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APRESENTAÇÃO

A obra Botânica Aplicada 2 – Inserções Multidisciplinares traz ao leitor diversos 
temas da área, sendo mais de 28 trabalhos científicos, no qual o leitor poderá desfrutar 
de pontos da biologia vegetal aplicada abrangentes envolvendo temáticas como de 
sociedade, conservação do ambiente, produção vegetal, dentre outros.

A obra está seccionada em 4 setores temáticos da botânica: Avaliação da Produção 
e Desenvolvimento de Plantas; Estudos Taxonômicos de Plantas; Avaliação Botânica 
para Estudos dos Ambientes; Botânica Aplicada aos Estudos Socioeconômicos do 
Ambiente, onde os mesmos trarão estudos científicos recentes e inovadores de forma 
a demonstrar aplicação da biologia vegetal em assuntos como produção de mudas, 
germinação de plantas, avaliação de áreas degradas, levantamento florístico para 
avaliação de ambientes, estudos socioambientais relacionados a botânica, avaliações 
econômicas de plantas.

A abrangência dos temas nos setores e sua aplicação na preservação, recuperação 
e avaliação de ambientes é um ponto importante nesta obra proporcionando ao 
leitor incremento de conhecimento sobre o tema e experiências a serem replicadas. 
Contudo a obra não se restringe a esta temática, levando o leitor ao conhecimento de 
temas fisiológicos e de interação entre plantas do nível bioquímico ao fitogeográfico 
com inúmeras abordagens nos capítulos de espécies pouco conhecidas e estudas no 
cotidiano do sistema de produção e ambientes naturais proporcionando abertura de 
novas fronteiras de ideias para suas pesquisas e aprendizado.

Neste sentido ressaltamos a importância desta leitura de forma a incrementar 
o conhecimento da aplicabilidade da botânica e para o estudo de espécies botânica 
ainda pouco retratadas tornando sua leitura uma abertura de fronteiras para sua 
mente. Boa leitura!

André Luiz Oliveira de Francisco
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RESUMO:Análises de germinação in vitro 
podem otimizar programas de melhoramento 
genético de milho-pipoca (Zea maysL. everta) 
visto que a técnicas imula condições do estigma 
e correlaciona-se com o índice de germinação 
à campo. Assim, objetivou-se verificar o melhor 
meio de cultura e tempo de incubação para 
germinação in vitro de grãos de pólen milho-
pipoca. Oito variedades de milho-pipoca foram 
semeadas em delineamento experimental 
de blocos casualizados, com três repetições. 
As taxas de germinação foram obtidas em 
combinações dos fatores meios de cultura 
(meios 1, 2, 3, 4, 5 e 6) e tempos de incubação 
(0, 2, 4, 6, 8 horas). Os dados foram ajustados 
com base no método de seleção Stepwise via 
distribuição de qui-quadrado, devido ao alto 
número de resultados iguais a zero. Verificou-se 
interação do tipo dupla significativa entre meio 
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e tempo, meio e genótipo, e tempo e genótipo. Taxas de germinaçãoin vitro não nulas 
ocorreram em todos os meios de cultura, sugerindo que em concentrações menores 
de 1% a presença de ágar não impede o crescimento do tubo polínico. Devido aos 
valores muito próximos de zero obtidos na maior parte das avaliações em grãos de 
pólen de milho-pipoca, os meios de cultura testados não foram capazes de promover 
e sustentar eficientemente o processo de germinação in vitro de Zea mays L. everta. 
Estudos complementares são necessários para viabilizar a palinologia em programas 
de melhoramento de milho-pipoca.
PALAVRAS-CHAVE: Viabilidade polínica, Meios de cultura, Tempo de incubação.

