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O crescimento de diferentes cultivos
submetidos à experimentação para
avaliação da utilização de nutrientes
e de insumos biológicos pode ser me-
dido por características biométricas
destrutivas ou não, o que chamamos
de fenotipagem. Normalmente diversos
métodos de análise da parte aérea das
plantas são aplicados nestas medidas
por serem facilmente obtidas, já que são
visíveis. Entretanto, as características
radiculares são essenciais para a aqui-
sição de nutrientes e água, permitindo
a manutenção dos diferentes proces-
sos biológicos (Bardgett et al., 2014;
Tracy et al., 2020). Muitas técnicas de
análise de características radiculares
são baseadas em medições de raízes
extraídas, através de amostras de
vasos cultivados em ambiente contro-
lado ou retiradas diretamente do solo
tanto em casa de vegetação, com em
experimento a campo (Freschet et al.,
2020). Anteriormente, métodos demo-
rados, como o rastreamento manual ou

o método de interseção de linha foram
usados para medir o comprimento total
da raiz (Tennant, 1975). Contudo, avan-
ços recentes em computação e escanea-
mento de imagens permitem análises
mais rápidas e automatizadas (Martin et
al., 2022).

Em 2003, o protocolo de análise de
raízes utilizando o software Siarcs 3.0
(Rodrigues et al., 2003) utilizou uma
concentração estoque de azul de tolui
dina de 1%. Neste caso, as raízes trata-
das foram de arroz e por ocasião da colo-
cação esta solução era diluída 50% em
água destilada, atingindo a concentra-
ção fnal de 0,5%. Este protocolo atuali-
zado reere-se à simplifcação do meto-
do e à utilização de novo software para
uso em sementes de milho. O software
WinRHIZO® é um sistema de análise de
imagens projetado especifcamente para
medição de raízes em diferentes formas.
É composto por um programa de com-
putador e componentes de aquisição
de imagens que podem ser combinados
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para atender a diferentes necessidades
e orçamentos. O software WinRHIZO®

analisa automaticamente ou interativa-
mente as raízes lavadas. Dentre os mo-
delos disponíveis, oWinRHIZO Pro 2016
(Régent Instr. Inc.) fornece 34 medidas
dos diferentes aspectos da arquitetura
da raiz, sendo elas: comprimento (cm),
área projetada (cm2), superfície total
(cm2), média de diâmetro (mm), com-
primento total por metro cúbico de solo
(cm/m3), volume total (cm³), número de
pontas e número de ramifcações. Além
de comprimento de raiz, área de superfí-
cie, área projetada, volume e número de
pontas (P) dividido nos seguintes diâme-
tros (X), X≤0,5; 0,5 ≤ X≤1,0; 1,0<X≤4,5.
Nesta versão, a classifcação entre os
intervalos permite uma maior qualifca-
ção das classes distribuídas dentro dos
intervalos, separando raízes fnal e ultra-
fnas, responsáveis pela maior absorção
de nutrientes, como descrito por Bauhus
e Christian (1999), Bouma et al. (2000) e
Costa et al. (2002).

Tendo como objetivo estudar o en-
raizamento inicial de sementes recém
brotadas, utilizamos o milho como plan-
ta de interesse para a demonstração
desta metodologia, que pode também
ser utilizada como base para testes
de resposta a adição de reguladores
de crescimento ou resposta a adição
de compostos orgânicos advindos de
extrações de algas, por exemplo. Por
ser um bioensaio de resposta rápida,
pode-se determinar a dose resposta a
adição de diferentes compostos ativos.

Neste caso escolhemos sementes de
milho híbrido triplo mensurando a arqui-
tetura radicular. A escolha da semente
de milho híbrido triplo SHS5050 refere-
-se a vantagens, tais como: sementes
de elevada uniformidade e qualidade,
rápida germinação (3 dias), arquitetura
radicular fasciculada de plantas de milho
que emitem mais de uma raiz em curto
espaço de tempo. Este protocolo pode
ser desenvolvido para outras plantas,
avaliando o tempo de resposta e as con-
dições de crescimento ideais.

