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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi discriminar linhagens endogamicas de milho
por meio da avaliagdao de caracteristicas radiculares fornecidas pela énalise de imagens
digitais, em doses contrastantes de nitrogénio no solo. Foram avaliadas seis linhagens
endogamicas de milho pertencentes a Embrapa Milho e Sorgo, em vasos de cinco litros
contendo Latossolo Vermelho, textura média, em dois niveis diferenciados de adubacao
nitrogenada (zero e 2 mmol.L!), na forma de nitrato de amoénio. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados, em esquema fatorial, com trés
repeticoes. Foi realizada a avaliacdo de caracteristicas de raiz e parte aérea das plantas
colhidas aos 23 dias apos a semeadura. Foram observadas interagdes significativas entre
as linhagens e doses de nitrogénio para comprimento radicular, superficie radicular,
comprimento de raizes muito finas, superficie de raizes muito finas e superficie de raizes
grossas, volume de raizes muito finas, massa seca da parte aérea ¢ massa seca total. A
linhagem CMS 28-7.1 apresentou menor propor¢ao do volume da raiz muito fina/volume
radicular em relacdo as outras linhagens. Em baixa disponibilidade de nitrogénio, as

caracteristicas radiculares diferenciaram as linhagens de milho e o volume de raizes
muito finas.
Palavras-chave: Zea mays, estresse de nitrogénio, morfologia de raiz, WinRhizo
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DISCRIMINATION OF MAIZE LINES AS TO NITROGEN UTILIZATION
THROUGH EVALUATION OF ROOT SYSTEM CHARACTERISTICS

ABSTRACT - The objective of this study was to discriminate maize inbred lines by
evaluating root characteristics obtained by digital images analysis when different nitrogen
(N) rates were applied. Six maize inbred lines from Embrapa Maize and Sorghum were
grown in five liter pots containing Red Latosol — medium textured, and two different N
rates (zero and 2 mmol. L) were used. Nitrogen was applied as ammonium nitrate. A
randomized complete blocks design was used, with three replications. Root and shoot
features were evaluated on plants harvested 23 days after sowing. Significant interactions
were observed between strains and N rates for root length, root surface area, very fine
root length, surface area of very fine roots, surface area of thick roots, very fine root
volume, shoot dry matter and total dry matter. The inbred line CMS 28-7.1 showed a
lower very fine root volume/total root volume ratio compared to the other inbred lines.

At low N availability, root characteristics allowed to distinguish maize inbred lines and

very fine roots volume.

Key words: Zea mays, nitrogen stress, root morphology, WinRhizo

O nitrogénio ¢ o nutriente mais utilizado
pela planta de milho, estando relacionado com
a produtividade final de graos. Assim, o estresse
causado pela baixa disponibilidade de nitrogénio
¢ um dos mais severos, levando a uma drastica
reducdo da produtividade (Banziger et al., 2000).

O uso de fertilizantes nitrogenados em
excesso pode, também, provocar prejuizos
ambientais, como a contaminag¢do do lencol
freatico com nitrato, devido a eficiéncia da
adubagdo nitrogenada ser por volta de apenas
50% (Gallais & Hirel, 2004; Deuner et al., 2008;
Hodgen et al., 2009; Roberts et al., 2009).

A avaliacdo de genotipos de milho em

condi¢des de baixa disponibilidade de N tem

mostrado variabilidade genética no germoplasma
tropical (Miranda et al., 2005; Fidelis et al.,
2007; Souza et al., 2008). Por outro lado, essa
selecdo pode reduzir a produtividade de graos
(Presterl et al., 2003) e, portanto, somente deve
ser realizada quando a reduc¢do na produtividade
nao exceda40% emrelacdo a alta disponibilidade
de N (Gallais & Coque, 2005).

A selecdo de plantas de milho para
eficiéncia na utilizagdo de nitrogénio pode
ser realizada por meio de caracteristicas
secundarias, como as relacionadas ao sistema
radicular. A caracteristica secundaria ideal ¢
aquela que esteja correlacionada geneticamente

com a produtividade de grdos em estresse,
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que apresente alta herdabilidade, possua alta
variabilidade genética, seja facil e rapida de
avaliar, estdvel durante o periodo de medicao,
seja observada antes do florescimento, para que
genitores indesejados nao sejam cruzados, e seja
um estimador real da produgdo de graos antes da
colheita final (Edmeades et al., 1998; Bénziger
et al., 2002; O’Neill et al., 2006).