ABSTRACT:Analysis of germination in vitro can optimize genetic improvement 
programs of popcorn (Zea mays L. everta) since the techniques reduce stigma 
conditions and correlate with field germination index. Thus, the aim was to verify the 
best culture medium and incubation time for in vitro germination of corn-popcorn pollen 
grains. Eight varieties of popcorn were sown in a randomized complete block design 
with three replications. Germination rates were obtained in combinations of the culture 
media factors (media 1, 2, 3, 4, 5 and 6) and incubation times (0, 2, 4, 6, 8 hours). The 
data were adjusted based on the Stepwise selection method via chi-square distribution, 
due to the high number of results equal to zero. Significant double type interaction 
between medium and time, medium and genotype, and time and genotype were found. 
Non-zero in vitro germination rates occurred in all culture media, suggesting that at 
concentrations of less than 1% the presence of agar does not impede growth of the 
pollen tube. Due to the very close to zero values ​​obtained in most evaluations of corn 
popcorn pollen grains, the culture media tested were not able to efficiently promote and 
sustain the in vitro germination process of Zea mays L. everta. Complementary studies 
are needed to make palynology feasible in corn popcorn breeding programs.
KEY-WORDS: Pollen viability, Culture media, Incubation time,

1 | 	INTRODUÇÃO

A espécie Zea mays L. everta, conhecida popularmente como milho de pipoca, 
pertence à família Poaceae e sua origem exata ainda é desconhecida (MIRANDA et al., 
2011). Devido à sua utilizaçãona alimentação humana e animal, como ração e milho 
de especialidade, é uma cultura versátil para consumo doméstico e para exportação 
(MEENA et al., 2015).

O consumo nacional de milho-pipoca é de aproximadamente 80 mil toneladas por 
ano, o que movimenta cerca de 130 milhões de dólares. Parte desta produção, apenas 
13%, é destinada ao processamento do milho-pipoca em micro-ondas (MIRANDA et 
al., 2011). 

Em 2012, a cultura do milho-pipoca ocupou 26.356 mil hectares e a produção 
atingiu 102.221 mil toneladas do grão (LSPA, 2013). Entretanto, seu cultivo ainda se 
restringe a pequenas áreas e grande parte das sementes é proveniente de importação 
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(RANGEL et al., 2007; CRUZ, 2012).
A escassez de tecnologias de produção e a limitação de cultivares de alto 

desempenho agronômico precisam ser superadas visto que, poucas cultivares são 
disponibilizadas para a comercialização. Apenas três cultivares foram disponibilizadas 
para a comercialização na safra 2011/2012 (CRUZ et al., 2012).

Os programas de melhoramento genético para o desenvolvimento de variedades 
e/ou híbridos com alto potencial agronômico são fator chave para estimular o setor 
do agronegócio do cultivo de pipoca (AMARAL JR et al., 2013). A germinação in vitro 
é uma técnica que simula condições do estigma, permitindo a germinação do tubo 
polínicoin vitro e apresenta alta correlação com a fertilização em campo (ALMEIDA et 
al., 2011).

Os estudos de germinação in vitro podem aumentar a eficiência dos programas 
de melhoramento, pois geram resultados rápidos, reprodutíveis e aplicáveis em campo 
proporcionando qualidade às polinizações controladas e hibridações (DANNER et al., 
2011). 

A definição das condições necessárias para o crescimento do tubo polínico in vitro 
de uma espécie determinada, constitui uma etapa essencial na aplicação da técnica. 
A combinação ideal dos componentes químicos, consistência do meio de cultura, 
tempo e condições de incubação é capaz de propiciar confiabilidade e aplicabilidade 
à técnica.Portanto, objetivou-se verificar a melhor combinação dos fatorescomposição 
do meio de cultura e tempo de incubação para avaliação da germinação in vitro de 
grãos de pólen de milho-pipoca.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi implantado no Horto de Plantas Medicinais da Faculdade 
de Ciências Agrárias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), 
localizada em Dourados, Mato Grosso do Sul e situada a 22° 13’16’’ de latitude sul e a 
54° 48’ 20’’ de longitude oeste. 

O clima da região de acordo com a classificação de Köeppen (1948) é do tipo 
mesotérmico úmido, com verão chuvoso e inverno seco e com temperatura média 
anual de 25,8°C. O solo da área foi descrito como Latossolo vermelho distroférrico. 
Como germoplasma, foram utilizadas oito variedades não comerciais de milho pipoca.

