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RESUMO

A influéncia da toxidez por Al sobre o desenvolvimento do sistema radicular e na
interferéncia da absorcao de nutrientes, tipica de solos acidos, tem sido apresentada como
uma das principais causas da baixa produtividade de muitas culturas de interesse
econdmico. Os objetivos deste estudo foram: avaliar o desenvolvimento radicular das
variedades de milho Dow 2B655, AG 8061 pro, Al. Bandeirante e DKB 747 de milho em
solugéo nutritiva com diferentes condi¢des de estresse por Al (0, 55, 111, 222, 444 e 666
pmol L1); examinar alteracbes morfolégicas nas raizes de plantulas de milho através de
microscopia optica; verificar a penetracdo do Al no tecido radicular com o0 uso do corante
hematoxilina. O experimento foi conduzido em condi¢8es de laboratdrio, em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticbes. Os resultados de taxa de crescimento
radicular (cm diat) foram submetidos a andlise de variancia e comparados pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de significancia. Parametros morfolégicos do Al nos tecidos
radiculares, indicados pela coloragéo, foram explorados na forma de imagens por registro
fotogréfico das observacBes ao microscopio 6ptico. O aumento da concentracdo de Al em
solucédo causou diminuicdo da taxa de alongamento radicular de todas as variedades. A
concentracao critica de Al em solucao, e que iniciou 0s processos de deterioracdo do apice
radicular, foi de 111 umol Al L. As principais alteracées morfoldgicas das raizes, ou seja,
a producdo de calose e o colapso e a deformacdo da coifa, iniciaram a partir da
concentracdo critica de 111 pmol Al L' somente na variedade AG 8061. Para as variedades
Al. Bandeirante, DKB 747 e Dow 2B655, injarias fisiologicas nos apices radiculares foram
causadas por concentracdes de Al em solucédo superiores a 444 pmol Al L. O corante
hematoxilina auxiliou na indicagdo do acumulo e localizagdo de Al no tecido radicular. A
biometria de raizes indicou que as variedades Al. Bandeirante e Ag. 8061 foram mais
tolerantes ao Al em solucéo, enquanto as variedades Dow 2B655 e DKB 747 foram as mais
sensiveis. Porém, o exame visual pelo método da hematoxilina e por meio de microscopia
oOptica indicou a seguinte sequéncia de tolerancia ao Al em solucéo: Al Bandeirante > Dow
255 = DKB 747 > Ag 806.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho (Zea mays), ficando atras
dos Estados Unidos, com produtividade média duas vezes maior (9.369 kg/ha), e da China
(USDA, 2006). No Brasil, a producédo é destinada para alimentacdo humana e animal. Ja
os Estados Unidos usam o milho para producéo de alcool, que atingiu 21 bilhdes de litros
no ano de 2006 e tem perspectivas de alcancar 36 bilhdes de litros até 2012 (USDA, 2006).

A area cultivada com milho, resultante da soma das duas safras 2010/2011, deve
alcancar 13.288,9 mil hectares, com crescimento de 2,3% em relacdo a safra anterior. A
produtividade média prevista para a primeira safra € 4.354 kg/ha, 1,3% menor que a safra
2009/2010. Para o milho de segunda safra é esperada uma produtividade de 3.946 kg/ha.
Ponderando as produtividades da primeira e da segunda safra, a média da produtividade
nacional deve ficar em 4.185 kg/ha, 2,9 % menor que a safra anterior. A producéo brasileira
de milho esperada é de 55,61 milhdes de toneladas (CONAB, 2011). A insercdo de novas
tecnologias para o cultivo de milho, o que inclui o melhoramento genético, mecanizacao,
tratos culturais, irrigacdo, entre outros, tem contribuido para 0o aumento crescente da
producdo nacional, mas a expressao do potencial genético de muitas variedades pode ser
otimizado com a adequacao das variedades ao zoneamento edafoclimatico.

Uma das principais limitagdes dos cultivos agricolas nos tropicos e, por
consequéncia, do incremento da producdo de alimentos nesta regido, esta relacionada a
ocorréncia de solos acidos, que ocupam cerca de 3 bilhdes de hectares da superficie
terrestre. Na regido tropical da América do Sul, esses solos cobrem 85% da area total e
aproximadamente 850 milhdes de hectares sdo subutilizados para a producéo agricola.
Desse total, 75% possuem pH abaixo de 5,3 no subsolo e 44% tém saturacao por Al maior
do que 70% (FAGERIA et al., 1999). Aproximadamente 70% do territorio brasileiro séo
cobertos por solos acidos e, em 40%, a produtividade das culturas esta reduzida a metade
(QUAGGIO 2000). O estudo de Abreu Jr. et al. (2003) mostrou que 75% dos valores de pH
da camada superficial de solos de 26 regides brasileiras estiveram entre 3,78 e 5,52 e que
o AI®* foi o céation trocavel predominante em mais de 30% dos solos com pH inferior a 5,6.
No Brasil, a ocorréncia de solos com potencial para atividade agricola afetados por
problemas de toxidez por Al é da ordem de 60% (ABREU Jr. et al., 2003). A acidez do solo,
e principalmente a efeito toxico do Al, é reconhecida como uma das principais causas das
limitacdes da cultura do milho em regides tradicionais na produgéo de graos e, com mais
notoriedade, em regides que representam as novas fronteiras agricolas do pais, como o

Cerrado, que ocupam cerca de 20% do territorio nacional (BORGONOVI et al., 1987).
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Duas maneiras sdo propostas para contornar o problema de excesso de Al no
solo. Uma delas consiste em neutralizar a acidez do solo (QUAGGIO, 2000). A incorporacao
superficial do calcario é uma pratica empregada na agricultura tropical como forma de
elevar o pH do solo e a saturacdo por bases, além de promover a detoxificagcdo do Al,
mediante a sua precipitacdo quimica na forma de hidroxido. Quaggio (2000) estimou que 0
consumo médio de calcério no Brasil é de 0,3 t hal, bem abaixo do que seria recomendado
consumir (1 t ha') para as principais culturas. A dificuldade da neutralizacdo da acidez
subsuperficial tem sido atribuida a lenta solubilidade do calcario, confinando o sistema
radicular no horizonte superficial, o que traz consequéncias restritivas para o crescimento
da parte aérea. Essa limitacdo adquire maior relevancia durante periodos de deficiéncia
hidrica, quando a aquisi¢cdo de agua e de nutrientes das camadas mais profundas pode ser
decisiva para a sobrevivéncia das plantas (FIDALSKI & TORMENA, 2005). Ainda que
existam praticas alternativas, como a incorporacédo profunda do calcario, ou 0 uso de sais
mais sollveis, como o gesso agricola, tais op¢des sofrem restricdes de ordem técnica ou
econdmica, que podem inviabilizar sua utilizacéo.

