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Analise do Sistema Radicular
para Selecdo de Genétipos de
Milho mais Eficientes na Aqui-

sicao de Fésforo

Resumo

O fésforo (P) é um dos macronutrientes mais limitante as culturas no
mundo e apresenta uma baixa disponibilidade para as plantas. Para
aumentar a capacidade de absorcao de P, as plantas sofrem ajustes
bioquimicos, fisiolégicos e morfolégicos. Este estudo utilizou materiais
genéticos de milho contrastantes e previamente avaliados quanto a
eficiéncia de utilizacdo e absorcao de P em campo para realizar uma ca-
racterizacdo detalhada de parametros morfolégicos de raiz em solucao
nutritiva sob condicdes controladas. Foi realizada a padronizacao das
condicoes de cultivo em solucao nutritiva, assim como dos pardmetros
a serem avaliados. Deste modo, foi possivel determinar que héa diferen-
ca significativa entre os gendtipos contrastantes utilizando-se 2,5 uM
de P a partir de 12 dias de tratamento e foram definidas as principais
caracteristicas fenotipicas para distinguir os genétipos. As informacodes
geradas sao fundamentais para acelerar o processo de selecao de gené-
tipos mais eficientes no uso e na aquisicao de P.
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Abstract

Phosphorus is one of the most limiting nutrients for crops in the world
and the least efficiently used by plants. To increase the absorption
capacity of P, plants need to adapt the biochemistry, physiology and
morphology of their root system. Previously, we evaluated maize
genotypes for their P uptake and use efficiency by verifying grain yield
under contrasting levels of phosphorus in single lines and crosses.

In this study, two contrasting genotypes, which were previously
evaluated under field conditions for their P acquisition efficiency, were
used to perform a detailed morphological parameters characterization
of the root system of plants grown in nutrient solution. We have
standardized the growth conditions in nutrient solution, as well as the
parameters to be assessed. We showed with this study that low P

(2.5 uM) at 12 days after treatment are the most feasible condition

to distinguish maize contrasting genotypes for P use efficiency. Root
volume, P content in the ratio root: shoot and number of roots with 1-2
mm in diameter are some root characteristics that are associated with P
use efficiency and uptake and can be used for early screening of more
efficient plants. This information is essential to accelerate the selection
of more efficient cultivars.

Termos para indexacao: Zea mays, fenotipagem, raiz, solugcado nutritiva
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Introducao

O fésforo (P) é um dos macronutrientes mais importantes para o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, sendo o segundo mineral
que mais limita a producao de graos, depois do nitrogénio (ALVES,
2005). Ele compreende cerca de 0,2 % do peso seco da planta, o que
pode variar de acordo com o estagio de desenvolvimento, do 6rgao em
questao e da espécie analisada (SCHACHTMAN et al., 1998). O fésforo
desempenha um papel-chave como componente de moléculas como
acidos nucléicos, ATP, fosfolipideos, dentre outros. Diversos processos
celulares que dependem de energia, como fotossintese, estoque de
energia e metabolismo de carboidrato dependem de um suprimento
adequado de P (RAGHOTHAMA, 1999; HAMMOND et al., 2004;
RAGHOTHAMA; KARTHIKEYAN, 2005).

As plantas desenvolveram inimeras adaptagc6es morfoldgicas,
fisiolégicas, bioquimicas e moleculares para se adequarem a

condicoes limitantes de P (VANCE et al., 2003; HAMMOND et al.,
2004; HAMMOND; WHITE, 2008; RAGHOTHAMA; KARTHIKEYAN,
2005; JAIN et al., 2007; LYNCH, 2007). E provavel que as plantas
possam detectar tanto o status de P total na planta, aumentando

a eficiéncia do uso desse nutriente internamente, quanto variacoes
locais de P, permitindo a proliferacao de raizes para regides ricas em

P (FORDE; LORENZO, 2001; AMTMANN et al., 2006). Mudancas na
morfologia e na arquitetura da raiz, acimulo de antocianinas, secrecao
de fosfomonoesterases e acidos orgéanicos na rizosfera, melhoram

a eficiéncia da absorcdo de P (RAGHOTHAMA, 1999). O resultado
final dessas mudancas adaptativas é a maior disponibilizacdo desse
nutriente na rizosfera, favorecendo a absorcao dele e a manutencao do
metabolismo da planta. Para explorar ao maximo o P do solo, as plantas
aumentam a razao raiz:parte aérea e a area de superficie das raizes
(MARSCHNER 1995; HOCHHOLDINGER; ZIMMERMANN, 2008).