O delineamento experimental foi em blocos inteiramente ao acaso, em esquema 
fatorial simples, correspondendo a seis composições do meio de cultura (Tabela 1) e 
cinco tempos de incubação (0, 1, 2, 3, 4 e 5 horas). As combinações dos fatores foram 
baseadas em metodologia anteriormente aplicada com milho (Zea mays) devido à 
ausência de estudos com milho-pipoca (ALMEIDA et al., 2011).
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Meio de cultura Ágar (%) Sacarose (%) Ácido
bórico (%)

Cloreto de 
cálcio (%)

M1 - 25 - -
M2 - 10 0,04 -
M3 - 20 - 0,15
M4 1,0 15 0,03 -
M5 - 10 0,03 0,15
M6 0,7 17 0,01 0,03

Tabela 1. Composição dos meios de cultura para germinação in vitro de pólen de milho-pipoca.

Durante o período de florescimento das plantas, grãos de pólen de cada variedade 
foram coletados em sacos de papel Kraft às 10h00 (COSTA et al., 2012). As taxas de 
germinação in vitro dos grãos de pólen foram avaliadas no Laboratório de Genética e 
Melhoramento Vegetal da FCA/UFGD. 

Após o preparo, os meios de cultura foram autoclavados por 30 minutos a 120ºC. 
Posteriormente, verteu-se 20mL dos meios de cultura em placas de Petri e aguardou 
15 minutos para o seu resfriamento. Com o auxílio de lupa e pinças, o pólen contido em 
duas anteras do pendão de milho-pipoca foi retirado e inserido nos meios de culturade 
acordo com os períodos determinados.

Os grãos de pólen foram transferidos para os meios de cultura e a avaliação da 
germinação in vitro ocorreu em 0, 1, 2, 3, 4 e 5 horasde incubação (HI). A visualização 
nos campos de visão da câmara de Neubauer ocorreu com auxílio de microscópio 
óptico em aumento de 10X. Considerou-se como germinados os grãos de pólen que 
apresentaram tubo polínico de comprimento igual ou superior ao diâmetro do grão de 
pólen (FIGUEIREDO et al., 2013).

A taxa de germinação in vitro foi obtida a partir da razão entre a quantidade 
de grãos de pólen viáveis e grãos de pólen não viáveis. Os dados foram analisados 
utilizando o Software R (R CORE TEAM, 2017) em conjunto com o Rstudio (RSTUDIO 
Inc., 2017), com os pacotes gamlss versão 5.0-2 (RIGBY e STASINOPOULOS, 2005) 
e ggplot2 (WICKHMAN, 2016).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na análise de germinação in vitro dos grãos de pólen de milho-pipoca foram 
considerados germinados aqueles que apresentaram tubo polínico de comprimento 
igual ou superior ao diâmetro do próprio grão de pólen (Figura 1).
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Figura 1. Grão de pólen de ZeamaysL. everta considerado germinado.

A taxa de germinação in vitro e a frequência dos resultados observados foram 
avaliadas (Figura 2). Devido à alta proporção de germinação in vitro nula ou próxima de 
zero, tornou-se necessário ajustar os dados com base no método de seleção Stepwise 
via distribuição de qui-quadrado.

Figura 2. Histograma da germinação in vitro de grãos de pólen de milho pipoca em meios de 
cultura.
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Uma elevada proporção de taxas de germinação in vitro iguais e próximas a zero 
foi verificada em todas as combinações de meio de cultura e tempo de incubação.
Portanto, as combinações de meio de cultura e tempo de incubação utilizadas não 
demonstraram a mesma eficiência em proporcionar condições para germinação in 
vitroem milho (ALMEIDA et al., 2013) e em milho-pipoca.

As condições exigidas para a germinação do grão de pólen in vitro, como os 
constituintes do meio de cultura, a temperatura e o tempo de incubação são diferentes 
para as espécies (FRANSON E RASEIRA, 2006). Diferenças observadas entre 
taxas de germinação in vitro de espécies similares podem ocorrer como resultado da 
complexa interação entre morfologia e fisiologia dos grãos de pólen e componentes do 
meio de cultura (GWATA et al., 2003).