Neste contexto, a busca de variedades produtivas, tolerantes a acidez do solo e
com capacidade para emitir raizes em subsolos com Al em niveis toxicos, surge como
alternativa importante dentro das estratégias de manejo dos solos &cidos (FOY, 1997,
DELHAIZE & RYAN, 1995; BRACCINI et al., 2000ab; SILVA et al., 2002). Ha dificuldade
para a definicdo de um valor critico para o Al do solo que provoca toxidez as plantas, pois
nao existe consisténcia entre os resultados experimentais, em razdo das diferencas
genéticas entre as espécies testadas, 0s solos e as condi¢des experimentais (QUAGGIO,
2000). A identificagdo de variedades tolerantes ou sensiveis pode contribuir para sistemas
sustentaveis de producéo, ja que a selecao de gendtipos tolerantes a condicdes restritivas
de fertilidade do solo, com énfase aos atributos de subsuperficie limitantes a expanséo do
sistema radicular, pode maximizar a eficiéncia de utilizagdo dos insumos e minimizar o risco
imposto pela combinacéo de diversas caracteristicas restritivas do ambiente que impedem

a maxima expressao genética das variedades.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FATORES EDAFICOS QUE INTERFEREM NA PRODUTIVIDADE DO
MILHO

O solo € um dos componentes mais importantes de um conjunto complexo de fatores
de producao, que se destaca pelo seu importante papel de fornecer as plantas suporte
fisico, agua e nutrientes. E indiscutivel a importancia da disponibilidade de agua e de
nutrientes para as plantas, mas € necessario que haja uma eficiente estrutura de captacao
destes recursos. Portanto, o conhecimento dos fatores edéaficos é importante para julgar o
potencial de producéo agricola e para alocar de maneira mais eficiente as variedades de
cana-de-aclcar nos ambientes mais promissores (MAULE et al., 2001; LANDELL et al.,
2003).

A dificuldade de expanséo do volume radicular incide diretamente no menor volume
de solo explorado pelo sistema radicular e na menor produtividade. Kofler (1986) comparou
a profundidade do sistema radicular de diversas culturas e observou que, no Brasil, a
profundidade do sistema radicular do milho atinge 20 cm, enquanto em outros importantes
paises produtores as raizes podem alcancar 100-170 cm em seus estadios fenoldgicos
mais avancados (Figura 1).

» 0
RN
~

FASES
&4

Evolucao do sistema radicular (Z)

Figura 1. Evolucéo do sistema radicular do milho em funcéo da fase vegetativa (EMBRAPA,
2006).
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Impedimentos fisicos e quimicos do solo tém sido as causas mais frequentes do
reduzido crescimento radicular no subsolo (VASCONCELOS & GARCIA, 2005). Dentre os
atributos fisicos do solo que séo limitantes ao aprofundamento radicular, destacam-se a
textura, a disponibilidade de agua, a porosidade, a aeracao e a resisténcia a penetracéo
(compactacéo) (QUEIROZ-VOLTAN et al., 1998).

Porém, os atributos quimicos séo os mais restritivos ao pleno desenvolvimento
vegetal em solos das regides tropicais e subtropicais. Predominantemente, trata-se de solos
acidos, pertencentes, em sua maioria, as Ordens dos LATOSSOLOS, ARGISSOLOS e
NEOSSOLOS. Possuem severas limitacdes em termos de fertilidade e um conjunto de
atributos quimicos restritivos ao desenvolvimento vegetal: alta saturacdo por Al (m%);
toxidez i6nica por Al, H e Mn; baixas capacidade de troca de cations (CTC) e saturagéo por
bases (V%); disponibilidade restrita de nutrientes, com destaque para Ca, Mg, Mo e,
sobretudo, para P, devido a fixacdo quimica do fosfato por oxi-hidroxidos de Fe e de Al
Além disso, teores de N e de K em solos acidos tendem a ser deficientes devido,
respectivamente, aos baixos conteldos de matéria organica e ao alto grau de intemperismo
(SOBRAL et al., 1992; ABREU Jr. et al., 2003; LANDELL et al., 2003).

De todos os atributos quimicos, a toxidez por Al é considerada a principal barreira
guimica oferecida ao aprofundamento do sistema radicular. A densidade e a distribuicéo de
raizes séo indicativos da qualidade do solo para o crescimento das plantas (OUSSIBLE et
al., 1992; EGHBALL & MARANVILLE, 1993). Assim, a baixa produtividade de muitos solos
estd associada ao conjunto de atributos determinantes dos processos de absor¢céo de agua
e de nutrientes, que normalmente incidem sobre a estrutura de captacdo destes recursos,
as raizes (SOBRAL & GUIMARAES, 1992; ABREU Jr. et al., 2003).

2.2 EFEITOS DO Al SOBRE O SISTEMA RADICULAR

Os efeitos citolégicos, morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos do Al na planta
tém sido abordados por varios autores (FOY, 1974; WRIGHT, 1989; KOCHIAN, 1995;
DELHAIZE & RYAN, 1995; SILVA et al., 2002; ROSSIELLO & JACOB NETTO, 2006). A
raiz € o 6rgdo mais sensivel dos vegetais ao excesso de Al. Os mecanismos pelos quais o
Al afeta as fungdes celulares estéo ligados a alteragbes na membrana das células da raiz,
a inibicdo da sintese de DNA e da divisao celular e a inibicdo do alongamento celular por
reduzir a plasticidade e a elasticidade da parede celular e a atividade mitética (ROY et al.,
1988). Morfologicamente, as raizes tornam-se curtas, grossas, frageis, com apices
espessos e coloracdo marrom (Figura 2) (FOY, 1974; DELHAIZE & RYAN, 1995).
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Figura 2. Aspectos morfoldgicos de raizes de plantulas de trigo afetadas pelo aluminio do
solo: (A) efeito do Al no crescimento das raizes; (B) microscopia eletronica de varredura
(MEV) do apice radicular de variedades tolerante (B) e sensivel (direita) ao aluminio do solo
(C) (DELHAIZE & RYAN, 1995).

