em duas regifes da folha,
sendo que a carboxilacéo ocorre somente nas células da bainha do feixe vascular (TAIZ
etal., 2017). Segundo Crafts-Brandner & Salvucci (2002), a atividade da enzima Rubisco
decresce na planta de milho quando a temperatura do ambiente ultrapassa 32,5 °C e
cessa totalmente caso a temperatura atinja os 45° C. Dentre as culturas agricolas, o
milho € a espécie que apresenta a melhor eficiéncia na converséo de energia solar em
alimento (MILLEO & CRISTOFOLI, 2017).

O milho possui raiz fasciculada, com profundidade efetiva de 40 cm (DE SOUZA,
el al., 2016). O caule é um colmo ereto, esponjoso e ndo ramificado que apresenta-se
segmentado em nds e entrends (meritalos). As folhas possuem bordos serrilhados com
uma nervura central destacada, bainha invaginante e pilosa, e limbo normalmente na cor
verde escuro, estreito e de forma lanceolada. Cada planta de milho desenvolve
aproximadamente 20 folhas, e o florescimento ocorre em média por volta de 65 dias apos
a emergéncia (PEREIRA et al., 2023; FREIRE, 2020).

A panicula (pendéo) é a inflorescéncia masculina da planta, onde esta o conjunto
de flores que sdo responsaveis pela producédo de polen. Localiza-se no ponto apical da
planta adulta em florescimento, e em hibridos de milho pode produzir até 50 milhdes de
unidades de graos de polen. Quando a panicula é emitida, o crescimento da parte aérea
cessa e o crescimento radicular é bastante reduzido (FREIRE, 2020). Normalmente a

18



janela de florescimento do milho dura entre 8 e 10 dias, podendo haver encurtamento
desse periodo em condi¢des de estresse térmico e ou hidrico.

A espiga é a inflorescéncia feminina da planta. E constituida por um eixo central
longo (sabugo) no qual se dispbe os alvéolos, onde se desenvolvem posteriormente as
espiguetas aos pares. Cada espigueta é formada por duas flores, uma fértil e outra
estéril. Cada flor tem um ovario com um Unico 6vulo e a partir do ovario desenvolve-se o
estilo-estigma (FREIRE, 2020; PATERNIANI et al., 2013). O conjunto do estilo-estigma

ira constituir o que se conhece como “cabelo” do milho.

O estilo-estigma pode ser considerado como uma estrutura especializada da
planta para capturar e receber os graos de podlen, permitindo a germinacdo e
desenvolvimento inicial do tubo polinico. A superficie do estilo-estigma das diferentes
espécies varia de acordo com a presenca ou auséncia de exsudados, podendo ser
considerados como Umidos ou secos, sendo o milho um exemplar deste ultimo grupo
(BOAVIDA, 2005).

Em comparacdo com o pendao do milho, o estilo-estigma € muito mais resistente
a condicdes de estresse térmico. Isso ocorre em funcdo da posicao da inflorescéncia
feminina no corpo da planta, naturalmente protegida pela sombra das folhas, e também
em funcdo da expressdo de proteinas no estilo-estigma que protegem os tecidos
femininos contra danos decorrentes de altas temperaturas (WANG et al., 2018; LIZASO
et al., 2018).

A polinizacao do milho se da por meio da acéo do vento que provoca a dispersao
aleatéria dos grédos de pélen dos pendbes das plantas. Aproximadamente 95% da
polinizacdo do milho ocorre de forma cruzada. Espacialmente, o pendao localiza-se
distante e acima da espiga, como estratégia biolégica para manter a alogamia.

O fruto do milho é classificado como cariopse, um fruto seco caracterizado pelo
elevado contetudo de carboidratos e proteinas. Na composicdo dos graos o teor de
carboidratos, proteinas e lipidios € de 71, 10 e 4,8%, respectivamente. Por esse elevado
valor nutricional, este cereal constitui-se como a base da alimentagdo animal e humana
(FERRARINI, 2004).
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As sementes de milho podem ser encontradas em diferentes coloragdes, do
amarelo, branco, preto até vermelho. Sua estrutura é formada por um endosperma,
gérmen e pericarpo, a qual atinge sua maturidade fisioldgica aproximadamente 125 dias
apos a emergéncia (DE SOUSA et al., 2023; LABEGALINI et al., 2016).

A grande maioria dos estudos disponiveis na literatura e citados no curso dessa
dissertacdo derivam de pesquisas conduzidos milho hibrido. Para linhagens em
especifico, poucas informacdes sdo encontradas. Isso reforca a necessidade desse
trabalho e expde lacunas para que outros estudos possam ser conduzidos na abordagem

desse tema tédo fundamental para a producdo de sementes a nivel mundial.

2.3 Gametogénese e viabilidade de pdlen

O conhecimento dos mecanismos de reproducdao e fertilizacdo em plantas e sua
aplicacéo pratica na agricultura e na producdo das sementes data de mais de 5000 anos,
tendo iniciado com os sacerdotes Assirios. No entanto, a ideia de que o gréo de poélen
deve atingir o estigma para garantir a formacdo do embrido e desenvolvimento das
sementes so foi generalizada e difundida a nivel mundial a partir de 1682 (BOAVIDA,
2005).

Os primeiros relatos que tratam viabilidade de pélen como um limitador para a
formacao das sementes em milho foram escritos em 1943 (SCHOPER et al., 1987), onde
foi evidenciado que ondas de calor no periodo de florescimento de hibridos de milho
limitavam a producao de graos nas espigas por efeito da dessecacao precoce dos graos
de polen.

Pélen viadvel é importante para a dispersdo das espécies e garantia de existéncia
de uma préxima geracédo. E essencial também para o melhoramento direto das plantas,
e consequentemente, condiciona o desenvolvimento de novas cultivares. A viabilidade
do pdlen compreende diferentes aspectos do desempenho do pélen, como capacidade
de fertilizacdo e germinabilidade (RAFIQ et al., 2021).

O grao de polen é o gametofito masculino da planta de milho, sendo composto por
duas células, uma célula vegetativa, da qual posteriormente deriva a formacao do tubo

polinico, e uma célula generativa, da qual origina-se dois nlcleos espermaticos (gametas
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masculinos). Dessa maneira, o grdo de pdlen do milho é considerado trinucleado (ZHOU
et al., 2017).

Em 1950 foi evidenciado pela primeira vez que o crescimento do tubo polinico
ocorre dentro do estigma das flores, e que esse seria 0 canal de passagem para 0S
nucleos espermaticos contidos no polen (BOAVIDA, 2005). Em seguida, foi demonstrado
gue a ponta do tubo polinico se desintegra possibilitando a fusdo dos nucleos
esperméaticos com o 6vulo e com os nucleos polares no saco embrionario (CRESTI &
LINSKENS, 1999).

Desse modo, tem-se origem um embrido diploide e um endosperma triploide na
semente do milho, por meio de um processo conhecido como dupla fertilizacdo das
angiospermas (ZHOU et al., 2017, BOAVIDA, 2005).

Os gréos de pélen do milho possuem uma membrana muito fina com revestimento
externo, denominada exina, resultando em baixa protecao ao seu contetdo (ALMEIDA,
2011). Dependendo da cultivar e das condicbes ambientais, o numero total de unidades
de graos de pdlen produzidos em uma planta hibrida em pleno florescimento pode variar
de 5 milhdes até 50 milhdes de unidades (HOFMANN et al., 2014).

Em condicbes favoraveis de florescimento e regime de polinizacdo aberta, cada
estilo-estigma recebe em média 13 unidades de graos de pdlen por dia, durante oito a
dez dias de janela de florescimento. Entretanto, quando a planta é submetida a estresse
térmico durante o florescimento, pode ocorrer a expressao de “blasting” (anomalia na
deiscéncia da antera que impede a liberacdo do pdélen) no penddo, com reducéo
significativa desse numero (SCHOPER et al., 1987).