Uma técnica usada para medir o sistema
radicular ¢ a avaliagdo de parametros radiculares
oriundos da andlise de imagens, baseada no
escaneamento digital de raizes, sendo utilizada
por Rubio & Lynch (2007), para medir
comprimento de raizes de feijado (Phaseolus
vulgaris L) em alta e baixa disponibilidade de
fosforo, em solugdo nutritiva.

Assim, este trabalho teve como objetivo
discriminar linhagens endogamicas de milho, por
meio da avaliacao de caracteristicas radiculares,
fornecidas pela analise de imagens digitais, em
doses contrastantes de nitrogénio no solo.

O experimento foi realizado na Embrapa
Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG, em condicao
de casa-de-vegetacdo. Foram semeadas cinco
sementes por vaso (com volume de cinco dm
de solo) das linhagens endogamicas de milho
CMS 28-19.1 e CMS 28-9.2, além das linhagens
pré-classificadas como eficientes (CMS 28-7.1 e
CMS 28-8.1) eineficientes (CMS 28-10.2 e CMS
28-17.2) no uso de nitrogénio, segundo Purcino
et al. (2008). Foi utilizado o delineamento em

blocos ao acaso, em esquema fatorial 6 x 2,

sendo seis linhagens e duas doses de nitrogénio,
com trés repeticdes. As doses constituiram da
ndo aplicagdo de nitrogénio (N-) e da aplicagdo
de 2 mmol L' de N (N+), realizada aos 10, 15
e 18 dias apos a semeadura (DAS), usando o
nitrato de amonio como fonte de fertilizante
nitrogenado.

A adubacao com os outros nutrientes foi
realizada com base na andlise de solo, a qual
apresentou as seguintes caracteristicas: pH 6,4;
H+Al 2,10 cmol  dm?; Al 0,12 cmol_  dm”; Ca
4,66 cmol _dm™; Mg 0,68 cmol_dm™; K 140 mg
dm?; P 34 mg dm?; matéria organica 2,13 dag
kg'; soma de bases 5,69 cmol dm?; CTC 7,97
cmol dm”; V(Saturagio por base) 73%.

Duas plantas por vaso foram colhidas com
23 DAS, o solo foi destorroado e, ap6s o sistema
radicular ter sido lavado, este foi armazenado
em frascos contendo solugdo de etanol 70%, a
fim de evitar a desidratacdo dos tecidos, para
posterior avaliacdo de sua morfologia.

As caracteristicas radiculares foram
obtidas por meio da andlise de imagens do
software WinRhizo v. 4.0, Regent Systems,
Quebec, (Canadd), acoplado a um scanner,
utilizando defini¢ao de 400 dpi para as medidas
de morfologia de raiz (Bouma et al., 2000).
As leituras foram realizadas em duas plantas
por linhagem, sendo que, para o comprimento,
superficie e volume, as raizes foram classificadas
em classes de diametro, conforme descrito por
Bhom (1979) e modificado por Cantao (2007),
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sendo as raizes agrupadas nas classes a seguir:
muito finas (@ < 0,5 mm), finas (0,5 mm< @ <2
mm) e grossas (¢ > 2 mm).

Assim, foram avaliados comprimento
radicular (CR, cm), superficie radicular (SR,
cm?), volume radicular (VR, cm?®), comprimento
de raizes muito finas (CRMF, cm), comprimento
de raizes finas (CRF, cm), comprimento de raizes
grossas (CRG, cm), superficie de raizes muito
finas (SRMF, cm?), superficie de raizes finas
(SRF, cm?), superficie de raizes grossas (SRG,
cm?), volume de raizes muito finas (VRMF, cm?),
volume de raizes finas (VRF, cm?®) e volume de
raizes grossas (VRG, cm?).

Apos a obtengdo dessas caracteristicas, as
raizes e a parte aérea da planta foram secadas
em estufa, com ventilagao forgada a 72°C, até a
obten¢do de massa constante e, entdo, pesadas,
para a determinagdo da massa seca de raiz
(MSR), em gramas/vaso, e da massa seca de
parte aérea (MSPA), em gramas/vaso. Foram,
também, calculadas a massa seca total (MSTO)
¢ a relagio MSPA/MSR.

Procedeu-se as andlises de variancia e
a separacdo das médias, pelo teste de Tukey,
utilizando-se o Programa de andlises genéticas
GENES (Cruz, 2001).