O Al induz também alteracfes na arquitetura do sistema radicular, reprimindo o
crescimento das raizes laterais e inibindo a area e o volume dos pélos radiculares
(ROSSIELLO & JACOB-NETTO, 2006). Ha a rapida inibicdo do processo de elongacao
radicular (cerca de 30-120 min apds o contato dos genoétipos mais sensiveis com o Al
toxico), em razdo da paralisacdo da divisao celular (WRIGHT, 1989; DELHAIZE & RYAN,
1995; KOCHIAN, 1995). A producao de biomassa radicular € normalmente mais sensivel a
toxicidade do Al que a producdo de biomassa da parte aérea (MACHADO & PEREIRA,
1990). No entanto, Techio (2009) observou uma importante reducéo da biomassa da parte
aérea de plantas do hibrido 30F53 de milho submetidas a 1,5 mmol de Al L™ (Figura 3, além
da diminuicdo do sistema radicular (Figura 4).

Por ser um cation trivalente, o Al é fortemente adsorvido pelo solo e, assim, sua
concentracdo na solucéo do solo é baixa (umol LY) (HAYNES & MOKOLOBATE, 2001). Ha
dificuldade para a definicdo de um valor critico para o Al do solo que provoca toxidez as
plantas, mas € conhecido que mesmo essas baixas concentracdes de Al em solucéo ja sao
toxicas para a maioria das espécies vegetais, primariamente por lesar o funcionamento
normal das raizes, inibindo drasticamente seu crescimento e bloqueando os mecanismos
de aquisicéo e de transporte de agua e de nutrientes (SOBRAL & GUIMARAES, 1992).
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Figura 3. Parte aérea e sistema radicular de plantas de milho (Hibrido 30F53) cultivadas
em solucao nutritiva com e sem aluminio (Al) (TECHIO, 2009).

Figura 4. Sistema radicular de onze plantas de milho (Hibrido 30F53) cultivadas em solucéo

nutritiva contendo diferentes concentracdes de aluminio (Al) (TECHIO, 2009).
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Os mecanismos fisiolégicos de defesa ou de tolerancia das plantas aos efeitos
toxicos do Al no crescimento da raiz sdo controlados por diferentes genes e rotas
bioguimicas e incluem (FERREIRA et al., 2006): a) capacidade das plantas em alterar o
ambiente rizosférico, elevando o pH e reduzindo a solubilidade do Al; b) capacidade das
plantas de possuir baixa CTC na raiz, portanto, maior afinidade por cations monovalentes,
de modo que acumulem, assim, menor concentracdo de Al em suas raizes (KENNEDY et
al., 1986); c) capacidade das plantas de secretar mucilagem em presenca de Al; d)
capacidade das plantas de utilizar os nutrientes na presenca de Al, principalmente P e Ca
(FREITAS et al., 2006; MATTIELO et al. 2008); e) capacidade das plantas de produzir
elevados teores de acidos organicos responsaveis pela complexacédo do Al (MARIANO et
al., 2005); f) habilidade da raiz em continuar a divisdo e o elongamento celular sob estresse;
g) manutencdo de areas meristematicas aptas a desenvolverem novos tecidos apés o
estresse (ROSSIELLO & JACOB-NETTO, 2006).

2.3 AVALIACAO DA TOLERANCIA DAS PLANTAS AO Al EM SOLUCAO

A grande maioria das culturas anuais, de interesse econdmico, nNao possui
habilidade de acimulo de Al na parte aérea e, portanto, € improvavel que atributos como
peso ou area foliar, nUumero de ramos, perfilhos ou altura, sejam afetados diretamente pela
presenca do Al nos tecidos (ROSSIELLO & JACOB NETTO, 2006). Logo, os melhores
indicadores da variabilidade genotipica para a tolerancia ao Al téxico sdo aqueles ligados
as raizes (Ferreira et al., 2006), principalmente dos primeiros milimetros do apice radicular
(Figura 3) (ROSSIELLO & JACOB-NETTO, 2006).

Vérios estudos avaliaram a sensibilidade de cultivares, linhagens e hibridos de
gramineas cultivadas (BRENES & PEARSON, 1973) ao Al no solo ou em solucao,
principalmente milho (Zea mays L.) (FURLANI et al., 1986; PINTO et al., 1995), arroz (Oryza
sativa L.) (VASCONCELOS et al., 2002; KIKUI et al., 2005) e trigo (Triticum aestivum L.)
(CAMARGO et al., 1987; CARVER & OWNBY, 1995; SOUZA, 1998; VOSS et al., 2006).
Mascarenhas et al. (1984), Menosso et al. (2000) e Silva et al. (2005) avaliaram a tolerancia
de plantas de soja [Glycine max (L.) Merr.], enquanto Braccini et al. (2000ab) e Mattielo et
al. (2008) estudaram plantas de café (Coffea arabica e Coffea canephora) sob estresse por
Al. No entanto, ndo existe consenso entre os pesquisadores na proposi¢céo de condicoes e
de critérios experimentais para avaliar a sensibilidade de espécies ou de variedades a
toxidez por Al. A selecdo de plantas tolerantes ao Al diretamente no campo, no seu

ambiente de crescimento, seria talvez a aproximag¢do mais confiavel, principalmente do
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ponto de vista agrondmico. Do ponto de vista pratico, a concentracdo de Al no substrato de
crescimento pode ndo ser uniforme e ocorrer interagdes com outros fatores do ambiente,
mascarando a expressao geneética da tolerancia. Ha grande dificuldade de isolar os efeitos
do Al, ja que sempre se manifesta modificado por fatores como o pH, a composicéo iénica
da solucéo, o nivel de disponibilidade de bases trocaveis e o teor de matéria organica. Uma
alternativa para contornar o problema de alteragbes simultaneas e ndo controladas das
propriedades quimicas que ocorrem nos solos com a modificagdo de seu nivel de acidez €
a realizacao de estudos em condi¢cBes de solucdo nutritiva. O meio hidropbnico oferece
vantagens como o pronto acesso ao sistema radicular e a possibilidade de monitoramento
e controle do pH e das concentracfes de Al e de outros ions relevantes a expressao das
reacOes de sensibilidade e tolerancia (ROSSIELO & JACOB-NETTO, 2006). Logo, além
das avaliacbes sob condicbes de campo ou casa-de-vegetacao, existem opcbes de
meétodos empregados em experimentos de curta duracdo conduzidos em laboratério.