Comparando-se com outras espécies, o grao de pélen do milho é relativamente
grande, com diametro variando de 80 a 125 ym. Sua velocidade média em queda livre e
condicao de ar calmo é de 0,2 m/s. Assumindo-se uma planta com altura entre 2,5 e 3,5
m, com pend&ao localizado no topo, o pdlen tem potencial para se depositar em um raio
de 20 a 40 metros no entorno da origem, considerando-se a velocidade do vento limitada
em até 2 m/s (HOFMANN, et al., 2014).
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A viabilidade do pélen é uma medida da fertilidade masculina durante o periodo
reprodutivo, e € um fator determinante para garantir a producao das sementes em milho
dentro e fora de programas de melhoramento (ELAZAB et al., 2016; NAVEED et al.,
2014).

Mesmo ja estando com o potencial produtivo definido quando atinge o
florescimento, altas temperaturas nesse periodo condicionam baixa produtividade. Isso
ocorre em funcéo da dessecacao e desnaturacao das proteinas dos graos de polen, que
se traduz em ma granacdo nas espigas (ARAUS et al., 2012; SOUZA et al., 2016).
Também pode ocorrer esterilidade das espiguetas induzida pelo excesso de calor (SHAO
et al., 2021).

Pdlen viavel pode ser definido como aquele que é capaz de transmitir o conjunto
génico do parental paterno ao saco embrionario, e que, portanto, consegue promover a
formacgéo das sementes (RECH et al., 2014). Ja a viabilidade do pdlen é entendida como
a relacdo entre o numero de graos de pdlen viaveis e o numero total de unidades
avaliadas em uma amostra conhecida (HESLOP-HARRISON, 1992).

A viabilidade do polen sofre influéncia de uma série de fatores. Efeito do manuseio
durante a coleta de amostras, bem como efeito do estagio de maturidade do pendéo da
planta foram relatadas por Martins et al. (2017).

Diferencas na viabilidade também foram observadas considerando-se os dias
ap6s a antese do pendao, com tendéncia linear decrescente. De acordo com Alvin
(2008), os gréos de polen recém-formados apresentam maior viabilidade em relacéo ao
poélen mais envelhecido. Isso ocorre em funcdo de mudancas fisiolégicas no gréo de
polen, como alteracéo na velocidade de respiracdo e conversao dos acucares em acidos
organicos. Também pode ocorrer alteracdes dos lipideos da exina e inativacdo de
enzimas e hormoénios, além da perda de umidade para o meio externo que provoca
dessecacdo (CRESTI & TIEZZI, 1992).

Para Ferreira et al. (2007) viabilidade do gréo de pélen é dependente da interacao
entre fatores genéticos, climaticos, fisiolégicos e agronémicos. Entre os fatores

agrondmicos, destaca-se a deficiéncia de micronutrientes como cobre, zinco e boro por
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afetarem diretamente o crescimento do tubo polinico (WANG et al., 2003; ALVA, et al.,
2015).

A morfologia do pendao, considerando-se a disposi¢céo das glumas na raque da
inflorescéncia também afeta a manutencdo da viabilidade do pdlen. Isso ocorre em
funcao do nivel de exposicdo do pdélen as condi¢cdes do meio externo (MARTINS et al.,
2017). Efeitos indesejaveis sobre o polen decorrentes da interacdo com moléculas
fungicidas aplicadas durante o periodo reprodutivo em milho hibrido também j& foram
documentados na literatura (JUNQUEIRA et al., 2016).

A viabilidade do pélen esta relacionada de forma direta com o teor de umidade
contido no grdao de polen, o qual é dependente da sua tolerancia a dessecacao
(FONSECA & WESTGATE, 2005). Em termos gerais, polens binucleados sao
classificados como tolerantes, enquanto pélens trinucleados, como no milho, sdo mais
sensiveis quanto a perda de umidade interna para 0 ambiente externo, e
consequentemente, ndo conseguem manter a viabilidade por longos periodos (ZHOU et
al., 2017; KRON et al., 2021).

Outro aspecto importante a ser considerado quanto a acelerada perda de
viabilidade em pdlens trinucleados esta na microsporogénese. Nesses individuos, ocorre
uma segunda divisdo meiodtica para a formacdo do gameta masculino, 0 que consome
parte das reservas e diminui a longevidade e capacidade de germinacdo (DINATO et al.,
2020).

Diferencas na viabilidade de polen em milho foram verificadas também
considerando-se o horario de coleta desse material em campo (KAEFER et al., 2016;
MARTINS et al., 2017; WANG, 2018). Maiores valores de viabilidade podem ser
observados nas primeiras horas do dia, havendo tendéncia de decrescimento com o

avanco das horas.

Condicdes externas como temperatura e umidade relativa do ar séo decisivas na
perda da viabilidade do pdlen. Segundo Magalhdes & Duraes, (2006), temperaturas
acima de 35 °C, como as que predominam no vale do submédio Sao Francisco, afetam
diretamente a producao do polen nas anteras e aceleram a perda da viabilidade por efeito

da dessecacao. Em linhas gerais, o p6len do milho se mantém viavel por mais tempo em
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condi¢les de baixa temperatura e alta umidade relativa do ar (FONSECA & WESTGATE,
2005; WANG, 2018).

Em condi¢des normais, o polen do milho permanece viavel por um periodo que
varia entre uma e quatro horas, a contar do momento que se dispersa do pendao para a
atmosfera (KAEFER et al., 2016; FERREIRA et al., 2007).

Luna et al. (2001) comprovaram que na faixa de temperatura entre 28 e 30 °C e
umidade relativa acima de 53%, o pélen do milho permanece viavel por apenas duas
horas. Dentro desse curto intervalo, é onde pode-se alcangar o maximo de sementes por

espiga em se tratando de polinizacéo controlada de linhagens de milho.
2.4 Condicdes de clima e viabilidade de pélen

O conjunto de sementes produzidas por uma planta de milho é dependente de
varios fatores, dentre os quais pode-se destacar o potencial genético, tamanho de
pendao, crescimento do estilo-estigma, sincronia de florescimento masculino e feminino
e viabilidade de pdlen (DRESSELHAUS & FRANKLIN-TONG, 2013). Todos esses
processos sdo afetados por estresse térmico, e quando ocorre, aumenta
significativamente a complexidade na producédo e condiciona redugéo de produtividade
(WANG et al., 2018).

Quando o florescimento do milho coincide com periodos de temperaturas mais
elevadas, ocorre reducdo no numero de grdos de pélen produzidos. Também ja é
documentado que em tais condicdes o desenvolvimento das anteras € anormal, e

frequentemente apresentam problemas quanto a deiscéncia (GIORNO et al., 2013).

A duracao da janela de disperséo de polen é encurtada em funcao da aceleracéo
do florescimento da panicula, potencializando o risco de assincronia entre o

florescimento masculino e feminino (LIZASO et al., 2018).

Alteracdes na morfologia do gréao de polen também podem ser verificadas, como
espessamento de exina e desintegracdo de membranas (DJANAGUIRAMAN et al.,
2014). O estresse térmico pode inibir também a germinagédo e crescimento do tubo
polinico, tanto in vitro quanto in vivo, em condi¢cdes de campo (SONG et al., 2015; WANG,
2018).
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Para o proximo século é previsto um aumento da temperatura a nivel mundial
entre 1,5 e 4 °C, e como consequéncia, € esperado também elevacdo no déficit de
pressao de saturacdo de vapor de agua na atmosfera (DPV) (IPCC, 2014). Estudos com
simulacdo de modelos indicam que a produtividade do milho pode reduzir em até 10%
com o0 aumento da temperatura média no globo terrestre em apenas 1 °C (DONG, et al.,
2021).