7
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A arquitetura radicular leva em conta dois conceitos importantes:

o formato do sistema radicular e a sua estrutura. A forma define a
localizacao das raizes no espaco e o modo como o sistema radicular
ocupa o solo. A sua quantificacao normalmente é feita medindo-

se variaveis como profundidade da raiz, expansao da raiz lateral e
densidade de comprimento. Ja a estrutura de raiz descreve a variedade
dos seus componentes (raizes e seus segmentos) e as suas relagoes
(por exemplo, topologia: conexdo entre as raizes, gradientes) (HODGE
et al., 2009). Neste trabalho, foi analisada a forma das raizes.

Nos cereais, o sistema radicular primario domina na fase inicial do
desenvolvimento, enquanto nos estagios tardios o sistema adventicio
é predominante, sendo ambos os sistemas modulados por condicoes
ambientais. Deste modo é necessario estabelecer conexdes entre os
estadios precoce e tardio de desenvolvimento da planta na tentativa
de determinar condicOes ideais para a submissdao de um determinado
estresse que as plantas sejam adequadamente avaliadas, de forma mais
rapida e eficiente.

O presente trabalho buscou analisar o melhor tempo de duracado do
tratamento e a melhor dose de P para diferenciar os gendétipos de milho
contrastantes, para determinar uma metodologia de triagem de plantas
precoces para eficiéncia de absorcao e utilizacdo de fésforo.

Material e Métodos

Materiais genéticos

Os genétipos de milho utilizados foram as linhagens L3 e L22,
eficiente e ineficiente, respectivamente, provenientes do programa de
melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo, previamente avaliados em
condicoes de campo quanto a eficiéncia de utilizacao de fésforo por
Parentoni (2008).
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Caracterizacao morfoldgica do sistema radicular

As sementes dos gendtipos de milho foram desinfectadas com
hipoclorito de sédio (0,5% por 5 minutos) e germinadas em papel de
germinacao. Apés a germinacao por quatro dias, plantulas uniformes
foram selecionadas e foi retirado o endosperma, visando a padronizacao
das plantas quanto as reservas nutricionais. O experimento foi
conduzido em pastas contendo papel de germinacao e foi utilizada
solucao nutritiva de Hoagland’s modificada com pH ajustado para 5,65
e trocada a cada trés dias, segundo Liu et al. (1998). Os genétipos de
milho foram avaliados em solucdo com as concentracoes de fésforo
de O; 2,5; 150 e 250 uM em camera de crescimento com temperatura
de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. As plantulas de milho foram
analisadas 3, 6, 9, 12 e 15 dias apds a transferéncia para as pastas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
sendo cada tratamento representado por trés plantas. Foram feitos trés
experimentos em épocas diferentes, totalizando nove repeticoes para

o estabelecimento da concentracao de P e do tempo de coleta. Foram
feitas analise de variancia (p <0,05) e comparacoes de médias pelo
teste t de Student (LSD) (p <0,05) para a producao de matéria seca e
caracteristicas de morfologia radicular.