O uso de corantes quimicos € um método eficiente e de baixo custo para localizar
o Al no apoplasma, por meio de testes de coloracdo que avaliam o acumulo de Al na
extremidade das raizes e que se baseiam na oxidacdo de corantes em presenca de ions
metalicos (Cr, Fe ou Al), tais como quinalizarina, azul de metileno, azul de molibdénio,
hematoxilina, violeta de pyrocatechol, nitrato de prata, papel-solucdo (BRACCINI et al.,
2000ab), aluminon (MATSUMOTO & MORIMURA, 1980) e (ETICHA et al., 2005). Embora
haja ampla variedade de corantes, hematoxilina € a mais utilizada em estudos de Al em
gramineas (POLLE et al., 1978), com aplicacdo bem-sucedida na visualizacdo do Al na
superficie de raizes (BRACCINI et al., 2000b; ROSSIELLO & JACOB-NETTO, 2006);

A existéncia de variabilidade genética no milho para tolerancia ao aluminio foi
constatada por Lutz et ai. (1971); Rhue & Grogan (1977); Galvao & Silva (1978); Bahia Filho
et ai. (1978); Garcia Junior et ai. (1979); Magnavaca (1982), e Furlani et ai. (1986). A
heranca dessa caracteristica foi estudada por diversos autores, empregando diferentes
técnicas de avaliacdo e germoplasmas, com resultados divergentes. Segundo Rhue et ai.
(1978) e Garcia Junior & Silva (1979), a tolerancia ao Al é condicionada por um par de
genes dominantes, mas Miranda et al. (1984a) relataram que a tolerancia é condicionada
por dois pares de genes dominantes complementares. Quanto ao tipo de acdo génica
envolvida, Magnavaca (1982) relatam que, em cruzamentos de linhagens tolerantes com

suscetiveis, a maior parte da variagdo genética foi aditiva.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral do estudo foi estudar a sensibilidade das variedades Dow 2B655,
Al. Bandeirante, Ag 8061 e DKB 747 de milho ao Al em solucéo.

Os objetivos especificos foram:

a) avaliar o desenvolvimento radicular das variedades de milho em solugéo nutritiva
com diferentes condi¢des de estresse por Al;

b) examinar alteragBes morfolégicas nas raizes de milho através de microscopia
optica;

c) verificar a penetracdo do Al no tecido radicular com o uso da hematoxilina,
corante indicador e complexante de Al,

d) elaborar uma escala numérica para a tolerancia das variedades de milho ao

estresse por Al.

4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal
de Séo Carlos (CCA-UFSCar), no municipio de Araras-SP, no periodo de janeiro a junho

de 2011, em condi¢Bes de laboratério.

4.1 PRE-GERMINACAO DAS SEMENTES

Foram utilizadas quatro variedades de milho: Dow 2B655, AG 8061 pro, Al
Bandeirante e DKB 747. A pré-germinacdo das sementes (40 de cada variedade) foi feita
em cartuchos de papel germiteste, colocados na posi¢ao vertical em recipientes de vidro,
com a base imersa em solucdo de CaCl 0,001 mol L. Os cartuchos foram mantidos em
camara de germinacao, a temperatura de 30°C e fotoperiodo ininterrupto, até que as raizes

alingissem 5-10 cm de comprimento (Figura 5).
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Figura 5. Sementes de variedades de milho envolvidas por papel germiteste, em fase de

pré-germinacao no interior da camara de germinacéo.

4.2 SOLUGAO NUTRITIVA E TEMPO DE CULTIVO DAS PLANTULAS DE
MILHO

A adequada nutricdo mineral das plantulas de milho, antes de serem submetidas ao
estresse por Al, foi feita por uma adaptacdo da classica solucdo de Hoagland & Arnon,
preparada com fundamento nos teores foliares de nutrientes considerados adequado para
a cultura do milho (Tabela 1).

A composicdo e a concentragdo da solugdo nutritiva de macro (Tabela 2) e de
micronutrientes (Tabela 3) adequadas para a cultura do milho foram calculadas conforme
o método préatico de Cometti et al. (2006). A solucdo nutritiva foi usada para garantir as
plantulas e, principalmente, as suas raizes, plenas condi¢cdes de fornecimento balanceado
de nutrientes, de forma a evitar que o sistema radicular apresentasse limitacdes que nao

fossem decorrentes do estresse pelo Al.
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Tabela 1. Teores foliares de macro e de micronutrientes considerados adequados para a
cultura do milho.

Nutriente Teores foliares
Macronutrientes (g kg1)

N 27-35

P 2,0-4,0

K 17-35
Ca 2,5-8,0
Mg 1,5-5,0

S 1,5-3,0

Micronutrientes (mg kg-)

B 10-25
Cu 6-20
Fe 30-250
Mn 20-200
Mo 0,10-0,20
Zn 15-100

Fonte: Raij et al. (1996)

Tabela 2. Fontes e concentracdes de macronutrientes utilizadas na composicao da solucéo
nutritiva para cultivo de plantulas de milho.

Nutriente Sal/Fertilizante Concentr?g?_c_)1adotada
B Acido bérico 0,30
Cu Sulfato de cobre 0,22
Fe Fe-EDTA 2,33
Mn Sulfato de manganés 1,83
Mo Molibdato de sddio 0,03
Zn Sulfato de zinco 1,00

Tabela 3. Fontes e concentragcdes de micronutrientes utilizadas na composicéo da solucao
nutritiva para cultivo de plantulas de milho.

Nutriente Sal/Fertilizante Concergﬁggg Edotada
N Nitrato de célcio 274,5
K Nitrato de potassio 469,0
P Fosfato monoaménico (MAP) 139,0
Mg Sulfato de magnésio 120,0
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As plantulas de milho foram retiradas do papel germiteste, fixadas em placa de EVA

devidamente identificada e transferidas para tanque de 25 L de solugao nutritiva (Figura 6).