As raízes de milho oriundas dos
primeiros dias de brotação são muito
pequenas, fnas e delicadas, o que di-
fculta sua leitura através de scanner e
a utilização de programas de captação
de imagens e análise de parâmetros.
Buscando contornar essa difculdade,
procurou-se desenvolver um método de
coloração de raízes iniciais que possi-
bilitasse obter imagens pelo scanner e
analisá-las de orma mais efciente. Este
protocolo descreve a metodologia de co-
loração e o processo de análise das ima-
gens pelo software WinRHIZO Pro 2016
(Régent Instr. Inc.), para a determinação
dos parâmetros iniciais do desenvolvi-
mento radicular de sementes de milho
cultivadas em papel fltro umedecido,
num sistema fechado em placas de Petri
incubadas em câmara de crescimento
do tipo B.O.D., sob condições controla-
das de luminosidade e temperatura.

Sementes de milho híbrido cultivar
SHS5050 foram selecionadas em lotes
de tamanho similar, selecionadas uma
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por uma de acordo com o genótipo
utilizado e com germinação superior a
95%. Sementes com defeito visual ou
fora do padrão foram descartadas. O
experimento foi conduzido em placas
de Petri (150 mm de diâmetro x 15
mm de altura) forradas ao fundo com
duas olhas de papel fltro Whatman®

(ø =150 mm), umedecidas com 10 mL de
água destilada (ou outra solução de inte-
resse) (Figura 1). Em um lote contendo
50 sementes de milho foram separadas
e esterilizadas superfcialmente através
de imersão em solução contendo NaClO
(0,5%) e Tween 20 (0,01%) por 5 min.
Em seguida as sementes foram lavadas
por 3 vezes (5 min de imersão) em água
destilada. Após a lavagem, a água foi
descartada e as sementes foram secas
na bancada. Dez sementes de milho
por cada placa (total de 4 repetições)
oram espalhadas sobre o papel fltro
umedecido (Figura 1A) e cobertas com 1
(uma) olha de papel fltro (ø =150 mm).
Adicionou-se mais 10 mL de água des-
tilada sobre o papel fltro (Figura 1B) e
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Figura 1. Bioensaio para análise das raízes
iniciais de sementes de milho após 3 dias
de germinação. (A) Dez sementes de milho
dispostas na placa de Petri sobre duas
olhas de papel fltro (150 mm de diâmetro)
umedecidos com 10 mL de água destilada.
(B) Sementes cobertas com uma folha de
papel fltro com mais 10 mL de água. (C)
Sementes após três dias de germinação em
B.O.D. sob condições controladas.

A

B

C
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em seguida a placa de Petri foi fechada
usando flme PVC. As placas contendo
as sementes foram levadas para a câ-
mara de crescimento tipo B.O.D (Modelo
Q315F25 – Quimis) sob temperatura
de 30ºC e fotoperíodo de 12 h, onde
permaneceram três dias para avaliação
do crescimento radicular. O tempo de
crescimento foi previamente determi-
nado para esta espécie agrícola e este
lote de sementes e deve ser sempre
realizado.

Após os três dias de incubação na
B.O.D., as placas foram retiradas para
o teste de germinação e análise do
crescimento radicular (Figura 1C). Para
o teste de germinação foi calculada a
proporção entre as sementes incubadas
(40 sementes neste caso) e as germi-
nadas, através da seguinte razão: nú-
mero de sementes germinadas / número
total de sementes por tratamento. As
sementes germinadas foram fotografa-
das para visualização da formação dos
pelos radiculares que são muito fnos
e não detectados pelos softwares de
análise radicular. Cada plântula ger-
minada foi colocada sobre uma placa
de Petri e, após observação, os pelos
radiculares foram fotografados, utili-
zando-se uma câmera acoplada a um
sistema de análise de imagem: câmera
AxioCam Erc 5s (Zeiss, Oberkochen,
Alemanha) acoplada à lupa Zeiss Stemi
200-C, com aumento ocular 1x e objeti-
va 10x.

