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RESUMO GERAL

SOUZA, Thiago Corréa. Evoluciao das caracteristicas morfoanatomicas nos
ciclos de selecio do milho ‘Saracura’ sob encharcamento intermitente.
2009. 94 p. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG. ".

Embora toda planta necessite de certa quantidade de agua, o excesso nas raizes
pode levar a injurias e até a morte. O alagamento ¢ um dos mais importantes
fatores que afetam a produgdo e a produtividade do milho nas regides tropicais e
subtropicais. O excesso de agua bloqueia a transferéncia de oxigénio e de outros
gases entre o solo e a atmosfera. No Brasil, cerca de 33 milhdes de hectares de
terras estdo sujeitos a inundagdes temporarias. Apesar da sensibilidade do milho
ao alagamento, estudos demonstram grande variabilidade genética a essas
condi¢des sendo esta cultura uma opgao para o aproveitamento dessas areas. A
sensibilidade do milho a solos alagados levou pesquisadores da Embrapa Milho
e Sorgo, de Sete Lagoas, MG, a desenvolverem uma variedade de milho
tolerante conhecida como ‘Saracura’ que estd no 18° ciclo de selecdo massal
estratificada sob encharcamento continuo. Foram conduzidos trés experimentos,
com o objetivo de estudar as caracteristicas morfoanatomicas das plantas nos 18
ciclos de selec¢do, no intuito de entender melhor os mecanismos envolvidos na
maior tolerdncia ao encharcamento verificada nos ultimos ciclos. Um ensaio foi
realizado em casa de vegetagcdo, onde as caracteristicas morfoldgicas radiculares
foram avaliadas por meio do programa de imagens digitais WinRHIZO. O
alagamento foi imposto logo apés a emergéncia. Outros dois ensaios foram
realizados em condi¢des de campo, no intuito de caracterizar as modificagdes
anatomicas radiculares e foliares. O alagamento foi imposto a partir do estagio
de seis folhas, aplicando-se uma lamina de dgua de 20 cm, trés vezes por
semana. Em todos os trés experimentos foram utilizados uma testemunha (BR
107) e dez ciclos de selegdo (C1 a C18 alternados) e o delineamento foi em
blocos casualisados. Os ultimos ciclos de selecdo apresentaram caracteristicas
morfoanatomicas que favorecem a sobrevivéncia das plantas a ambientes
encharcados. Observaram-se, nesses ultimos ciclos, raizes mais finas e
compridas, com maior volume total e area superficial. Além disso, houve maior
formagdo de aerénquimas, diminui¢do da exoderme, modificagdes no cortex e
nos vasos condutores, os quais facilitam o fluxo de fotossintatos e de dgua pela
planta. Nas folhas verificaram-se aumento nos estomatos funcionais, diminuicao

* Comité orientador: Dr. Paulo César Magalhdes — Embrapa Milho e Sorgo
(orientador); Prof. Dr. Evaristo Mauro de Castro — Universidade
Federal de Lavras (coorientador).



da cuticula e da epiderme, diminuicdo no niimero e no tamanho das células
buliformes, metaxilema com menor didmetro, aumento na espessura do floema e
menor area de esclerénquima.

Palavras-chave: Hipoxia, alagamento, Zea may L., aerénquimas, ciclos de
selecao.
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GENERAL ABSTRACT

SOUZA, Thiago Corréa. Evolution of morpho-anatomicals characteristics on
selection cycles of maize (Zea mays L.) “Saracura” — BRS — 4154 under
intermittent soil flooding. 2009. 94p Dissertation (Master in Crop Physiology)
— Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