Figura 6. A - Plantulas de milho fixadas e identificadas em placa de EVA; B — plantulas de
milho em fase de aclimatagcdo com sistema radicular imerso em tanque contendo solucao

nutritiva, sistema de arejamento e iluminacéao artificial.

O sistema foi mantido sob arejamento continuo da solucéo, por borbulhamento de ar
suprido por moto-compressor, e sob iluminacéo fluorescente artificial permanente de 5000
lux (Figura 6). Em dois dias, as raizes alcancaram vigor, comprimento e uniformidade
adequados para imersao em solucao nutritiva adicionada de concentragdes crescentes de

Al, ocasido em tiveram seu comprimento inicial medido (Figura 7).

-.-,. Mlﬂ w/ _
T

Figura 7. Aspecto do sistema radicular de plantulas de milho apds periodo de aclimatacéo
em solugao nutritiva.
4.3 FAIXA DE CONCENTRACAO DE ALUMINIO EM SOLUCAO NUTRITIVA
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ApoOs o periodo de dois dias de imersdo em solucéo nutritiva (Figuras 6 e 7), foram
selecionadas, para cada variedade, 30 plantulas com uniformidade radicular, as quais foram
submetidas a 6 tratamentos com Al, com 5 réplicas cada (Figura 8A). O experimento de
exposicao do sistema radicular das plantulas de milho a condicGes de estresse por Al foi
desenvolvido em recipientes de PVC rigido, de 10 cm de diametro, 20 cm de altura e

capacidade de 1,6 L (Figura 8)

w'p s
v, u Y, )"/, D

Figura 8. Plantulas de milho (A — recém instaladas; B — apés cinco dias) com sistema
radicular imerso em recipientes de PVC, contendo solugdo nutritiva adicionada de
concentragdes crescentes de Al (0, 55, 111, 222, 444 e 666 pmol L7?).

As plantulas foram transferidas para os recipientes contendo solucdo nutritiva e
doses crescentes de Al, fornecido na forma de AICIs.6H20 nas concentragdes de 0, 55, 111,
222, 444 e 666 pmol L1, escolhidas conforme Alves et al. (2002), para constituirem os
tratamentos T1 (testemunha), T2, T3, T4, T5 e T6, respectivamente. O pH da solucéo
nutritiva contendo Al foi ajustado para 4,0 diariamente com HCI 0,05 mol L para garantir o
predominio da espécie livre trivalente de Al [Al(H20)6%"] (ROSSIELLO & JACOB NETO,
2006). Nesta etapa, Fe foi omitido da solucdo, para evitar a interferéncia e assegurar a
atuacao dos corantes pela complexacao exclusiva do Al, e a concentracéo de P foi reduzida
para 0,0025 mmol L%, para contornar problemas de precipitacdo com Al (BRACCINI et al.,
2000ab).

4.4 TEMPO DE EXPOSICAO DAS RAIZES A SOLUCAO CONTENDO
ALUMINIO
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Como nao ha indicacao consolidada em referéncias bibliogréaficas sobre o tempo
necessario de imersao de raizes de milho em solug¢des contendo Al, foram considerados
os trabalhos de Alvez et al. (2004), que identificaram diferencas na tolerancia ao Al entre
varias cultivares de milho em cinco dias de exposi¢cdo a uma solugéo contendo 222 umol
L de Al, e o de Mazzocato et al. (2002), que avaliaram as raizes de milho apés um periodo
de trés dias em solucéo nutritiva com Al.

As raizes ficaram expostas a solugéo contendo Al por cinco dias. Apos este periodo,
as plantulas tiveram suas raizes medidas e transferidas para bandejas que continham agua

destilada, para que os procedimentos de coloracédo pudessem ser realizados.

4.5 AVALIACAO DAS ALTERACOES RADICULARES CAUSADAS PELA
EXPOSICAO AO Al EM SOLUCAO

4.5.1 TESTE DE COLORACAO DAS RAIZES COM HEMATOXILINA E
ALOCACAO DO Al NOS TECIDOS RADICULARES

O acumulo de Al nos apices radiculares das plantulas de milho foi avaliado pela
coloracdo com hematoxilina, corante que produz coloracéo violeta quando complexado com
o Al (Figura 10). Foi pioneiramente usado por Polle et al. (1978), teve o emprego bem-
sucedido por Braccini et al. (2000ab) e é recomendado por Rossiello & Jacob-Neto (2006)
para gramineas. A solucao foi preparada pela dissolucéo de 1 g de hematoxilina, 0,1 g de
NalOs e uma gota de NaOH 0,1 mol L™ em um litro de agua destilada.

Apbs o periodo de exposicdo ao Al, as plantulas foram transferidas para bandejas
gue continham agua destilada e mantidas sob arejamento constante, por 30 minutos. Em
seguida, as raizes foram separadas da parte aérea e submetidas a solugéo de hematoxilina
por 10 minutos em placas de Petri, com quantidade suficiente para cobrir as raizes (Figura
9A). Apos o periodo de atuagéo do corante, as raizes foram lavadas em agua corrente por
cerca de um minuto e, novamente, mantidas em agua destilada por 40 minutos para

remocao do excesso de corante (Figura 9B).
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Figura 9. A - Placas de Petri contendo solugdo do corante hematoxilina; B — raizes

coletadas apoés a lavagem para retirada do excesso de hematoxilina.

Apos o periodo de coloracgéo, as raizes foram submetidas a cortes de 1,5 cm, a fim
de avaliar o 4pice radicular por meio da escala de coloracdo (Figura 10) elaborada por
Braccini et al (2000a) para raizes de plantulas de cafeeiro e que foi, neste estudo, adaptada

para milho, conforme a intensidade e localizacdo da regiédo colorida.

Classe

1,5cm

AV A 4 IS

D Sem coloracao D Levemente colorido . Coloracéo intensa

Figura 10. Escala de avaliacdo do acumulo de Al em raizes de plantas por meio do teste

de coloragéo pela hematoxilina [(extraido de Braccini et al. (2000a)].
Os niveis 3 e 4 sdo zonas de exclusdo em razao do acumulo de Al na regiédo

basal dos gendtipos mais tolerantes, enquanto os gendtipos sensiveis devem apresentar

acumulo na regido meristematica.