As raizes foram avaliadas em diferentes aspectos utilizando-se o
escéaner Epson XL 10000 equipado com unidade de luz adicional
(TPU) e os dados foram analisados com o software Winrhizo v. 4.0
(Regent Systems, Quebec, Canadd). A anélise forneceu 34 medidas
dos diferentes aspectos da arquitetura da raiz, sendo elas comprimento
(cm), area projetada (cm?), superficie total (cm?), média de didmetro
(mm), comprimento total por metro cubico de solo, (cm/m?3), volume
total (cm?®), nimero de pontas, nimero de interseccoes, nimero de
ramificacdes. Além de comprimento de raiz, area de superficie, area
projetada, volume e nimero de pontas (P) dividido nos seguintes
diametros (X) X<1,0, 1,0<X<2,0, 2,0<X<3,0, 3,0<X<4,0,
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4,0<X>4,5. Outro dado obtido foi a avaliacao da proporcao raiz:parte
aérea, onde as partes foram secas separadamente a 65°C até peso
constante.

Quantificacao de fésforo

A quantificacado de fésforo da parte aérea e das raizes foi feita
utilizando-se o método espectofotométrico de analise com azul de
molibdénio (MALAVOLTA et al., 1989; SILVA, 1999) no Laboratério de
Andlise Foliar da Embrapa Milho e Sorgo

Resultados e Discussao

Baseando-se nas informacdes obtidas pelas andlises estatisticas
observou-se uma diferenca significativa entre os genétipos
contrastantes, sendo que o genétipo eficiente (L3) apresentou um
maior conteudo de P na folha, maior peso seco e volume de raiz,
maior nimero de pontas, maior comprimento, area de superficie, area
projetada e volume de raizes com didmetro entre 1 € 2 mm e nimero
de pontas de raizes com didmetro entre O e 3 mm. Estas diferencas
também foram observadas por Brasil et al. (2007) e por Cantéao et

al. (2008). Foi observado um maior contelido de P na parte aérea

do gendétipo L3 quando as plantas foram crescidas em 250 yM de P.
Com excecao de comprimento, area de superficie, area projetada e
volume de raizes com didmetro entre 2 e 3 mm e nimero de pontas de
raizes com didmetro maior que 3 mm, todas as caracteristicas tiveram
diferencas significativas entre os tempos de submissao ao estresse,

0 que mostrou um aumento de raizes mais finas e o desenvolvimento
de raizes laterais, coronais e adventicias ao longo do crescimento das
plantulas.

Em relacdo a interacdo gendtipo*tempo, foi significativo o diametro
médio, o comprimento, a drea de superficie, a area projetada e o
volume de raizes com didmetro entre 1 e 2 mm, e para a interacao
gendtipo*dose foi significativo a area de superficie, a area projetada
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e o volume de raizes com didmetro entre 1 e 2 mm (Figuras 1 a 3).

Foi verificado que para a interacdao gendtipo*tempo, a diferenca entre
os genoétipos foi observada em 12 e 15 dias de tratamento (Figuras

1 a 3). A partir desse resultado, foi feita uma andlise gendétipo*dose
em 12 dias de tratamento, que mostrou uma diferenca significativa
entre os gendtipos na dose 2,5 yM de P para as caracteristicas area de
superficie, area projetada e volume de raizes com didmetro entre 1 e 2
mm (Figuras 1 a 3). Analisando-se estas caracteristicas 12 dias apés o
inicio do tratamento, foi observada uma diferenca significativa entre L3
e L22 com a dose 2,5 mM (baixo P), porém nao foi observada diferenca
nas altas doses de P (150 e 250 mM) nem na dose de O yuM. A Figura
4 ilustra estas condicOes entre os dois gendtipos contrastantes L3 e
L22 12 dias apés o inicio do tratamento, onde podemos notar um maior
volume de raiz do genétipo L3. E interessante notar que ndo houve
diferenca significativa na quantidade de raizes finas neste tempo entre
os dois gendtipos. Em alto P nao houve diferenciacdo dos genétipos,
mas sim em baixo P. Resultado semelhanto foi observado por Parentoni
(2008), quando os mesmos gendétipos foram comparados quanto ao
critério de eficiéncia de aquisicdo e utilizacao de P para producéao de
graos. O fato de nao ter sido observada diferenca nos parametros
radiculares com O mM pode ser devido a nao ter havido estimulo de P
ou ao fato do estresse ter sido muito alto na auséncia de P, indicando
que uma dose baixa pode ser melhor para diferenciar os gendétipos
quanto a eficiéncia do que uma dose nula.
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Figura 1. Area de superficie de raiz — SA (Surface Area) (cm?) de plantulas de milho com
diametro entre 1,000 e 2,000 mm. As medidas foram obtidas por meio do software
Winrhizo v. 4.0 (Regent Systems, Quebec, Canada). As plantulas de milho foram
coletadas com 12 dias apds transplante para solucdo de Hoagland’s com 4 doses de P
(0, 2,5, 150 e 250 yM). Foram analisados 2 gendtipos contrastantes L3 (eficiente) e L22