Ambos os fatores podem impactar significativamente a cadeia de producédo e
principalmente de melhoramento genético do milho, entretanto, a importancia do déficit
de pressdo de vapor (DPV) é muitas vezes negligenciada ou confundida com a
temperatura, devido a estreita correlagédo pratica existente entre eles (HSIAO, 2019).

DPV é um indicador que faz referéncia ao poder de secagem exercido pelo ar
atmosférico, definido como sendo a diferenca entre a pressdo gerada pela umidade
relativa atual e a pressao gerada quando o ar atmosférico encontra-se saturado, ou seja,
umidade relativa de 100% (HSIAO et al., 2019, LYRA et al., 2004).

Ao passo que as temperaturas mais altas afetam processos bioquimicos da planta
como atividade enziméatica, o DPV por outro lado influencia processos fisiolégicos como
aceleracdo da perda de agua para a atmosfera, o que pode provocar fechamento
estomatico ou dessecacao precoce dos graos de pélen (HSIAO, 2019).

Segundo Cayli & Baytorun (2021), a condicdo de DPV ideal para as plantas
depende do estagio de desenvolvimento e da espécie cultivada, sendo dificil definir um
parametro de referéncia. Entretanto, de maneira geral, condi¢cdes variando entre 0,2 e
1,2 kPa sdo consideradas satisfatérias para o desenvolvimento vegetal. Essa condi¢édo

também é considerada desfavoravel para o desenvolvimento de doencas nas plantas.

Niveis elevados de DPV tem um efeito negativo no crescimento das plantas,
induzindo alta resisténcia estomatica e gerando estresse. Existe efeito adverso também
na condutividade do estroma, reduzindo a fotossintese. O aumento no DPV de 1,0 kPa
para 1,8 kPa leva a depresséo da fotossintese e, por sua vez, grandes redu¢des no
crescimento de algumas plantas (CAYLI & BAYTORUN, 2021).

25



Segundo Ferreira et al. (2007), quando o teor de agua no grao de pdlen é inferior
a 13%, ocorrem perdas na viabilidade em fungéo da transicao da fase de gel para a fase
cristalina da membrana plasmatica das células, demonstrando dessa forma o potencial

efeito que o DPV exerce sobre o polen.

O periodo reprodutivo do milho € considerado o estddio mais critico do
desenvolvimento da cultura considerando-se o risco de estresse por altas temperaturas
(THAYIL et al., 2020). Os tecidos reprodutivos da planta, especialmente o pdlen, sdo os
mais impactados (LIN et al., 2022). Esse efeito é potencializado pelo baixo nivel de
umidade no ar atmosférico, causando elevacédo no déficit de pressdo de saturacédo de
vapor (DPV).

Quando posicionado nesse ambiente, a tendéncia do gréo de pdlen é perder agua
para entrar em equilibrio com o meio externo. Dessa maneira, nota-se reducdo de
umidade do pélen e consequente aceleracdo da perda de viabilidade (LOBELL et al.,
2013; FONSECA et al., 2005).

Em programas de melhoramento genético de milho, considerando-se a dinamica
operacional para realizacdo de polinizacdo controlada distribuida numa jornada de
trabalho de 8:00 horas por dia, faz-se necessério real entendimento do impacto da
temperatura e DPV sobre a perda de viabilidade de pélen e como isso se relaciona com

0 numero total de sementes formadas nas espigas em campo.

Tais estudos podem nortear o desenvolvimento de cultivares adaptadas para
condi¢Bes de cultivo com temperaturas e DPV mais elevados, principalmente em regides
tropicais em um cenario de mudancas climéaticas. Também possibilita o planejamento
operacional dentro dos programas de melhoramento do milho, visando a maxima taxa

de sucesso na formacao das sementes em polinizagao controlada.
2.5 Métodos de determinacéo da viabilidade de p6len em milho

A viabilidade do grao de pélen pode ser determinada por diversas maneiras, seja
por métodos diretos, como a técnica de indugéo a germinacgdo in vitro (PIO et al., 2007)
e in vivo (FERREIRA et al., 2007); ou por métodos indiretos, como a colorimetria
(SANTOS et al., 2021) ou usando parametros citolégicos (HEIDMANN et al., 2016).

26



A técnica de germinacao do poélen in vitro j& foi amplamente descrita na literatura
e frequentemente aplicada para a cultura do milho. Em linhas gerais, amostras de pdlen
séo postas em meio de cultura enriquecido com sacarose e boro, e em seguida é feita a
guantificacdo em microscopio, considerando-se como viaveis 0os graos de pdélen nos
quais houve formacgéo do tubo polinico (MARTINS et al., 2017; NAVEED et al., 2014).

A determinacao in vitro constitui-se de um método complexo e delicado, que exige
intenso trabalho e boa estrutura laboratorial. Coloca-se ainda o tempo necessario para a
obtencao dos resultados, que limita sua aplicacdo como parametro para rapida tomada
de decisao em campo (HEIDMANN & BERARDINO, 2017).

Entre os fatores que podem provocar variacdes nos resultados destacam-se a
composicéo e consisténcia do meio de cultura, o tempo de incubacéo e a temperatura
do ambiente. Os meios de cultura de consisténcia mais liquida tém como desvantagem
facilitar o desprendimento do tubo polinico, dificultando a avaliagdo e promovendo uma
subestimativa da viabilidade polinica. Por outro lado, altas concentracdes de sacarose
podem servir como barreira fisica e impedindo a germinacao do tudo polinico (DINATO
et al., 2020).

De acordo com Ferreira et al. (2007), cada espécie requer um protocolo especifico
de meio de cultura para a obtencéo de boa germinacao do grao de pélen, e segundo Lin
et al. (2022), o rendimento operacional das sucessivas contagens visuais ao microscépio
limita a sua aplicacdo, destacando ainda a possibilidade de erro humano durante as

contagens.

Outro aspecto importante a ser considerado estd na limitada quantidade de
unidades de gréos de pdélen que normalmente sdo amostrados, ficando em média entre
50 e 100 unidades (FERREIRA 2007). Quando se considera o total de grdos de pdlen
potencialmente produzidos por uma planta de milho, essa pequena quantidade
amostrada pode levar a conclusfes imprecisas ou descoladas da realidade (HEIDMANN
& BERARDINO, 2017).

Segundo Barnabas et al. (1988) a germinacao in vitro € uma técnica que apenas

simula condi¢Ges do estigma, por meio da indugcdo da germinacao do tubo polinico em
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meio de cultura. Mesmo apresentando alta correlagédo com a fertilizacdo a campo, tende
a superestimar a fertilizacdo in vivo porque desconsidera a influéncia de fatores
importantes para a fecundacdo como a receptividade do estigma, barreiras genéticas

(dicogamia) e influéncia do ambiente externo no qual o pélen se encontra.

A determinacgéo da viabilidade do pélen também pode ser feita pelo método da
colorimetria. Nesses estudos, utiliza-se corantes nucleares como 2,3,5-trifenil cloreto ou
brometo de tetrazélio. O teste baseia-se na alteracdo da coloracdo dos tecidos, em
presenca de solucéo salina de 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazolio, o qual € reduzido pelas
enzimas funcionais como a desidrogenase em tecidos vivos, resultando num composto

chamado formazan, de coloragdo vermelha carmim (MARTINS et al., 2017).

Tecidos mortos apresentam-se descorados e, desta maneira, com uso de
microscopio optico, o padréo de coloracdo dos tecidos pode ser utilizado para classificar
os graos de polen corados como viaveis e incolores como inviaveis (FERREIRA et al.,
2007).

Apesar de ser um procedimento simples e de baixo custo, em alguns casos néo
reflete a real capacidade de germinacdo dos grdos de pdlen viaveis que apresentam
exina mais espessa e/ou mucilaginosa, dado que estes ndo se colorem. Desta forma,
tende a apresentar subestimativas da viabilidade (HARSANT et al., 2013, ALMEIDA et
al., 2011).