24



45.2 ESTIMATIVAS DAS TAXAS DE ALONGAMENTO RADICULAR
(ROSSIELO & JACOB NETO, 2006)

Medidas biométricas dos comprimentos radiculares de todas as plantulas foram

registradas de forma a obter dois grupos de medidas do comprimento inicial (Ci):

a) Ci (Alo): comprimento inicial (mm) da raiz seminal, antes da exposi¢ao a solugdo sem

Al

b) Ci (Alx): comprimento inicial (mm) da raiz seminal, antes da exposi¢éo a solugdo com
concentracao “x” de Al.

Apos o periodo de 5 dias de exposicdo ao estresse por Al, as plantulas foram
transferidas para solugdo nutritiva livre de Al, e o seu comprimento radicular foi medido
novamente, obtendo-se:

a) Cf (Alo): comprimento final (mm) da raiz seminal, ap0s a exposi¢cao a solucdo sem

Al;

c) Cf (Alx): comprimento final (mm) da raiz seminal, ap0s a exposicao a solucdo com
concentracao “x” de Al.

Com as medidas iniciais e finais de comprimento radicular, foram calculadas as taxas

de alongamento (TA):

A, _ Cfy, ~Ciy, a, - ~Cin

Tf-TO " Tf—TO

em que a TA é a taxa de alongamento expressa em cm dia™; Tt-To representa o intervalo
de tempo desde o inicio dos tratamentos com Al. Os valores absolutos das taxas de

alongacéo dos controles foram comparados diretamente com os do tratamento.

4.6 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Devido as condi¢gBes controladas em laboratério, o experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com esquema fatorial 6x4 (6 concentracdes de Al
em solucdo e 4 variedades de milho), com cinco réplicas. As variedades de milho mais

tolerantes ao Al em solugéo foram avaliadas pelos seguintes critérios:
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a) resultados dataxa de alongamento radicular foram submetidos a analise de variancia
e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
significancia, para a identificacao de diferencas significativas entre os tratamentos e
variedades;

b) parametros morfolégicos do Al nos tecidos radiculares, indicados pela coloracéo,
foram explorados na forma de imagens por registro fotografico das observagfes ao
microscoépio optico e comparados por meio de escala de acumulo de Al sugerida por

Braccini et al. (2000a), adaptada para milho.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral, o exame dos apices radiculares revelou a aparéncia engrossada e
escurecida (amarronzada), além de outras injUrias tipicas, tais como o0 aspecto retorcido,
deformado e quebradico observado por Lagos et al. (1991) e por Dornelles et al. (1996)
em seus estudos sobre os efeitos do Al em raizes vegetais.

5.1 TESTE DE COLORACAO DAS RAIZES COM HEMATOXILINA

Os apices radiculares (1,5 cm) das variedades de milho foram submetidos ao corante
hematoxilina, apés crescimento em solugcdo com 0, 55, 111, 222, 444 e 666 uM de Al L%, a
pH 4,0, por 5 dias, e foram avaliados por meio da escala de coloracdo extraida de Braccini
et al. (2000a) (Figura 10). Rossiello & Jacob Neto (2006) citaram a hematoxilina como um
dos métodos mais eficientes e baratos de localizar o Al no apoplasma de raizes crescidas
em meio hidrop6nico. O principio desse método de avaliacdo baseia-se na oxidacéo da
hematoxilina para hemateina (por NalOs, ou outros agentes oxidantes), que, em presenca
de ions metélicos (Cr, Fe ou Al), tem a propriedade de corar acidos nucléicos (GILL et al.,
1974). A coloracao das radiculas sera mais intensa nos genaotipos susceptiveis, pois maior
guantidade de Al estara no interior das células (MARTINES, 1977). O uso do corante
hematoxilina na coloragdo dos apices radiculares das variedades de milho possibilitou
diferenciar a influéncia de doses crescentes de Al em solucdo, tanto por meio da
observacdo dos danos as raizes, quanto pela indicacdo da penetracdo do Al no tecido
radicular, representada pelo aumento da intensidade de coloracdo que acompanhou o
aumento da concentracao de Al em solugao (Figura 11).

26



Figura 11.

Apices radiculares de plantulas de variedades de milho, submetidos a
concentracfes crescentes de Al em solucédo e ao corante indicador hematoxilina, e sua
representacdo na escala de avaliagdo do acumulo de Al proposta por Braccini et al. (2000).
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Como esperado, as raizes submetidas as maiores concentracdes de Al receberam
as maiores notas, jA que a coloracdo das raizes tornou-se mais intensa nas plantulas
crescidas nas doses de 444 e 666 UM L%, nas quatro variedades estudadas (Figura 11 e
Tabela 4).

Tabela 4. Indicacdo do corante hematoxilina conforme a escala de avaliagdo do acumulo
de Al em apices radiculares sugerida por Braccini et al. (2000a).

Concentragéo de Al (umol L)

Variedades
55 111 222 444 666
AG 8061 3 4 4 5 6
Dow 255 3 3 3 4 6
DKB 747 3 3 3 4 6
Al. Bandeirante 3 3 3 3 6

Numeros em negrito indicam tolerancia ao Al em solugao, conforme a escala da Figura 10 (Braccini et al., 2000)

As notas, dentro da escala numérica que representou a intensidade de coloragéo e
a localizacao do Al no apice radicular, foram semelhantes para as variedades Dow 2B655,
Al. Bandeirante e DKB 747, as quais puderam receber notas 3 e 4 até a penultima
concentracdo de Al (444 uM L1). A AG 8061 mostrou-se mais sensivel ao Al, recebendo
notas 4, 5 e 6 a partir da concentracdo 111 uM L. Ressalta-se que, para Braccini et al.
(2000a), notas até 4 correspondem a manifestacdo de mecanismos de exclusdo de Al, ja
gue a regido de maior intensidade dos processos de divisdo celular ainda permanecem
descoloridos.