(ineficiente). As barras de erro correspondem a SEM de 9 repeticdes com 3 plantas cada.
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Figura 2. Area projetada de raiz - PA (Project Area) (cm?) de plantulas de milho com
diametro entre 1,000 e 2,000 mm. As medidas foram obtidas por meio do software
Winrhizo v. 4.0 (Regent Systems, Quebec, Canada). As plantulas de milho foram
coletadas com 3, 6, 9, 12 e 15 dias apds transplante para solucao de Hoagland’s com
4 doses de P (0, 2,5, 150 e 250 yM). Foram analisados 2 gendtipos contrastantes L3
(eficiente) e L22 (ineficiente). As barras de erro correspondem a SEM de 9 repeticdes

com 3 plantas cada.
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Figura 3. Volume de raiz - V (Volume) (cm?) de plantulas de milho com diametro entre

1,000 e 2,000 mm. As medidas foram obtidas por meio do software Winrhizo v. 4.0

(Regent Systems, Quebec, Canada). As plantulas de milho foram coletadas com 12 dias

apos transplante para solucdo de Hoagland’s com 4 doses de P (0, 2,5, 150 e 250 yuM).

Foram analisados 2 gendtipos contrastantes L3 (eficiente) e L22 (ineficiente). As barras

de erro correspondem a SEM de 9 repeticdes com 3 plantas cada.
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Foto: Sylvia Morais de Sousa

Figura 4. Plantulas de milho de gendtipos contrastantes (L3 — eficiente e L22 —

ineficiente) com 12 dias apds o tratamento com baixo e alto P (2,5 e 250 uM).

Um elaborado sistema de raizes é necessario para a absorcao eficiente
de agua e nutrientes na planta em desenvolvimento. O sistema
radicular do milho é composto por diferentes raizes formadas durante o
desenvolvimento da planta, sendo que as raizes seminais sao relevantes
apenas durante os estagios inicias do desenvolvimento da plantula

de milho (HOCHHOLDINGER et al., 2004). Nos estagios posteriores,
um extenso sistema de raizes pds-embridnicas saidas da parte aérea
forma a maior parte das raizes da planta adulta. Este tipo de raiz parece
ser o diferencial entre os gendtipos contrastantes a P, visto que foi
encontrado um maior nimero de raizes com diametro entre 1-2 mm,
que parece ser relativo a este tipo de raiz.



16 |Anadlise do Sistema Radicular para Selecdo de Genétipos de Milho mais Eficientes na
Aquisicdo de Fésforo

Conclusoes

A melhor condicao de cultivo hidroponico para diferenciar genétipos
contrastantes de milho quanto a eficiéncia em absorcao e utilizacao de
P é utilizando a dosagem de 2,5 uM de P apds 12 dias de tratamento.

As principais caracteristicas fenotipicas para distinguir os genétipos
sao: volume radicular, conteldo de P na parte aérea, proporcao
raiz:parte aérea e quantidade de raizes com didmetro ente 1 e 2 mm.

A metodologia de avaliacdo e selecdo em solucdo nutritiva de genétipos
de milho eficientes quanto ao uso de fosforo pode ser empregada como
ferramenta adicional na selecao de gendtipos superiores quanto ao uso
de P nos programas de melhoramento de milho da Embrapa.
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