Em outros casos, existem também gréos de pélen que se colorem mesmo sendo
incapazes de concluir a fecundacao. Isso pode ocorrer em funcdo de problemas no
desenvolvimento do tubo polinico ou na dupla fecundacdo, podendo ocasionar
superestimativas da viabilidade do pélen (ALMEIDA et al., 2011).

A determinacdo da viabilidade in vivo em milho € uma técnica antiga, e consiste
em contar o numero de sementes formadas nas espigas apos polinizacdo controlada

com uma amostra de poélen conhecida (FERREIRA et al., 2007).

E um método preciso para tal medida, dado que considera a real interacdo entre
0 poélen e o estilo-estigma da planta, além de considerar os efeitos que o ambiente

externo exerce sobre o pélen. Entretanto, é necessario esperar de 5 a 10 dias para a
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obtencao dos resultados (HESLOP-HARRISON, 1992), o que limita sua aplicagdo como
parametro para rapida tomada de decisdo a campo.

Outro aspecto importante € que até mesmo na polinizacdo in vivo ndo se estima
a viabilidade com total seguranca, ja que fertilizacdo e nimeros de sementes na espiga
ndo dependem s6 da viabilidade e da fertilidade do pdlen, mas também do estado
nutricional da planta-mée, receptividade do estilo-estigma e das condi¢cdes ambientais

nas quais a polinizacao foi realizada (FERREIRA et al., 2007).

Recentemente um novo método para a determinacéo da viabilidade do poélen foi
descrito por Heidmann et al. (2016). Esta técnica utiliza-se de chips microfluidicos em
combinacdo com a Impedancia em Citometria de Fluxo (IFC), e é baseado nas
propriedades elétricas das células quando submetidas a uma corrente alternada.
Variando a frequéncia da corrente, consegue-se obter informacgfes sobre o tamanho da

célula, integridade da membrana e condutividade citoplasmatica.

A IFC tem se mostrado uma tecnologia versétil, que permite andalises rapidas nos
graos de podlen em varias espécies de plantas, prometendo novas possibilidades de

pesquisa ha agricultura e no melhoramento genético (ASCARI et al., 2020).

Esta tecnologia tem demonstrado também confiabilidade e flexibilidade para
estudar simultaneamente quantidade e viabilidade de polen (HEIDMANN et al., 2016).
Por meio dessa tecnologia é possivel detectar polen viavel e inviavel em varias culturas
de interesse econbmico, como milho, aveld, tomate, tabaco e pistache (ASCARI et al.,
2020; ZHANG et al., 2019).

Em contraste com os métodos tradicionais, IFC determina a viabilidade por meio
de um chip microfluidico, e analisa em alto rendimento os graos de pdlen por triagem em
um método padronizado, capaz de avaliar até 10 unidades por segundo. IFC pode ser
utilizado no campo ou em estufa para analise de pdlen durante as varias etapas do

melhoramento genético de milho (RAFIQ et al., 2021).

E um método simples, de leitura direta em display digital, e que permite
significativa economia de tempo para obtencéo de resultados, possibilitando dessa

maneira a tomada de decisdo a nivel de campo, considerando-se o cenario de maxima
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viabilidade de polen para realizacdo da polinizacao controlada em milho (HEIDMANN &
BERARDINO, 2017).

Nesse método, em cada amostra consegue-se avaliar até 2.000 unidades de
graos de polen, trazendo mais confiabilidade e aderéncia nos resultados. Por outro lado,
€ um método caro, e que demanda certo nivel de investimento e treinamento técnico de
recursos humanos (HEIDMANN et al., 2016). Entretanto, justifica-se para suportar os
programas de melhoramento nas tomadas de decisdo a nivel de campo em operacdes
envolvendo polinizacdo controlada de linhagem de milho ou hibridacdo em pequena
escala, principalmente se 0os programas estiverem sediados em ambientes que pode
impactar a viabilidade do polen, como é o caso de ambientes semiéridos.

Considerando as particularidades do vale do submédio S&o Francisco, é
necessario modelar a dinamica da viabilidade de pdélen determinada por IFC e suas
interacdes com as condi¢des de clima que resulta na definicdo da granagéo nas espigas,
a fim de definir estratégias para realizacdo da atividade de polinizacdo controlada em

milho durante a jornada de trabalho e em diferentes periodos ao longo do ano.

3.0 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em um campo de multiplicagdo de sementes de
uma linhagem de milho em Petrolina-PE, posicionado geograficamente nas seguintes
coordenadas: latitude de -9.30862; longitude de -40.634805 e altitude de 413 m. O clima
da regiéo é classificado como BSh, segundo zoneamento de Képpen (ALVARES et al.,
2013).

O plantio do campo foi realizado de forma mecanizada no dia 13/11/2023, com
densidade populacional de 95.000 plantas/hectare. Foi utilizado o espagamento de 0,6
m entre linhas e 5,7 sementes por metro. Na adubacédo de fundacéo foram utilizados 26
kg de nitrogénio e 42 kg de fésforo.

A adubacéao da linhagem foi realizada considerando-se producao potencial de 10
toneladas por hectare. A analise de fertilidade do solo da area experimental, realizada
antes do plantio, encontra-se na Tabela 1.
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Tabela 1: Caracteristicas quimicas e de fertilidade do solo da area experimental na
gual o experimento foi implantado, Petrolina-PE.

Prof. pH M.O. P K* Na* Ca’* Mg* AP* (H+Al) SB V

cm H2O0 gKg! mgdm3  --cecmmmmmcmoomoooee- [ 0Te] e [ I —— %

0-30 7,4 12,4 91,46 07 003 36 07 00 0,0 5,08 100

Prof.: profundidade; M.O.: matéria organica; Al**: acidez trocavel; (H + Al): acidez potencial; SB: soma de
bases; V: Saturacéo por bases.

Como parametros fisicos, a densidade aparente do solo da area experimental
apresentou valor de 1,4 kg dm e a textura Franco-arenosa, com 799 g kg de areia, 83

g kgt de silte e 117 g kg™ de argila.

As adubacdes complementares foram realizadas via fertirrigagdo considerando-
se o0 desenvolvimento fenoldgico do milho conforme a Tabela 2.

Tabela 2: Marcha de adubacdo realizada via fertirrigacdo durante a conducédo do
experimento, Petrolina-PE.

Fase Macro nutrientes (kg.ha) Micronutrientes (kg.ha™)

Fenolégica
9@ N Pos KO Ca Mg S zn B Mn Mo Fe Cu

P-V6 59 53 33,8 25 10 22 023 026 10 0,03 0,15 0,04
V7-R1 140 433 644 235 6,7 201 0,23 0,26 10 0,03 0,15 0,04
Total 200 96,33 98,26 48,59 16,74 42,13 0,46 052 2,00 0,06 0,30 0,08

*P-V6: periodo do plantio até 18 dias apds plantio (DAP); V7-R1: Periodo de 21 a 55 DAP.

Foi utilizado o sistema de irrigagéo por gotejamento, sendo um conduto para cada
linha de plantio. Os emissores encontravam-se dispostos a cada 20 cm na linha, com
vazdo nominal de 1,06 L.ht. O manejo da irrigacédo foi realizado por meio da demanda

de evapotranspiracao diaria.

As variaveis meteorologicas como temperatura maxima (T), temperatura minima
(t) umidade relativa (Ur), temperatura do ponto de orvalho (Td), Chuva (r), e o déficit de
pressao de vapor na atmosfera (DPV) foram coletadas em escala horaria e armazenadas
por meio de uma estacdo automatica da marca Arable, instalada nas proximidades da

area experimental.

A emergéncia das plantas ocorreu 4 dias apos o plantio (DAP), com o

estabelecimento de uma populagcéo de 94.200 plantas/hectare. O manejo de plantas
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daninhas foi realizado em pré-emergéncia com aplicacdo de Atrazina. Em poés
emergéncia foi utilizado o herbicida Glifosato, devido ao fato da linhagem ser resistente
a esse herbicida. Ambas as aplicacfes (pré e pos emergéncia) seguiram as dosagens

recomendadas nas bulas dos fabricantes.