Uma correlacéo direta entre a tolerancia ao Al*3 e a coloracédo das raizes com
hematoxilina férrica é relatada em diversos trabalhos da literatura (Polle et al., 1978;
Wagatsuma et al., 1995; Delhaize et al., 1993). Entretanto, Ryan et al. (1993) & Braccini et
al (1996) ressaltam que o teste com hematoxilina férrica ndo deve ser aplicado,

isoladamente, para discriminacéo entre gendtipos tolerantes ou sensiveis.

5.2 MICROSCOPIA OPTICA DE APICES RADICULARES DE PLANTULAS
DE MILHO SUBMETIDOS AO ESTRESSE POR Al

Para ilustracdo dos efeitos do AIR* sobre a morfologia externa dos apices
radiculares, amostras das variedades de milho foram removidas, apds 5 dias de
permanéncia em solugéo contendo doses crescentes de Al (0, 55, 111, 222, 444 e 666 umol
de Al LY), lavadas em &agua destilada, cortadas e, logo em seguida, observadas em

microscopio optico (Figura 12).
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Figura 12. Apices radiculares de variedades de milho sob microscépio éptico (ampliagéo

10 x) ap0s exposicao a concentracdes crescentes de Al em solucéo.

Concentragéo de Al (umol L)
55 umol Al 111 umol Al 222 umol Al 444 umol Al 666 umol Al

AG 8061

'(.

Dow 2B655

:__‘ _.‘

Al Bandeirante

Setas indicam deterioragao da coifa radicular e posterior acimulo de calose
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A coifa das raizes das variedades AG 8061 e Dow 2B655 comecou a ser afetada
nas concentracdes de 111 e 444 umol de Al L1, respectivamente. As variedades DKB 747
e Al Bandeirante tiveram deformacdes na coifa somente quando expostas a concentracao
mais elevada de Al em solugéo (666 umol L'1). Como a coifa tem a funcdo de proteger o
meristema apical de lesdes mecanicas (TAIZ & ZEIGER, 2004), sobretudo pela excrecéo
de mucilagens, sua deterioracdo prejudica 0 meristema apical das raizes. Kochian (1995)
& Sivaguru & Horst (1998), constataram que apds a exposicao a doses mais elevadas de
Al, ocorrem rapidamente atrofias e injurias no meristema radicular, especificamente na
parte distal da zona de transicdo no apice das raizes, onde as células estdo entrando em
fase de alongamento, que € o sitio da acéo toxica do aluminio. Utilizando microscopia
eletrdnica, Eleftheriou et al. (1993) também observaram que os efeitos mais intensos da
toxicidade causada pelo Al*3 no sistema radicular ocorrem nas paredes celulares da
epiderme e nas células da coifa.

Houve formacdo de calose na extremidade das raizes, principalmente apés a
exposicdo a 666 pmol de Al L (Figura 12). Calose é um acumulo de poliglicosideo na
parede celular em resposta das plantas a diversos tipos de estresses (TAIZ & ZEIGER,
2004). A formacao induzida de calose pelo Al, particularmente em apices radiculares, foi
considerado por Eticha et al. (2005) a injuria fisiolégica mais sensivel a presenca do Al,
atuando ainda como indicador de diferencas genotipicas de sensibilidade ao Al por plantas
de milho. Logo, a calose é um indicador particular de sensibilidade a toxidez causada pelo
Al que pode ser prontamente observada através de microscopia Optica (Figura 12). Kauss
(1989) associou a rizodeposicao de calose a injurias da membrana plasmética, ja que
Wagatsuma et al. (1988) relataram que o Al é conhecido por danificar estas estruturas. A
deposicao de calose foi correlacionada com a presenca de Al nas raizes de Glycine max
(Wissemeier et al., 1992) e de Picea abies (Jorns et al., 1991). De acordo com Kauss (1990),

polications, poliaminas e AI** séo promotores potenciais da sintese de calose.

Além da producdo de calose, as raizes afetadas pelo Al apresentaram mudancgas
estruturais na coifa, bem como mudancas na curvatura da raiz (Figura 12), ou seja, um
conjunto de sintomas muito semelhante ao observado por Eleftherios et al (1993).
Constatou-se também que, apdés exposicdo das plantas ao Al*® por cinco dias, houve
atrofiamento e desintegracédo de tecidos da epiderme nos 4pices das raizes das quatro

variedades, na concentragdo de 666 pmol L*

5.3 TAXAS DE ALONGAMENTO RADICULAR
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As variedades Ag 8061, Al Bandeirante, Dow 255 e DKB de milho apresentaram
decréscimo na taxa de alongamento radicular quando submetidas a concentracdes
crescentes de Al em solucéo. As variedades Al Bandeirante e Ag 8061 destacaram-se
guanto a tolerancia ao Al em solucéo, enquanto as variedades Dow 255 e DKB foram mais

sensiveis (Figura 13).

Figura 13. Comparacao das taxas de alongamento radicular de plantulas de variedades de
milho submetidas a concentracdes crescentes de Al em solucéo.
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Os resultados da taxa de alongamento radicular foram submetidos a analise de
variancia (Tabela 5) para atestar a consisténcia das constatacdes feitas a partir da Figura
13.

Tabela 5. Resumo da analise de variancia (ANOVA) de taxa de alongamento radicular de
plantulas de variedades de milho submetidas a concentracdes crescentes de Al em solucéo.

Causas de variagao GL Valor F
Variedade 3 18.99726 **
Concentragao de Al 5 92.29274 **
Variedade x Al 15 1.434697 ns
Residuo 225
Total 248

Signficancia: ** 1%; ns: néo significativo.
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Houve alta significancia estatistica para a influéncia isolada dos fatores testados
Portanto, o teste de comparacdo de médias (Tukey a 5%) foi aplicado somente para
variedades (Tabela 6) e para concentracdo de Al em solucéo (Tabela 7). Nao foi aplicado
o teste de comparacdo de médias para a interacdo dos fatores, ja que, pelo teste F, ndo

houve significancia estatistica (Tabela 5).

Tabela 6. Média geral da taxa de alongamento radicular de plantulas de cada variedade de

milho, submetidas ao Al em solucéo.