Although every single plant needs a certain amount of water, the excess around
roots can cause severe injuries and even death of most crops. Soil flooding is
one of the most important factors which affects maize crop production and
development on tropical and subtropical regions. Excess of water blocks the
oxygen transfer and others gases from soil to atmosphere. In Brazil around 33
millions of hectares are found under intermittent soil flooding. Even though
maize is sensitive to flooding, some research has shown a great genetic
variability to this condition, which places this crop as an option to grow in these
areas. The sensitivity of maize to soil flooding resulted in a study carried out by
Embrapa Maize and Sorghum Research Center, located at Sete Lagoas, which
ended with a release of a maize variety known as “Saracura” which is tolerant to
those conditions. The “Saracura” maize was subjected to 18 cycles of stratified
mass selection under soil flooding. Three experiments were carried out with the
objective of studying morphological and anatomical characteristics on the 18
selection cycles, searching to understand better the mechanisms involved on the
greater tolerance observed on the last cycles. One trial was carried out in
greenhouse conditions, where the root morphological characteristics were
evaluated through a digital image program (WinRHIZO). Flooding was imposed
right after plant emergence. Two other trials were carried at field conditions,
with the objective of characterizing root and leaf anatomical modifications.
Here, flooding started at V6 growth stage by receiving 20 cm of water three
times a week. In all experiments the genetic material used were the selection
cycles, C1 up to CI8 (alternated) companing with control BR 107. The
experimental design was a randomized complete block. The results showed that
the last selection cycles presented morphological and anatomical characteristics
which favors plant survive in flooded environments. There were observed in
these cycles very fine roots, large length, greater total volume and superficial
area. Besides that there was a greater aerenchyma formation, decrease of
exoderme, modification in cortex and vascular bundles, which may facilitates
flux of photosynthates and water through plants. In the leaf there was also

* Adviser Comitee: Dr. Paulo César Magalhdes — Embrapa Maize and Sorghum
Research Center (Adviser); Prof. Dr. Evaristo Mauro de Castro —
Federal University of Lavras (Co-adviser).
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alterations with greater amount of stomata with better function, decrease of
cuticle and epidermis, decrease also on the number and size of bulliform cells,
metaxylem with shorter diameter, increase in phloem thickness and shorter
sclerencyma area.

Key words: Hypoxia, flooding, Zea mays L., root anatomy, aerenchyma,
selection cycles.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Nos tltimos tempos, milhdes de pessoas no mundo passaram a comprar
sua comida em vez de planta-la. O crescente consumo dos chineses e indianos, a
aceitagdo dos produtores de milho americanos pelo etanol e a elevagdo do preco
do petrdleo sdo razdes visiveis para a inflagdo mundial no preco dos alimentos.
A estabilizacdo entre a oferta ¢ a demanda por alimentos, no mundo, passa,
necessariamente, por um aumento na produtividade e/ou na area agricultavel. A
area agricola mundial hoje ¢ de 1,4 bilhdo de hectares, e cada vez mais se
restringe a capacidade de aumentar a producdo via aumento de novas areas
agricolas.

Diante desse cenario, o Brasil surge como pais estratégico, por contar
com a maior fronteira agricola do mundo, mesmo sem avangar um centimetro
sobre a floresta Amazonica. Entretanto, um grande elemento de incerteza esta se
delineando para o futuro, com os possiveis cendrios relacionados as mudangas
climaticas decorrentes do fenomeno chamado aquecimento global. Nas proximas
décadas, estatisticas apontam para mudangas de clima intensas, a ponto de
mudar a geografia da produgdo mundial, inclusive a brasileira (Stefano &
Salgado, 2008).

Um dos fatores principais destas mudangas ¢ a disponibilidade hidrica
(falta e excesso de umidade) que leva a grande restrigdo na produgdo e na
produtividade de plantas, incluindo o milho (Zaidi et al., 2003). O
encharcamento (saturacdo hidrica temporaria do solo) ¢ um dos estresses
abioticos de maior impacto na sobrevivéncia de plantas em muitas regides do
mundo. Além de fatores naturais, como excesso de precipitacdo, aguas

marginais de cursos de rios e ma drenagem, existem fatores antrépicos que



influenciam o aumento de areas alagadas, como urbanizagdo excessiva, criagao
de hidrelétricas, remogdo de vegetacdo, construgdo de canais, rodovias e
irrigacdo inadequada (Dat et al., 2004).