O manejo de lagarta foi realizado via pulverizacdo mecanizada de inseticida,
sendo realizadas trés aplicacfes até 35 DAP, considerando-se o nivel de dano nas folhas
das plantas (12 DAP foi utilizado a molécula Espinetoram; 22 DAP foi utilizado a molécula
Clorantraniliprole e 35 DAP foram utilizadas as moléculas Indoxacarbe + Novaluron).

Todas as aplicacdes seguiram as dosagens recomendadas pela bula dos fabricantes.

A antese dos pendfes ocorreu com 51 DAP, apresentando uma média de 143
glumas, distribuidas ao longo de uma raque principal e uma ramificacdo secundaria. A
linhagem € um exemplar morfologicamente representativo do perfil genético do grupo de
fémeas, caracterizadas como materiais de pendao pequeno, e de dificil producdo em

polinizag&o controlada.

Para mitigar possiveis efeitos indesejados na viabilidade do pdélen, ndo foram
realizadas aplicacbes de moléculas quimicas (inseticidas, herbicidas e fungicidas) no

intervalo de 16 dias que antecederam o pleno florescimento do campo.

O trabalho foi desenhado para que a janela de florescimento ocorresse em um
més com historico de altas temperaturas, considerando-se a normal climatoldgica

definida por Teixeira (2009) para a regiédo de Petrolina-PE (Figura 1).

Figura 1: Temperatura maxima (T), minima (t), precipitacdo (r), déficit de presséo de
vapor (DPV) e umidade relativa média do ar (Ur) registradas durante a conducdo do
experimento, novembro de 2023 a janeiro de 2024, Petrolina-PE.
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*média didria considerando-se o periodo de 7:00 horas da manha até 5 horas da tarde.

Volume de chuva acumulado em cada semana de desenvolvimento do experimento.

Foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso, com 6 tratamentos e 5
repeticdes, totalizando 30 parcelas experimentais (Figura 2). Os tratamentos foram
definidos como sendo os horarios do dia para realizacdo de polinizacao controlada,
sendo: 7:00 h, 09:00 h; 11:00 h, 13:00 h, 15:00 h e 17:00 h.

Como testemunha positiva, plantas foram mantidas em regime de polinizacédo
aberta, expostas ao pélen 24 horas por dia, numa janela de 10 dias (polinizacdo natural
pelo vento). Como testemunha negativa, 10 espigas por bloco foram mantidas cobertas

com saco plastico, sem exposi¢do aos gréaos de pélen.

Figura 2: Croqui da area experimental ilustrando disposi¢cdo dos blocos e parcelas
experimentais, Petrolina-PE. Foi utilizado uma bordadura (b) de 20 m em relacdo aos

blocos.
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Em cada horério definido para realizacdo da polinizacdo controlada, foram
utilizados o DPV correspondente e o DPV acumulado (por hora) para analise e
interpretacdo dos resultados, caracterizando desse modo o efeito da condicdo ambiental

do momento em que se realiza a polinizacdo manual.

Para a obtencdo das taxas de variacdo da viabilidade do pélen em funcéo dos
tratamentos e da viabilidade do poélen em funcdo do DPV acumulado, foi utilizado a

primeira derivada da equacao ajustada.
3.1 Variaveis avaliadas:
3.1.2 Sementes por espiga em polinizagédo controlada

Para a determinacdo do numero de sementes formadas nas espigas, em cada
tratamento, foi realizada a polinizacéo controlada em 10 plantas para compor a média da

parcela experimental.

As espigas das plantas foram cobertas com sacos plasticos aos 45 DAP, antes da
emissao do estilo-estigma, a fim de evitar fecundacéo indesejada com pélen disperso na

atmosfera (Figura 3a).

Figura 3: Protecdo das espigas (a), uniformizacdo no comprimento do estilo-estigma (b,

c) e polinizacao controlada em milho (d), Petrolina-PE.

(@) (b) () (d)

*Adaptado de Si-Shen et al., (2018)

No dia anterior a realizacdo da polinizagdo manual, as 10 horas da manha, foi
realizado um corte perpendicular ao sentido do crescimento do estilo-estigma das
espigas cobertas (Figura 3b). Esta pratica teve por objetivo uniformizar o conjunto de

estilo-estigma e manté-los com 0 mesmo comprimento antes da transferéncia do polen.
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Na ocasido, também foi realizada a cobertura dos pendfes das plantas com sacos de
papel.

Os penddes selecionados para cobertura apresentavam uniformidade quanto ao
tamanho e nimero de glumas, e que apresentavam 50% de florescimento, ou seja, 50%

das glumas liberando polen.

A Defini¢cao da porcentagem para cobertura foi realizada considerando-se a curva

de liberacdo de massa de polen do pendao de linhagens de milho (Figura 4).

Figura 4: Curva de liberacdo de massa de pdélen em funcdo da porcentagem de

florescimento do pendé&o de linhagens de milho, Petrolina-PE.
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*Curva elaborada com oito diferentes linhagens de milho. Letras distintas na curva, indicam diferencas

estatisticas significativas entre as médias, pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

A porcentagem de 50% das glumas liberando pdlen é a mais utilizada na
polinizacdo controlada em programas de melhoramento de milho, por apresentarem
maior chance de sucesso na granacdo das espigas e ser de facil compreensao pelos
trabalhadores no momento da cobertura. Embora a massa de p6len com o pendao 100%
florescido seja maior, grande parte deste € polen dos primeiros dias de florescimento, e

normalmente encontra-se desidratado.

Os penddes foram cobertos com sacos de papel e mantidos em campo aderidos
a planta mae até o momento de sua utilizacéo no dia seguinte, replicando-se 0 processo

de polinizacdo controlada executado em programas de melhoramento de milho. No dia
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seguinte, nos horarios estabelecidos pelos tratamentos, os penddes foram destinados
para polinizacdo manual e determinacéo da viabilidade do polen.

No momento da realizacéo da polinizacédo controlada foi observado o aspecto de
“pincel” no estilo-estigma (Figura 3c), permitindo maxima exposi¢ao aos graos de poélen

no momento da polinizagao manual.

O pdlen foi extraido do penddo por meio de vibracdo manual, conforme protocolo
para producéo de sementes de milho em polinizacédo controlada. Apds a extracdo manual
e ainda dentro do saco de papel, o pdlen coletado foi transferido para o estilo-estigma.

Este processo teve duracao entre 8 e 10 segundos em cada planta.

Apés esta etapa, a espiga foi mantida coberta com o saco de papel (Figura 3d),
até o momento da andlise da granacéo, 15 dias apds a polinizacdo. Nesse momento foi
guantificado por contagem manual o nimero total de sementes formadas em cada espiga
nos diferentes tratamentos, para posterior relacdo com a viabilidade de pdlen e condi¢édo
ambiental (DPV).

3.1.3 Viabilidade do polen

Para a determinacéo da viabilidade do pélen em tempo real nos tratamentos, foi
utilizado o citbmetro de fluxo Ampha P20. O valor da viabilidade do pélen em cada
parcela foi obtido através da média de quatro penddes. Também foi quantificado o

numero total de gréos de pdlen analisados em cada amostra.

O pélen foi extraido do pendao por meio de vibracdo manual, conforme protocolo
para producéo de sementes de milho em polinizagao controlada, e depositado em uma
folha de papel virgem. Em seguida, uma amostra do polen foi coletada e acondicionada

em um tudo de polietileno.

