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Introducgéo
A primeira etapa para o estabelecimento de um programa de melhoramento para
tolerancia a aluminio é o desenvolvimento de metodologias de sele¢do que permitam
discriminar os materiais tolerantes dos sensiveis.
Nas metodologias que utilizam solucdo nutritiva, as caracteristicas mais comumente
avaliadas sdo o comprimento de raiz, producdo de calose e coloracdo das raizes com
hematoxilina. Diversos trabalhos demonstram que a sintese de calose esta diretamente
correlacionada com a concentracédo interna de aluminio e negativamente
correlacionada com a elongacéo de raizes (Horst et al., 1997; Massot et al., 1999).
Kaneko et al. (1999) trabalhando com cevada observaram producéo de calose apés
50 min de tratamento com 37 uM de Al. Ao mesmo tempo verificaram que o
crescimento da raiz paralisou completamente. Boa correlagdo entre 0 método de
coloracdo com hematoxilina e a elongacdo de raizes também tem sido observada
(Cancado et al., 1999; Pal et al., 1999), embora a primeira tenha a desvantagem de ser
um método qualitativo. Devido a maior facilidade de obtencdo da caracteristica, o
comprimento de raiz tem sido mais utilizado.
A metodologia de avaliagdo em solucdo nutritiva em uso na Embrapa Milho e Sorgo
foi adaptada das metodologias desenvolvidas por Furlani & Clark (1981) e
Magnavaca (1982). Embora apresente excelentes resultados, esta metodologia tem a
desvantagem de ocupar grande espaco fisico e utilizar alto volume de solucéo
nutritiva.
O objetivo deste trabalho foi o de adaptar uma metodologia de selecdo para tolerancia
a aluminio em milho, que reduza o espaco e o volume de solucdo nutritiva utilizados,
sem comprometer a qualidade da avaliacdo, aumentando, por conseguinte, 0 nimeros
de materiais testados.

Material e Métodos
Para se atingir os objetivos propostos foram conduzidos trés experimentos em
solucdo nutritiva.

Experimento 1.
Foram utilizadas duas linhagens de milho, previamente caracterizadas quanto a
tolerancia ao aluminio (linhagem 1, tolerante ao Al e linhagem 5, sensivel ao Al) e



cinco doses de Al. Apds desinfecdo das sementes com solugdo de hipoclorito de sddio
a 5% de concentracdo, por 15 min, as mesmas foram lavadas com agua destilada e
colocadas para germinar em rolos de papel toalha, parcialmente imersos em agua
destilada, durante 4 dias. Apos esse periodo, as plantulas de cada linhagem foram
transferidas para pastas, tipo arquivo suspenso (32,0cm de comprimento 24,5 cm de
altura), confeccionadas em plastico transparente, forradas em ambos os lados com
papel de germinacdo umedecido com solucdo nutritiva de Clark, modificada por
Magnavaca (1982), pH 4,0. As plantulas foram fixadas por tiras de 40 cm de
comprimento por 6 cm de largura, confeccionadas com papel de germinacéo. As
pastas suspensas foram colocadas em caixas plasticas de 40,5 cm de comprimento,
por 35,0 cm de largura e 25,5 cm de altura, contendo 10,0 L da mesma solugéo
nutritiva. Apds 24 horas, a solucéo foi substituida, adicionando-se as cinco doses de
Al (0, 222, 444, 666 e 888 uM de Al). As pastas foram imersas em 40 L da mesma
solucédo, porém contendo as doses de Al, por 30 min. Findo este periodo, a solucéo
foi renovada, permanecendo apenas 8 L por recipiente. Este procedimento é
necessario para que as raizes das linhagens entrem em contato com o Al ao mesmo
tempo, independentemente do seu tamanho inicial. Imediatamente antes do inicio do
tratamento com Al, as raizes seminais das plantulas foram desenhadas do lado externo
das pastas com caneta apropriada. Apés 24, 48 e 72 horas, as raizes seminais foram
novamente desenhadas, utilizando-se cores diferentes para cada tempo. O
experimento foi entdo finalizado, procedendo-se a medicdo de cada segmento de raiz.
O experimento foi composto por um fatorial 2 x 5 (duas linhagens e cinco doses de
Al), sendo os tratamentos distribuidos em delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticOes. Cada repeticdo foi composta por sete plantas.