O comprimento e a superficie radicular, o
comprimento de raizes muito finas, a superficie
de raizes muito finas, a superficie de raizes
grossas, o volume de raizes muito finas, o

volume de raizes grossas, a massa seca da

parte aérea e a massa seca total das linhagens
de milho apresentaram interagdo significativa
com as doses de nitrogénio. Assim, essas
caracteristicas diferenciaram as linhagens em
alta e baixa disponibilidade de nitrogénio,
mostrando a relagdo entre o sistema radicular
e a disponibilidade do nutriente (Tabela 1).
Interagdes significativas entre hibridos de
milho e doses crescentes de nitrogénio, por
meio da avaliacdo do comprimento e superficie
radicular, também foram encontradas por Costa
et al. (2002), em estudo realizado em casa-de-
vegetacao.

A média geral da massa seca da parte
aérea (MSPA) e da massa seca total (MSTO)
das seis linhagens diminuiu em face de baixa
disponibilidade de N no solo. Embora ndo tenha
havido diferenca significativa na média geral da
MSR, entre as duas doses de nitrogénio, a média
geral das seis linhagens, para a razdo MSPA/
MSR, apresentou valor estatisticamente superior
em alta disponibilidade de nitrogénio (Tabela 1),
demonstrando a maior propor¢do da massa seca
de raizes sobre a massa seca da parte aérea, em
baixa disponibilidade de nitrogénio.

O aumento da biomassa radicular ocorreu
em todas as linhagens, em baixa disponibilidade
de N, induzindo a uma menor relagio MSPA/
MSR dessas linhagens. Segundo Chun et al.
(2005), a diminui¢do da relacgdo MSPA/MSR
sob estresse pode resultar de um crescimento

reduzido da biomassa da parte aérea, com ou sem
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TABELA 1. Massa seca da parte aérea (MSPA), raiz (MSR), relagdo massa seca parte aérea/raiz

(MSPA/MSR) e massa seca total (MSTO) de duas plantas por vaso, de seis linhagens de milho, em
baixa (N-) e alta (N+) disponibilidade de nitrogénio'.

Linhagens MSPA(g) MSR(g) MSPA/MSR MSTO(g)
N - N+ N- N+ N - N+ N- N+
CMS 28-7.1 2,02 a 3,01ab 1,33 a 1,22 a 1,58 a 2,49 a 3,36a 4,23a
CMS 28-8.1 2,09 a 336a 1,22 a I,16 a 1,82 a 291 a 33la 4,53 a
CMS 28-9.2 1,71 a 32a 126a 1,02a 1,34 a 3,15a 2,97a 423 a
CMS 28-10.2 1,67 a 3,11a 1,47 a 0,96 a 1,2a 333a 3,14a 4,07 a
CMS 28-17.2 1,72 a 2,9ab 128a  1,06a 1,41 a 2,72 a 3,00 a 3,97ab
CMS 28-19.1 2,02 a 1,98b 1,26 a 0,99 a 1,61 a 2,0l a 3,28 a 2,97b
Média Geral 1,87B 2,93A 1,30A 1,07 A 1,49B 2,77 A 3,18B 4,00A
CV (%) 18,7 15,8 16,8 14,2 28,5 22,8 11,0 11,8

"Médias seguidas pelas mesmas letras minasculas, na vertical, e maiusculas, na horizontal, para cada caracteristica,
ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

aumento da biomassa radicular, podendo, assim,
ser uma resposta adaptativa apresentada pela
planta, maximizando a habilidade em adquirir
uma quantidade maior de N do solo quando esse
elemento se encontra em baixa disponibilidade.

Foram observados valores estatisticamente
diferentes entre as linhagens para comprimento
(CR), volume (VR) e superficie (SR) radicular,
em baixa e alta disponibilidade de nitrogénio,
com excecao do VR, em alta disponibilidade
de N (Tabelas 2, 3 e 4). A média geral das
seis linhagens, para SRMF e VRMEF, foi
estatisticamente maior em baixa disponibilidade
de N, sendo que, também nessa disponibilidade
nutricional, houve a formagdo de quatro

diferentes classes entre as médias do VRMEF,

com destaque para as linhagens CMS 28-7.1,
CMS 28-8.1 e CMS 28-17.2.