Posteriormente a amostra de polen foi colocada em suspenséo por meio da adi¢cao
de 5 ml da solugéao “buffer” e logo apos o poélen diluido passou por um filtro para retirada
de impurezas fisicas, sendo depositado em um tubo de ensaio e finalmente posto para
leitura no Ampha P20 (HEIDMANN et al., 2016).
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Os dados de viabilidade de pdélen foram armazenados na memoéria do
equipamento e exportados posteriormente. O tempo médio de analise de viabilidade foi

de 25 segundos por amostra, com resultado exibido em display digital.

Para evitar interferéncia entre as varias analises ou entupimento dos condutos
internos e do chip do Ampha P20, ao final de cada leitura foi realizada uma autolimpeza
no sistema do equipamento, conforme recomendacao de Heidmann & Berardino (2017).

A fim de caracterizar graos de pdlen viaveis e inviaveis, a morfologia da superficie
do polen foi investigada por meio de um microscopio eletrénico de varredura (Hitachi TM

1000), operando com uma tensédo de aceleragéao de 10-20 kV.

Antes da observacéo, o poélen foi dividido em pequenas amostras e posto em uma
bandeja metalica circular previamente limpa. Em seguida, uma fina camada de ouro foi
depositada uniformemente sobre a superficie do polen em condi¢des de vacuo (Q150R
ES Quorum®). AplOs isso, os graos de polen revestidos com ouro foram entdo

examinados em microscoépio eletrénico de varredura.
3.1.4 Sementes por espiga em polinizacdo aberta

Para a determinacao do potencial maximo de producéo de sementes da linhagem
em estudo, 10 plantas em cada parcela experimental foram mantidas em regime de
polinizacédo aberta (testemunha). Nessas plantas, ndo houve cobertura de espigas e

penddes e nem interferéncia manual no estilo-estigma.

A polinizacéo se deu pelo vento, de maneira natural, com uma janela de presséo
de pdlen de 10 dias (periodo com liberacao de pdlen no campo). Apés 15 dias do final

da polinizacgéao, foi avaliada a quantidade média de sementes formadas nas espigas.

Dessa maneira, foi possivel comparar o efeito do método de polinizacdo (aberta x
controlada) na fecundagdo dos ovérios e consequente formacdo de sementes nas
espigas, bem como comparar o efeito dos diferentes horarios de polinizacdo em relacao

ao maximo potencial produtivo da linhagem estudada.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade dos residuos
(Shapiro-Wilk), transformados pela funcdo x? e em seguida, foi realizada a analise de

variancia. As meédias foram comparadas pelo teste de Tukey e Skott-Knott, a 5% de
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significancia; também foram ajustados modelos de regressao. As analises estatisticas
foram desenvolvidas no programa SISVAR, e os modelos de regressao ajustados no

software SigmaPlot.

4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

As condi¢des ambientais nas quais o experimento foi desenvolvido encontram-se
na Figura 5. No momento da cobertura dos penddes no dia 03/01/2024, o DPV foi de 1,2
kPa, chegando ao valor maximo de 1,5 kPa as 13 h. A temperatura maxima no momento

da cobertura foi de 29 °C, chegando a maxima temperatura diaria de 30 °C as 12:00 h.

Nota-se na Figura 5b que a temperatura minima noturna se iguala com a
temperatura do ponto de orvalho durante alguns momentos na madrugada. Esse
fendbmeno provoca condensacédo do vapor d’agua nas superficies vegetais, o que pode
ser considerado um limitante para polinizagdo manual nas primeiras horas da manha

seguinte.

A ocorréncia de chuvas bem como a formacédo do orvalho noturno, impactam
diretamente na polinizacao controlada em milho. A presenca de gotas de agua provoca
umedecimento das paredes dos sacos de papel utilizados para a protecao dos penddes,
as quais passam a funcionar como adesivo para os graos de polen. Além disso, existe o
risco que os sacos se desintegrem durante o processo de extracdo manual do pélen,

ocasionando perda da amostra ou contaminacao indesejada.

Outro aspecto importante a ser considerado € que com excessiva umidade nos
sacos de papel e no seu interior, ocorre um retardo no processo de liberacao de poélen
pelas anteras. Os mecanismos de deiscéncia das anteras e consequente liberacdo dos

graos de pélen em milho resumem-se em uma série de trés eventos.

Primeiro as células dos septos existentes entre as tecas das anteras sofrem uma
lise. Posteriormente, ocorre a ruptura do estdmio pela tensdo causada em funcao do
aumento de tamanho dos grdos de podlen e, por fim, as membranas que compdem as

paredes das anteras sofrem desidratacéo e se desintegram, permitindo a liberagcédo dos
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grdos de polen na atmosfera. Horménios como acido jasmodnico e giberelina sao

envolvidos na regulagéao do processo de deiscéncia (WILSON et al., 2011)

Todo esse processo € altamente influenciado pela umidade relativa do ar,
tendendo a ser mais lento em condi¢des de alta umidade e baixo DPV (WILSON et al.,
2011). Portanto, apds uma noite em que ocorreu a formacgéo de orvalho, € esperado um
retardo no inicio da dispersao de pdlen no dia seguinte (CAYLI & BAYTORUN, 2021).

Na data de realizacdo do presente trabalho, a condicdo de temperatura maxima,
umidade relativa e DPV as 7:00 horas da manh& foi de 29 °C, 75% e 0,9 kPa,
respectivamente. Nesse momento de polinizac¢éo foi visualizado presenca de orvalho nas
superficies das folhas das plantas e dos sacos de papel, os quais apresentavam-se com
umidade excessiva limitando liberacdo do pélen pelas anteras. Desse modo, nao foi

possivel realizar a extracdo de amostras para andlise de viabilidade.

Figura 5: Condi¢cBes de déficit de presséo de vapor na atmosfera (VDP) (a), e Curvas de
temperaturas maxima (T), minima (t) e do ponto de orvalho (Td) (b) no periodo de
avaliacdo do experimento. Os penddes foram cobertos as 10h da manhad do dia
03/01/2024 e a ultima polinizacéo realizada as 17:00 horas do dia 04/01/2024.
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A temperatura Otima para a antese do penddo do milho é 30,5 °C, ocorrendo
dispersdo de pdlen quando o DPV se encontra acima de 0,5 kPa (SANCHEZ et al., 2014;
GCAYLI & BAYTORUN, 2021). Entretanto, faz-se necessario a consideracdo de outras
variaveis meteoroldgicas, como temperatura do ponto de orvalho durante a noite anterior,

dado que essa condicao limita a realizacao de polinizacéo controlada na manha seguinte.
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O maior valor de DPV observado ocorreu em conjunto com a menor umidade
relativa do ar, sendo ambos registrados as 13:00 h (Figura 6). O maximo DPV ocorrido
foi de 3,2 kPa e a minima umidade relativa foi de 38%. A maxima temperatura registrada
no dia do experimento foi de 35 °C, ocorrendo as 14:00 h (Figura 6). Essas condi¢cdes
sdo consideradas desfavoraveis para viabilidade do pdlen e granacdo das espigas
(DONG et al., 2021; WANG et al., 2021).

Houve diferenca estatistica significativa para a viabilidade do pdélen nos diferentes
horarios de polinizacdo, sendo observada uma tendéncia de decrescimento da

viabilidade com o avanco das horas do dia (Figura 6a).

Na média, foram avaliados 1457 graos de pélen em cada leitura de determinacao
de viabilidade, o que traz confiabilidade e aderéncia dos resultados com a realidade. O
coeficiente de variacéo (cv) foi de 13,99%, e o modelo ajustado foi uma fungéo polinomial
de segunda ordem com r?=0,99. A mesma tendéncia foi demostrada por Ferreira et al.,
(2007), Kaefer et al., (2016) e Martins et al., (2017).