Variedades Média da TA radicular (cm / 5 dias)
Ag 8061 4,7167 a
Al. Bandeirante 47833 a
Dow 2B655 3,4801 b
DKB 747 3,9667 b

As variedades Al Bandeirante e Ag 8061 apresentaram taxa de crescimento radicular
estatisticamente superior as variedades Dow 655 e DKB 747, implicando em maior
tolerancia das primeiras e maior sensibilidade das demais ao Al em solucdo. Os resultados
biométricos, sobretudo da variedade Ag 8061, n&o estiveram correlacionados com 0s

resultados das analises visuais pela hematoxilina e por microscopia éptica.

Tabela 7. Médias de taxa de alongamento radicular de plantulas de variedades de milho

em resposta a cada concentracdo de Al em solucao.

Concentragéo de Al Taxa de alongamento radicular
(umol L) (cm / 5 dias)
0 7,125 a
55 6,658 a
111 4,553 b
222 3,737 b
444 2,500 ¢
666 0,89 d

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

Decréscimos significativos na taxa de alongamento radicular das plantulas de milho
foram observados a partir da concentracdo de 111 umol Al L (Figura 13 e Tabela 7),

considerado, neste estudo, valor critico a partir do qual tem inicio a influéncia do Al sobre o
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desenvolvimento radicular inicial de plantulas de milho. Essa concentracdo critica aponta
para a provavel suscetibilidade das variedades de milho estudadas as concentragdes
ibnicas de Al tipicas na solucédo de solos acidos, que normalmente estao entre 150 e 200
umol L't (ROSSIELLO & JACOB NETTO, 2006). Mazzocato et al. (2002) constataram que
a concentracdo critica de Al em solucéo foi de 222 pmol L e sugerirama concentracédo de
162 umol de Al Lt como a mais adequada para caracterizacdo de tolerancia em hibridos

de milho.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foram testados trés métodos para estimar a sensibilidade de
primordios radiculares de variedades de milho a concentracfes crescentes de Al em
solucdo. A escala numérica de avaliacdo do acumulo de Al em raizes preconizada por
Braccini et al. (2000a), e que teve sua aplicacdo bem-sucedida no estudo com plantas de
cafeeiro, auxiliou na interpretacdo do comportamento de variedades de milho expostas ao
Al em solucédo. No entanto, varias inconsisténcias foram observadas no ajuste da escala
para milho, principalmente porque sua construcado dependeu do potencial da hematoxilina
em indicar o acumulo e a localizacdo do Al nos apices radiculares. Tanto Ryan et al. (1993)
guanto Braccini et al. (1996) ressaltaram que o teste com hematoxilina ndo deve ser
aplicado isoladamente para discriminacao entre gendtipos tolerantes ou sensiveis ao Al em
solucdo. De fato, a observacdo dos apices radiculares ao microscépio oOptico revelou
aspectos adicionais da alteracao radicular na presenca do Al, sobretudo da coifa, o que
incluiu a formacéo da calose, considerado neste estudo um importante indicador visual da
sensibilidade das raizes ao Al. A interacao entre os aspectos visuais obtidos da microscopia
e da coloracdo com indicadores constituiu um artificio complementar importante na
interpretacéo dos efeitos do Al sobre as raizes. A biometria das raizes foi o parametro mais
consistente para avaliar o efeito de concentracdes crescentes de Al em solugcéo sobre o
sistema radicular. A interpretagéo dos resultados de taxa de alongacéo radicular indicou
gue danos significativos aos primérdios radiculares de plantulas de milho se iniciaram a
partir da concentracédo 111 umol Al LY, comum em solos tropicais acidos.

Embora os experimentos de laboratério contribuam na elucidagcdo do comportamento
vegetal perante a situacdes diversas de estresse, é preciso reconhecer a dificuldade de sua
aplicacao direta na forma de recomendacdo para o setor produtivo. Assim, este estudo
também aponta para a necessidade de continuidade de experimentos com milho em

condi¢cOes de casa-de-vegetacao e, principalmente, em condi¢cdes de campo.
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O referencial tedrico e experimental sobre a tolerancia de variedades de milho a
condi¢des adversas de acidez extrema e, principalmente, a alta saturacao por Al, ainda é
inconclusivo. E indiscutivel o valor econdmico, social e ambiental de uma planta tolerante
a qualquer situacdo de estresse, ja que isso pode significar a reducdo dos custos e dos
impactos do uso exagerado dos fatores de producéo. Estas espécies, resguardado seu
potencial produtivo, devem se comportar de forma eficiente, precisando apresentar alguma
tolerancia ao Al. Neste sentido, a identificacdo dos gendtipos mais tolerantes a estas
condicBes de estresse contribui para a sintese de variedades por processos biotecnoldgicos
em programas de melhoramento genético, para a devida alocacdo das variedades no

campo e para a conducao de sistemas sustentaveis de producao.

6 CONCLUSOES

Para as variedades de milho Dow 2B655, AG 8061, Al. Bandeirante e DKB 747, nas

condi¢cOes experimentais em que este estudo foi conduzido, concluiu-se que:

e 0 aumento da concentracdo de Al em solucdo causou diminuicdo da taxa de

alongamento radicular (cm diat);

e a concentracao critica de Al em solucao para a taxa de alongamento radicular foi de
111 pmol Al L;

e as principais alteracées morfolégicas das raizes, ou seja, a producéo de calose e o
colapso e a deformacéo da coifa, iniciaram a partir da concentracao critica de 111
umol Al L'* somente na variedade AG 8061. Para as variedades Al. Bandeirante,
DKB 747 e Dow 2B655, injurias fisiolégicas nos apices radiculares foram causadas

por concentracdes de Al em solugdo superiores a 444 umol Al L;

e 0 corante hematoxilina auxiliou na indicacdo do acumulo e localizacao de Al no tecido
radicular, mas ndo permitiu a elaboracdo de uma escala numérica para sua

interpretacéo;

e a sequéncia de tolerancia das variedades de milho ao Al em solucéo foi diferente

para os métodos biométrico e visual;
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a biometria de raizes indicou que as variedades Al. Bandeirante e Ag. 8061 foram
mais tolerantes ao Al em solucao, enquanto as variedades Dow 2B655 e DKB 747

foram as mais sensiveis;

0 exame visual pelo método da hematoxilina e por meio de microscopia Optica
indicou a seguinte sequéncia de tolerancia ao Al em solucao: Al Bandeirante > Dow
255 = DKB 747 > Ag 8061
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