A avaliagdo do VRMF sugere a presenca
de diferentes respostas da morfologia do sistema
radicular das linhagens de milho cultivadas em
ambientes contrastantes quanto a disponibilidade
de nitrogénio. A quantificacdo de raizes finas
com maior precisdo, por meio da analise de
caracteristicas radiculares através do uso de
imagens digitais, pode ser mais esclarecedora a
respeito das respostas morfologicas do sistema
radicular de linhagens de milho cultivadas sob
estresse de nitrogénio. O uso de caracteristicas
radiculares em estudos de modelagem, para
maior captura de nitrato, em plantas de lupim

(Lupinus angustifolius), sugeriu o estudo
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TABELA 2. Comprimento de raiz muito fina (CRMF), comprimento de raiz fina (CRF),
comprimento de raiz grossa (CRG), comprimento de raiz (CR) de duas plantas por vaso,

de seis linhagens de milho, em baixa (N-) e alta (N+) disponibilidade de nitrogénio'.

CRMF (cm) CRF (cm) CRG (cm) CR (cm)

Linhagens
N - N+ N - N+ N - N+ N- N+

CMS 28-7.1 4342,45ab 3635,64abc  358,94ab  284,60a  119,74a  69,60a 4821,14ab 3989,84abc
CMS 28-8.1 4815,86a 4318,44ab  364,92a 326,34a  103,54a  87,48a  5284,13a 4732,26ab
CMS 28-9.2  4248,20ab  4561,13a  237,58bc  287,53a 59,20a 86,082  4545,00ab 4934,75a
CMS 28-10.2  3804,30b  3474,60bc  232,33c 280,28a 48,96a 78,092  4085,57b 3832,98bc
CMS 28-17.2  4529,11ab  3169,09c  343,89abc  303,52a 96,06a 77,00a  4969,71ab 3549,55¢c
CMS 28-19.1  4152,36ab  3308,04c  286,11abc  234,53a 80,55a 49,85a 4519,0l1ab 3592,43c

Média Geral 4315,38A  374449A  303,96A  286,13A  84,68A  74,69A 4704,03A 4105,31A
CV (%) 10,9 5,9 16,7 16,4 40,0 34,0 10,4 5,1

"Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas, na vertical, e maitisculas, na horizontal, para cada caracteristica,

ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 3. Volume de raizes muito finas (VRMF), volume de raizes finas (VRF), volume de raizes
grossas (VRQG), volume de raiz (VR) de duas plantas por vaso, de seis linhagens de milho, em baixa
(N-) e alta (N+) disponibilidade de nitrogénio'.

VRMF (cm?) VREF (cm’) VRG (cm’) VR (cm?)
N - N+ N - N+ N - N+ N - N+
CMS 28-7.1  10,67abc 8,27ab 11,84a 9,22a 23,73a 11,03a 46,26a 28,53a

Linhagens

CMS 28-8.1 11,56a 9,75a 11,90a 10,64a 19,08a 16,66a 42,54ab 37,06a
CMS 28-9.2 8,51d 9,03a 7,68ab 9,33a 9,39a 15,83a 25,59b 34,20a
CMS 28-10.2 8,85cd 8,88ab 7,36b 9,09a 7,11a 14,13a 23,36b 32,12a

CMS 28-17.2  10,99ab 8,20ab 11,19ab 9,80a 18,73a 12,65a 40,93ab 30,66a
CMS 28-19.1  9,24bcd 7,15b 9,24ab 7,45a 14,30a 8,34a 32,79ab 22,94a

Média Geral 9,97A 8,55A 9,873A 9,25A 15,39A 13,11A 35,23A 30,92A
CV (%) 8,0 8,0 18,0 17,0 55,0 42,0 28,3 23,0

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas, na vertical, e maiusculas, na horizontal, para cada caracteristica, ndo
diferem significativamente, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade
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do volume radicular como adequado para
a melhor absor¢do do nitrato disponivel
(Dunbabin, 2002).

Sistemas radiculares de plantas podem
responder a mudangas ambientais, como a
baixa disponibilidade de nutrientes (Vamerali
et al., 2003) ou agua (Liu et al., 2005). Duas
maneiras dessa plasticidade radicular sdo bem
conhecidas, podendo ocorrer elevagdo local da
cinética de absorcdo de nutrientes ou dgua ou
o aumento da proliferagao radicular (Robinson,
2001). Esses dois mecanismos podem exercer
importante fungdo na aquisicado de nutrientes,
produzindo algum grau de compensagao,
para desuniformidade da disponibilidade de
nutrientes para a planta.