Figura 6: Perda de viabilidade de pdlen em funcdo do horério de realizacdo da
polinizacdo controlada (a). Letras distintas ao longo da curva, indicam diferenca
estatistica significativa pelo teste de Tukey a 5% de sinificancia. Variacdo do déficit de
presséo de vapor na atmosfera (DPV) de acordo com as horas transcorridas no dia (b).
Correlacao entre o déficit de pressédo de vapor acumulado por hora e a viabilidade do

polen, a partir de 7:00 horas da manha (c).
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Tal dindmica indica a existéncia de intervalos temporais mais favoraveis ao longo
do dia (inicio da manh&), com maior viabilidade de pélen e, portanto, com melhores
chances de fecundacdo em polinizacdo controlada. Por outro lado, mostra também a
existéncia de uma zona temporal mais critica (periodo da tarde), dado que o pélen se
encontra com baixa viabilidade. Isso eleva o risco de ndo haver fecundacéo e formacéo

das sementes.

As 9:00 h da manha, primeiro horario em que foi possivel a extragio do polen para
analise, a viabilidade foi a maxima observada no experimento, com valor médio de
70,06%, sendo esse valor estatisticamente diferente dos demais tratamentos. Nesse
momento o DPV foi de 1,9 kPa (Figura 6b), temperatura de 32 °C e a umidade relativa
de 56%, configurando um bom indicativo para sucesso na fecundacgéo, uma vez que tais
condi¢cBes sdo favoraveis para manutencao da integridade estrutural dos graos de pélen,

gue no caso do milho, devem manter um formato esférico, como ilustrado na Figura 7a.

Ferreira et al. (2007) encontraram viabilidade de 60% para esse mesmo horério
de coleta. Martins et al. (2017) em ensaio com diferentes hibridos, constataram diferenca
na viabilidade do pélen de acordo com gendtipos, horarios de coleta e dias apés o inicio
da antese do pendao. Foram observados valores maximos variando de 45 a 70% para o
periodo das 08:00 h as 10:00 h da manha.

As 11:00h da manha a viabilidade do polen reduziu para 50,98%, decrescendo a
uma taxa média de 9,17% por hora e diferindo estatisticamente dos demais horarios.
Essa taxa de perda foi a maior registrada no experimento. Nesse momento a condi¢do
foi 2,6 kPa de DPV, temperatura de 32 °C e umidade relativa de 45%. Kaefer et al. (2016)
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visualizaram tendéncia similar, porem com uma variagdo ainda mais acentuada.
Segundo os autores, ap0s uma hora em temperatura média em 32 °C e umidade relativa
de 50%, o polen perde praticamente metade do seu conteudo de agua, o que afeta

drasticamente a viabilidade.

As 13:00 h foi observado mais um decréscimo na viabilidade do pdlen, chegando
ao valor de 36,06% e diferindo estatisticamente dos demais tratamentos. Nesse
momento foi registrado o menor valor de umidade relativa do ar (38%) e, como

consequéncia, 0 maximo DPV diario, na ordem de 3,2 kPa e temperatura de 33 °C.

De acordo com Wang et al. (2018) o nimero e tamanho dos granulos de amido
contidos no pdélen diminuem com o aumento da temperatura, resultando em menor
contetdo de reserva. Ocorre também alteraces na morfologia dos graos de pélen,
caracterizada por um enrugamento na superficie (DJANAGUIRAMAN et al., 2017) e

ruptura na exina (Figura 7b).

Figura 7: Caracterizacdo morfolégica dos grdos de pélen obtidos em microscopia
eletrbnica de varredura. Grao de polen com formato esférico (viavel) (a). Graos de polen

com avaria na exina, e alteracdo no formato - murcho (inviaveis) (b).

(b)

IPCM-2015_8894 1980/11/07 01:03 L D33 x600 100 um [PCM-2015..5290

Elevadas temperaturas podem inibir a germinacdo do grdo de pdlen e o
crescimento do tubo polinico, sendo o milho particularmente suscetivel a esses dois
fatores (LIZASO et al., 2018; SONG et al., 2015). Dessa maneira, reflexos negativos sao

esperados para o numero de sementes formadas em cada espiga.

Na figura 6 (c) observa-se a relacédo da perda de viabilidade do pélen em fungéo
do DPV acumulado, modelada com uma funcéo polinomial de segunda ordem (r>=0,99).
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A taxa maxima de variacao foi de 3,89 % por kPa acumulado e ocorreu no intervalo entre
9:00 h e 11:00 h. Desse modo, verifica-se que quando ocorre a maior variagdo no déficit
de pressao de vapor acumulado, é também quando ocorre a maior perda na viabilidade

do podlen, evidenciando-se desta forma a dependéncia entre as variaveis.

As viabilidades do polen determinadas as 15:00 e as 17:00 foram as menores
observadas nesse trabalho, com valores de 18,62% e 15,48%, respectivamente. Embora
havendo decrescimento com o avanco das horas, ndo foram detectadas diferencas
estatisticas significativas entre esses dois tratamentos. A temperatura as 15:00h foi de
34 °C, umidade relativa de 57% e DPV de 1,9 kPa. As 17:00 h a temperatura foi de 28
°C, umidade relativa de 75% e DPV de 0,9 kPa.

A Figura 8 mostra a variavel sementes por espiga em funcdo dos tratamentos
estudados e do método de polinizacéo (aberta ou controlada), sendo possivel observar
gue houve diferenca estatistica significativa para a variavel sementes por espigas entre
os tratamentos (Figura 8a). Foi verificada uma tendéncia de reducdo do numero de
sementes com o0 avanco das horas do dia, modelado por uma funcdo polinomial de

segunda ordem, com r?=0,92 e coeficiente de variagdo de 10,0%.

O numero méximo de sementes formadas foi observado as 9:00 h da manha, com
média de 48,56 sementes por espiga, e diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos. Nesse momento a viabilidade do pdlen era de 70,06%, DPV de 1,9 kPa e
DPV acumulado de 4,2 kPa.

Na literatura séo descritas variacdes entre 200 e 300 sementes por espiga para
polinizagéo controlada em milho, sendo superiores aos encontrados nesse experimento
(ONYISHI et al., 2018; WANG et al., 2018). Essas diferencas estdo relacionadas com

efeito genotipico, devido ao predominio de hibridos nos estudos disponiveis na literatura.

De acordo com Rafiqg et al. (2021), o numero de gréos de polen produzidos pelos
penddes dos polinizadores, € um fator chave para definicdo do niumero de sementes
formadas nas espigas. Destaca-se que o material genético utilizado nesse estudo foi
uma linhagem, que pode ser caracterizada como material de pendao pequeno e de dificil

producdo em polinizacao controlada.
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Quando a polinizacdo manual foi realizada as 11:00 h da manha, o numero de
sementes formadas decresceu 52%. As 11:00 h, a granagdo média obtida foi de 25,46
sementes por espiga, diferindo estatisticamente do tratamento 9:00 h. No intervalo de
tempo entre esses dois tratamentos, foi observada a maxima taxa de decrescimento da
viabilidade do polen em funcdo do DPV acumulado, o que corrobora para a reducao do
namero de sementes na espiga. Nesse momento, o DPV foi de 2,6 kPa, e o DPV

acumulado de 9,1kPa.

N&o houve diferenca estatistica significativa para o nimero de sementes por
espiga entre os horéarios de polinizagcdo 11:00 h, 13:00 h e 15:00 h, mesmo havendo

decrescimento e diferengas estatisticas significativas para viabilidade do polen (Figura 8
(b)).

Esse descolamento das variaveis se deve a um efeito gerado pela diferenca no
volume de pdlen entre os horarios de polinizacédo. A liberacdo de pdlen é continua ao
longo do dia e cumulativa em polinizacdo controlada. Existe aumento de liberacdo de
polen de acordo com a diminuicdo da umidade relativa do ar (WILSON et al., 2011).
Desse modo, aumenta-se o volume de polen em cada saco com o transcorrer das horas.
Embora havendo diminuicdo da viabilidade, o maior volume de pdlen gera um efeito

compensatério para fecundacao dos ovarios.