Apesar da elevada frequência de taxas de germinação iguais à zero, ocorreram 
taxas de germinação não nulas em todos os meios de cultura testados. A variação na 
proporção de ágar (0 – 1%) entre os meios sugere que a presença de ágar não impede 
o crescimento do tubo polínico de grãos de pólen de milho-pipoca, em concentração 
de até 1%. O ágar proporcionou aos meios de cultura maior consistência e equilíbrio 
do potencial osmótico.

Os meios de cultura testados não foram capazes de favorecer e suprir o processo 
de germinação in vitro de grãos de pólen. O meio de cultura 6 (M6), composto por 
0,7% de ágar, 17% de sacarose, 0,01% de ácido bórico e 0,03% de cloreto de cálcio, 
apresentou as mais baixas taxas de germinação in vitro de grãos de pólen de milho-
pipoca para 25% dos genótipos testados, com redução de até 91% de grãos de pólen 
germinados. Similarmente, o meio de cultura 4 se apresentou inadequado quanto à 
promoção de condições similares ao estigma,devido ao decréscimo de grãos de pólen 
germinados em até 70% nos tempos avaliados.

Efeitos significativos sobre as taxas de germinação in vitro de grãos de pólen de 
milho pipoca foram identificados em 16 interações duplas (Tabela 2). Ocorreu interação 
do tipo dupla significativa entre meio de cultura e tempo de incubação, meio de cultura 
e variedade e, tempo de incubação e variedade. 

Considerando as interações dupla significativas é possível eleger a variedade 6 
(V6) para utilização em estudos posteriores de germinação in vitro de milho-pipoca. 
Seu potencial é demonstrado por exibir-se estatisticamente divergente das demais 
quando em interação com 66% dos tipos de meios de cultura e em 66% dos tempos 
de incubação avaliados. 

Portanto, a variedade 6 é um dos genótipos de milho-pipoca capaz de refletir as 
alterações de componentes do meio de cultura em variações na taxa de germinação 
in vitro. Genótipos com comportamento similar podem ser utilizados para otimização 
da técnica de germinação in vitro para a espécie Zea mays L. everta.
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Efeitos 
Interação dupla

Estimativa Erro Padrão Estatística t Valor P

M3:4HI 1,197 0,5153 2,323 0,020515
M4:3HI -1,696 0, 5815 -2,917 0,003674
M4:4HI -1,566 0,5153 -2,658 0,008076
M4:5HI -1,871 0,5669 -3,299 0,001031
M3:V3 -1,468 0,3330 -4,410 1,24x10-5

M6:V3 -2,255 0,3507 -6,430 2,75x10-10

M3:V6 1,647 0,3681 4,475 9,29x10-6

M4:V6 1,956 0,4097 4,775 2,30x10-6

M5:V6 2,096 0,3653 5,737 1,59x10-8

M6:V6 1,780 0,3653 4,874 1,43x10-6

M6:V7 -2,495 0,5317 -4,693 3,39x10-6

M6:V9 -1,357 0,3382 -4,011 6,86x10-5

2HI:V6 0,6455 0,3049 2,117 0,034707
3HI:V6 1,097 0,3023 3,630 0,000310
4HI:V6 0,9103 0,3022 3,012 0,002716
5HI:V6 1,288 0,3123 4,125 4,27x10-5

Tabela 2. Resumo dos efeitos significativos para a quantidade de germinação in vitro de grãos 
de pólen de milho-pipoca via modelo II.

M: meio de cultura, HI: horas de incubação, V: variedade.

4 | 	CONCLUSÕES 

As combinações dos meios de cultura e tempos de incubação resultaram em 
taxas de germinação in vitro extremamente baixas, próximas ou iguais à zero. Dessa 
forma, os fatores testados não se mostraram capazes de simular condições ideais do 
estigma.

Estudos posteriores complementarão o conhecimento acerca do comportamento 
dos grãos de pólen de milho-pipoca in vitro de acordo com o tempo de incubação. 

Além disso, é possível viabilizar a utilização da técnica em programas de 
melhoramento genético a partir de combinações eficientesde meio de cultura e tempo 
de incubação. Assim, condições similares ao estigma serão geradas, promovendo e 
sustentando eficientemente o processo de germinação in vitro de grãos de pólen de 
milho-pipoca (Zea mays L. everta).
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