O encharcamento também limita a exploracdo agrondmica de
minifundiarios que possuem, em suas propriedades, areas de varzea onde
ocorrem inundagdes frequentes em periodos de chuva, devido ao nivel freatico
pouco profundo. O problema se agrava nas regides nas quais a lavoura das
varzeas constitui a unica possibilidade de produgdo agricola, recebendo somente
o cultivo do arroz, pois esta pratica tem custos elevados de sistematizagdo do
terreno, de producdo da cultura e de necessidade de maquinas especiais para a
colheita (Nufies Flecha, 2004).

No sul do Brasil, 6.800.000 ha sdo de areas alagadas onde se cultiva
somente arroz (Klamt et al., 1985). O desenvolvimento de pesquisas avangadas
para culturas tolerantes ao encharcamento intermitente certamente seria uma
alternativa para a implantagdo de novas culturas, aumentando a producdo
brasileira, além de ser um “atrativo agrondmico” para os 28 milhdes hectares
(Magalhdes et al., 2008) de terras brasileiras encharcadas com grande potencial
agricola.

O milho ¢ uma cultura sensivel ao alagamento (Magalhaes et al., 2008;
Fries, 2006). Somente no sul da Asia, 15% das planta¢des de milho sdo afetadas
por encharcamento e, na India, o excesso de dgua é o segundo fator de estresse
depois do déficit hidrico (Zaidi et al., 2004). No ano de 1993, em Illinois, nos
Estados Unidos, o prejuizo foi de 20 milhdes de hectares de milho e soja, devido
ao encharcamento do solo (Suszkiw,1994).

Solos com quantidades excessivas de d4gua apresentam como
caracteristica problemas na aeracdo, o que leva a condi¢do de baixa (hipoxia) ou

nenhuma (anoxia) concentragdo de oxigénio (Alves, 2002; Zaidi et al., 2003).



Plantas tolerantes a esses ambientes possuem capacidade de adaptacdo
metabolico-bioquimica, morfoldgica e anatdmica para conseguirem sobreviver e
reproduzir (Fernandez, 2006).

A sensibilidade do milho em solos hipoxidos levou pesquisadores da
Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG, a desenvolverem, por meio de
melhoramento genético, uma variedade de milho chamada ‘Saracura’, tolerante
a estas condigdes, o que pode propiciar o seu aproveitamento nas areas de
varzea. Atualmente, o milho ‘Saracura—BRS-4154 ja passou por 18 ciclos de
selecao massal estratificada sob encharcamento intermitente.

Apesar de varios estudos basicos com o ‘Saracura’ terem sido realizados,
objetivando entender melhor o mecanismo de tolerancia das plantas (Magalhaes
et al., 2008; Lopes, 2005; Ferrer et al., 2005; Pereira, 2008), ndo existe ainda um
trabalho de comparacdo morfoanatomica com todos os ciclos de selegio em
condi¢des de campo.

Nesse contexto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
entender melhor os mecanismos de tolerancia e a eficiéncia de sele¢do entre as
caracteristicas morfoanatdmicas ao longo dos ciclos de selecdo do milho
‘Saracura’ que levaram os ciclos a adquirir uma maior tolerancia a ambientes

encharcados.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O solo de varzea

No Brasil ha grande disponibilidade de varzeas, o que poderia aumentar
a producgdo de alimentos. Existem, no pais, no total, 28 milhdes de hectares de
varzea, dos quais 12 milhdes estdo nos cerrados e, em Minas Gerais, 500 mil

hectares (Magalhaes et al., 2008).



As varzeas, também chamadas de planicie de inundag@o, sdo terrenos
baixos e relativamente planos, presentes nas margens dos rios, ribeirdes, lagos e
pantanos, sendo areas propensas a inundac¢des periddicas em periodos de chuva
(Curi et al., 1988).