Para a análise do desenvolvimento
radicular após três dias de incubação,
as raízes foram coradas com solução de
Azul deToluidina0,5%.Nopreparodaso-
lução estoque, dissolveu-se 5 g de bórax
(tetraborato de sódio–Na
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em 500 mL de água destilada sob agita-
ção por 2 h. Em seguida 2,5 g de azul de
toluidina em pó foi adicionada e a solu-
ção foi mantida sob agitação por 12 h à
temperatura ambiente. Ao fnal, fltrou-se
a solução fnal em papel WhatmanTM
nº 01 utilizando 2 olhas para fltragem
(Haddad, 1998). Esta solução estoque
pode ser mantida à temperatura am-
biente por tempo ilimitado. As raízes
foram imersas nessa solução diluída
por 3 min. Em seguida foram lavadas,
delicadamente, com água destilada para
diminuir a concentração da solução nas
raízes e dispostas sobre uma bandeja
de acrílico (30 x 40 cm) em 3 a 4 mm
de água onde as raízes foram desem-
baraçadas com uma espátula plástica
para minimizar a sobreposição. Esta
bandeja foi colocada sobre o scanner
profssional EPSON Flatbed Scanner
EPSON Expression 11000XL acoplado
ao sistemaWinRHIZO Pro 2016 (Régent
Instr. Inc.) para analisar a morfologia do
sistema radicular. Para a obtenção das
imagens utilizou-se a defnição de 400
(dpi) para as medidas de morfologia de
raiz.

Neste estudo, uma vez que as raízes
eram iniciais, pequenas e fnas após os
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três dias de germinação, foi possível aco-
modar mais de uma planta por tratamen-
to na bandeja e dessa forma o processo
de análise foi agilizado. As imagens
obtidas das raízes no scanner foram
processadas pelo software WinRHIZO
Pro 2016 (Régent Instr. Inc.) e salvas no
formato TIF (.tif) com tipo de saída “Dark
root on White background”. Após salvar
a imagem, iniciou-se o processo de ava-
liação dos diferentes parâmetros radicu-
lares onde cada semente germinada foi
selecionada individualmente através do

comando “Free style selection” (Figura
2) e analisada através do comando
“Analysis”, gerando um arquivo de saída
no formato XML (.xlsx) com os dados
das medidas do sistema radicular.

A tabela 1 apresenta os parâmetros
radiculares da média de dez sementes
de milho após três dias de germinação,
com e sem a coloração com a solução
deAzul de Toluidina 0,5%. Para avaliar o
efeito dessa coloração nas variáveis da
raiz foi realizada uma análise de variân-
cia (ANOVA) e a comparação de médias
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Figura 2. Imagens de raízes de milho, após três dias de germinação, obtidas pelo scanner
e processadas pelo software WinRHIZO Pro 2016 selecionadas individualmente através do
comando “Free style selection” e analisada através do comando “Analysis”.
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pelo teste T Student à 10% de proba-
bilidade pelo programa Rbio (Bhering,
2017).

É possível observar diferença em
todas as variáveis analisadas, sobretu-
do para os parâmetros pontas (Tips) e
bifurcações (Forks) que em geral são
mais fnas e claras. Dessa maneira a
coloração possibilitou que fossem de-
tectadas as partes das raízes que não
seriam visíveis à leitura do software sem
esta técnica de coloração. Podemos
concluir que a análise de imagens de
raízes pequenas e fnas como utilizada
neste experimento, através do software
WinRHIZO Pro 2016, foi otimizada atra-
vés da coloração das raízes, sendo a uti-
lização da solução de Azul de Toluidina
efciente para este fm.
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