Experimento 2.
Foram utilizadas cinco linhagens de milho, previamente caracterizadas quanto a
tolerancia ao aluminio (linhagens 1,2,3,e 4, tolerantes ao Al e linhagem 5, sensivel ao
Al) e duas doses de Al. O experimento foi conduzido de maneira semelhante ao
anterior, diferindo apenas quanto as doses de Al (0 e 666 uM de Al) e quanto ao
tempo de imersdo em 40 L de solucdo (1 h). O experimento foi composto por um
fatorial 5 x 2 (cinco linhagens e duas doses de Al), distribuido em delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Cada repeticao foi composta por sete
plantas.

Experimento 3.
Foram utilizadas as mesmas linhagens de milho do experimento 2. Ap6s desinfecéo e
germinagdo das sementes de maneira idéntica a anterior, sete plantulas de cada
linhagem foram transferidas, para seis bandejas plasticas contendo 8,5 litros de
solucdo nutritiva de Clark, adaptada por Magnavaca (1982), pH 4.0. Decorridas 24
horas, a solucdo nutritiva foi substituida por outra, de constituicdo idéntica, contendo
0 ou 222 uM de Al, na forma de AlK(SO4). O comprimento da raiz seminal foi
avaliado imediatamente antes da troca de solucdo nutritiva e ap6s 24, 48 e 72 horas
de tratamento. O experimento foi composto por um fatorial 5 x 2 (cinco linhagens e
duas doses de Al), distribuido em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes. Cada repeticdo foi composta por sete plantas.

Resultados e Discussdo



O primeiro experimento, foi conduzido com o objetivo de se determinar a dose de Al que
possibilitasse a melhor distincdo entre a linhagem tolerante e a linhagem sensivel. Foi possivel
discriminar a linhagem tolerante (L1) da sensivel (L5), a partir de 24 horas de exposi¢do a dose de 888
uM de Al e a partir de 48 horas de exposicdo a 666uM de Al (Figura 1). Com base nestes resultados,
elegeu-se a dose de 666uM de Al para a conducdo do segundo experimento, com cinco linhagens. A
reducdo do crescimento da raiz seminal na linhagem sensivel L5, foi superior a redugdo no
crescimento radicular das linhagens tolerantes L1 a L4, em todos os trés tempos de exposi¢ao
avaliados (Figura 2). Entretanto, quando se compara o0s resultados obtidos pela metodologia de pastas
suspensas com aqueles obtidos pela metodologia tradicional (Figura 3), observa-se que a reducéo no
crescimento da raiz seminal da L 5 foi inferior no experimento de pastas suspensas em todos 0s
tempos (27,5, 34,4 e 60,0% de reducdo em relacéo a 38,5, 63,0 e 75,5%, respectivamente). Assim,
embora tenha sido possivel a discriminagdo entre os gendtipos tolerantes e os sensiveis na dose de 666
uM de Al, esta so foi mais efetiva apos 72 horas de tratamento. Para se utilizar um tempo mais curto
de avaliagdo e para discriminar-se mais nitidamente genotipos de tolerancia intermediaria,
recomenda-se que a dose de Al seja aumentada para 888uM.

A metodologia de pastas suspensas apresenta vantagens relevantes em relacdo a metodologia
tradicional, como: a) menor gasto de solucdo nutritiva (360 L e 510 L, respectivamente); b)
menor espaco fisico ocupado com os recipientes (6 caixas plasticas de 45,5 cm x 35,0 cm
contra 30 caixas plasticas de 31 cm x 31 cm, respectivamente); ¢) maior facilidade e agilidade
para obtencdo da medida do crescimento radicular; d) os desenhos das raizes seminais nas
pastas podem ser guardados antes de serem apagados com alcool, o que permite programar a
medicdo dos mesmos e a reavaliagdo em caso de duvidas; €) a metodologia de pastas ndo
necessita de aeragéo, pois apenas cerca dos 3 cm finais das pastas ficam submersos em
solugdo nutritiva; f) maior nimero de gendtipos pode ser avaliado num mesmo experimento.
Por outro lado, a primeira marcacdo do sistema radicular deve ser feita com delicadeza,
cuidando-se para que a raiz seminal ndo seja macerada.
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Figura 1. Crescimento da raiz seminal das linhagens de milho L1 (A — tolerante) e L5 (B — sensivel),
apos 24, 48 e 72 h de tratamento com cinco doses de Al, utilizando-se a metodologia de pastas
suspensas.
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Figura 3. Crescinento da raiz seminal
de 5 linhagens de milho {1 a 4 —
tolerantes, 5 - sensivel), apds 24 h (A),
48 h(B) e 72 h (C) de tratarnento com 0
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