Ainibic¢do do crescimento de raizes laterais

em altas concentragdes de nitrato, no meio de

cultivo, ocorre devido ao acimulo de nitrato nas
partes aéreas das plantas, fazendo com que haja
uma inibi¢do do fluxo de auxina para as raizes,
prejudicando o crescimento de raizes laterais,
pois a auxina ¢ um importante hormonio que
regula processos fisiologicos nas plantas, como
o crescimento € o desenvolvimento radicular
(Liu et al., 2006). A inibi¢ao do crescimento de
raizes laterais, em plantas de milho submetidas a
20mM de nitrato, durante 12 dias de incubacao,
em solugdo nutritiva, foi devido a reducao do
alongamento celular na zona de alongamento
radicular, como consequéncia da diminuicao do
transporte de auxina da parte aérea para a raiz,
através do floema (Tian et al., 2008).

As linhagens CMS 28-7.1 e CMS 28-

8.1 apresentaram médias superiores em todas

TABELA 4. Superficie de raizes muito finas (SRMF), superficie de raizes finas (SRF), superficie de

raizes grossas (SRG), superficie de raiz (SR) de duas plantas por vaso, de seis linhagens de milho, em

baixa (N-) e alta (N+) disponibilidade de nitrogénio'.

. SRMF (cm?) SRF (cm?) SRG (cm?) SR (cm?)
Linhagens
N - N+ N - N+ N - N+ N- N+
CMS 28-7.1  610,65abc 473,17abc  226,47a 178,02a  428,87a  293,68a 1266ab  944,87ab
CMS 28-8.1 670,17a 564,00a 228,98a 204,84a  425,13ab  363,45a  1324,29a 1132,30a
CMS 28-9.2  52325bc  548,22ab  148,46ab  179,94a  306,34bc  360,90a  978,06c  1089,48a
CMS 28-10.2  513,33¢c  485,5labc  143,75b 175,40a  277,96c  308,57a  935,04c  969,48ab
CMS 28-17.2  624,60ab  444,50bc  215,53ab  189,55a 397.,85abc 288,6la 1237,98ab 922,73ab
CMS 28-19.1  543,30bc 414,78c 178,74ab 145,27a  342,99abc 246,382 1065,03bc  806,43b
Média Geral ~ 580,88A  488,38A  190,32A  178,83A  363,19A  310,26A  1134,4A  977.48A
CV (%) 8,4 6,1 17,6 17,5 14,5 13,1 9,5 8,5

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas, na vertical, e maiusculas, na horizontal, para cada caracteristica, ndo
diferem significativamente, pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade
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FIGURA 1. Propor¢do (%) do volume de raizes muito finas (VRMF), volume de raizes finas

(VRF) e volume de raizes grossas (VRG) em relagdo ao volume radicular (VR) de duas plantas

por vaso, de seis linhagens de milho, avaliadas em baixa disponibilidade de nitrogénio (N°) no

solo.

as caracteristicas avaliadas, tanto em baixa
quanto em alta disponibilidade de nitrogénio.
Entretanto, a linhagem CMS 28-10.2 apresentou
menor CRMF, CRF, CR, VRMF, VRF, VR,
SRMF, SRF, SRG e SR do que outras linhagens,
quando cultivadas em baixa disponibilidade de
nitrogénio.

Em baixa e em alta disponibilidade de
nitrogénio, houve diferengca no percentual
do VRMF, VRF ¢ VRG, em relacdo ao
VR, entre as linhagens contrastantes, na
da utilizacao de

eficiéncia nitrogénio

(Figuras 1 e 2, respectivamente). A linhagem
eficiente na utilizacdo de nitrogénio CMS
28-7.1 apresentou seu volume de raizes
distribuido em 51,3% de VRG, 25,6% de

VRF e 23,1% de VRMF, ao contrario da
linhagem ineficiente CMS 28-10.2, que
apresentou 37,9% de VRMF, 31,5% de VRF
e 30,4% de VRG, sugerindo que a eficiéncia
na utilizagdo de nitrogénio por linhagens de
milho poderia estar relacionada a presenca de

um volume de raizes muito finas eficientes na

absorcao de nitrogénio do solo.
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FIGURA 2. Propor¢ao (%) do volume de raizes muito finas (VRMF), volume de raizes finas (VRF)
e volume de raizes grossas (VRG) em relagdo ao volume radicular (VR) de duas plantas por vaso, de

seis linhagens de milho, avaliadas em alta disponibilidade de nitrogénio (N+) no solo.
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