A polinizacdo realizada as 17:00 h gerou uma média de 13,24 sementes por
espiga. Essa média é estatisticamente diferente dos demais tratamentos. Nesse
tratamento, o efeito compensatério do volume de polen perde forca, dado que a alta
umidade relativa do ar desacelera a deiscéncia das anteras. Nesse momento a condi¢cao
de umidade era de 75%, com DPV de 0,9 kPa e DPV acumulado de 22,5 kPa.

Vale salientar que o podlen utilizado nesse tratamento passou por todas as
condi¢cBes meteoroldgicas ocorridas durante o dia, incluindo os estremos de temperatura
e DPV, fato que justifica a aderéncia na analise em fungéo do DPV acumulado. Mesmo
havendo uma condicdo de temperatura amena as 17:00 horas e DPV considerado
favoravel para polinizagédo controlada, o polen remanescente nos sacos ja havia perdido

a maior parte de sua viabilidade.
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Figura 8: Numero de sementes por espiga de milho, em polinizagdo controlada, em
func&o do horéario de polinizacéo (a); Impacto do déficit de pressao de vapor acumulado
(kPa) no numero médio de sementes obtidas por espiga e na viabilidade de pdlen com
uso de polinizacBes aberta e fechada em milho (b). Letras distintas nas barras, indicam

diferenca estatistica significativa pelo teste de Skott-Knott a 5% de significancia.
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A Figura 8b mostra um comparativo entre as polinizacdes aberta (testemunha
positiva) e a polinizacéo controlada nos diferentes tratamentos estudados. Foi observado
a meédia de 221,62 sementes por espiga em polinizacdo aberta, sendo muito superior e
estatisticamente diferente em relagdo a polinizagdo controlada, independente dos
horarios de realizacdo. Na testemunha negativa, ndo houve formacédo de sementes,
comprovando o sucesso do isolamento do estilo-estigma na polinizacdo controlada
(Figura 9).

Considerando o numero médio de sementes da polinizacdo aberta como
referencial de eficiéncia de fecundacado, pode-se afirmar que o melhor rendimento da
polinizacéo controlada alcangcou aproximadamente 22% da taxa de sucesso na formacao
das sementes. Essa resposta gera parametro técnico para o correto dimensionamento
de campos de melhoramento de milho que podem ser conduzidos em polinizacéo
controlada ou em polinizacdo aberta. Optando-se por polinizacdo aberta, tem-se maior
namero de sementes por espiga, 0 que resulta na necessidade de plantio de uma area

menaor.

Na polinizacdo aberta, o estilo-estigma das plantas ficou exposto 24 horas por dia
por um periodo de 10 dias com pressao de poélen. Nesse periodo 0 vento provocou
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movimentagcdo dos grados de pdlen em todas as dire¢des, aumentando as chances que
estes atingissem o estilo-estigma. Em média, cada estilo-estigma recebe até 13 unidades
de gréos de polen por dia (SCHOPER et al., 1987), o que torna a fecundacdo muito

facilitada.

Em contraste, na polinizagcdo controlada a exposi¢cédo do estilo-estigma ao polen
se d& apenas por 8 a 10 segundos. N&o existe efeito benéfico do vento, dado que o
estilo-estigma deve permanecer isolado para evitar cruzamentos indesejados. Desse
modo, o sucesso da polinizacao controlada fica condicionado as condi¢cdes atmosféricas
do momento de realizacdo da polinizacdo que definem a viabilidade do pélen, bem como

a maestria do executor da polinizagdo manual.

Para o horario de 7:00 h da manha, embora com dificuldades operacionais, foi
possivel realizar a polinizacdo controlada em campo (Figura 9). A granacdo média obtida
foi de apenas 2,76 sementes por espiga, sendo a menor média observada no
experimento e estatisticamente diferente dos demais tratamentos. Esse resultado
confirma o efeito negativo do orvalho para polinizacdo controlada, bem como, evidencia

a influéncia da umidade relativa do ar na deiscéncia das anteras.

Figura 9: Numero de sementes formadas por espiga em polinizacdo aberta e
controlada em milho, nos diferentes horarios do dia, Petrolina-PE.

| Testemunha - | | Testermilinhia s | ‘ 7:00 h; 0,9 kPa; Ur de 75% ‘ [ 9:00 h: 1,9 kPa; Viab. 70,06%

A Figura 10 mostra o histérico das variaveis temperatura maxima (T), temperatura
minima (t), temperatura do ponto de orvalho (Td), e o déficit de pressao de vapor (DPV)
meédio diario dos anos de 2022 e 2023 para a cidade de Petrolina-PE.
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Os meses com maior tendéncia a temperaturas amenas sdo maio, junho e julho
(Figura 9a), estando esses dados de acordo com a normal climatoldgica definida por
Teixeira et al. (2009), para a regido de Petrolina. Neste mesmo periodo, caracterizado
pelo final do outono e inicio do inverno no hemisfério sul, € também quando pode ser

observada maior tendéncia para ocorréncia de orvalho.

Figura 10: Historico das temperaturas maxima (T), minima (t), e do ponto de orvalho (Td)
(a). Historico do déficit de pressao de vapor na atmosfera (DPV) de 2022 e 2023 (b). T e
DPV médio diurno (7:00 as 17:00 h); t e Td média noturna (01:00 as 04:00 da
madrugada).
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Os meses com as menores temperaturas anuais coincidem com 0S menores
DPV’s. Considerando-se o limiar de 1,9 kPa como bom indicativo para viabilidade de
polen, os meses de maio, junho e julho, estendendo-se até meados de agosto, compdem

o periodo mais favoravel para realizacao de polinizagdo manual do milho em Petrolina.

Nesse periodo, espera-se uma janela de polinizacdo mais alargada ao longo da
jornada de trabalho com pouco ou nenhum efeito negativo do DPV nos graos de pélen.
Em contrapartida, existe a tendéncia de orvalho nas madrugadas, o que pode limitar as

polinizagdes nas horas iniciais da manha.

No periodo de setembro a novembro é quando ha registros dos extremos de DPV
para o ambiente de Petrolina. A temperatura maxima também € mais elevada, chegando
até 34 °C de média diaria. Isso nos confirma a existéncia de picos diarios de temperatura
e DPV mais elevados, o que resulta em condi¢des limitantes para manutencao da

viabilidade do podlen.
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Considerando-se um DPV limite em 1,9 kPa, é esperado uma janela ideal diéria
curta, (primeiros minutos da manha), onde para maximizar as chances de sucesso, todas
as polinizacdes controladas devem ocorrer dentro desse periodo. Caso nao seja possivel
a operacionalizacdo, € esperada uma menor taxa de sucesso para a formacao das
sementes, dado que atividade de polinizagdo manual esta ocorrendo em uma janela
onde a viabilidade do pdlen é baixa. Esse efeito precisa ser considerado no
dimensionamento do campo, para garantir o atingimento do numero de sementes

desejado.

5.0 CONCLUSOES

A tecnologia de IFC pode ser aplicada para determinac¢éo da viabilidade do pélen
em milho. A viabilidade do pdlen € um bom indicador de sucesso na producao de

sementes em polinizacdo controlada.

A maxima viabilidade de pdlen ocorre pela manhd, as 9:00 h, com valor de
70.06%, e condicdo de DPV de 1,9 kPa. Nessa condicdo obteve-se a maxima taxa de

sucesso em polinizacdo controlada, com 48, 56 sementes por espiga.

Existe relagdo da viabilidade de pdlen com o DPV acumulado. Os melhores
resultados em polinizacdo controlada ocorrem quando a polinizagdo é executada até o
DPV limite de 1,9 kPa e DPV acumulado de 4,2 kPa.

Os meses de maio junho e julho apresentam condi¢cdes climaticas mais
favoraveis para polinizacdo controlada em Petrolina, enquanto os meses de setembro
outubro e novembro apresentam condicfes mais abrasivas para viabilidade do poélen.
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