Sob a denominacdo de solos de varzea aparecem diversas classes de
solos, abrangendo os do tipo Glei Himico, Glei pouco Humico, orgéanicos e
aluviais (Curi et al., 1988). O solo de varzea ¢ denominado de hidromorfico
devido a sua principal caracteristica de apresentar drenagem natural deficiente,
ocasionada pelo relevo plano associado a uma camada subsuperficial
impermedvel e a uma camada superficial rasa (Pinto et al., 1999). Embora
apresentem topografia e disponibilidade de agua favoravel, os solos de varzea
sdo acidos e deficientes em nutrientes, principalmente N, P, K e B (Azevedo et
al., 2000).

Nas varzeas ocorrem sérias mudangas nos processos fisicos, quimicos e
biologicos do solo. Porém, a natureza de tais mudangas depende das
caracteristicas fisico-quimicas intrinsecas do mesmo e da duragdo do excesso de
agua (Costa, 2004). As principais mudangas decorrentes de solos submersos sdo:
desaparecimento do oxigénio ¢ diminuigdo do potencial redox (Zaidi et al.,
2003); acimulo de dioxido de carbono, metano, hidrogénio e nitrogénio gasoso;
reducdo de ferro, manganés e sulfatos, resultando em um solo com coloracdo
cinza e¢ decomposi¢do mais lenta da matéria organica. Nos processos de
obten¢do de energia pelos organismos neste tipo de solo, surgem reagdes que
resultam na transferéncia de elétrons de substancias que servem como fontes de
energia para produzirem fontes de carbono na respiragdo. Os metais presentes
em varzeas sdo reduzidos a formas de menor valéncia recebendo elétrons e,

assim, substituindo o papel do oxigénio (Raij, 1991; Pezeshki, 2001).



2.2 O milho

Segundo levantamento brasileiro da safra de graos 2008/2009, divulgado
pela Conab, a area com a 1* safra de milho 2008/2009 esta estimada em 9,3 de
milhdes de hectares, com produgdo estimada de 34,9 milhdes de toneladas.
Somados estes valores ao volume estimado para a 2* safra 2008/2009, sera
ofertada ao mercado a producdo de milho total de 52,3 milhdes de toneladas
(Conab, 2009). Ja em relacdo a producao mundial do milho, estima-se que ela
permaneca inalterada em 2008, com 779,6 milhdes de toneladas, depois de um
aumento acentuado em 2007. O Brasil ¢ o terceiro maior produtor de milho,
atras somente dos Estados Unidos e da China (FAO, 2008).

Com um alto potencial de produgdo, valor nutricional e composi¢do
quimica, o milho é um dos mais importantes cereais cultivados no mundo. Além
disso, este cereal ¢ considerado como uma das espécies mais eficientes na
conversao de energia radiante em biomassa, devido a sua grande capacidade de
acumulagdo de fotoassimilados (Baldo, 2007).

O milho é uma graminea pertencente a familia Poaceae e a espécie Zea
mays L. Todos os milhos estdo incluidos nessa tnica espécie. Pertence a tribo
Maydeae, que possui sete géneros, dos quais dois sdo nativos do hemisfério
ocidental (Zea e Tripsacum) e cinco da Asia. Calcula-se que seja a América
Central ou o México a sua regido de origem, tendo sido desenvolvido ha 8 ou 10

mil anos (Paterniani et al., 2000).

2.3 Cultivo do milho em areas alagadas

Recentemente, grandes esforcos em pesquisas tém sido levantados para
se obter avangos no plantio de culturas em areas alagadas (Geigenberger et al.,
2000; Setter & Waters, 2003; Subbaiah & Sachs, 2003; S4 et al., 2003).

Na literatura, existem alguns trabalhos relacionados com a selecdo de

milho adaptado ao encharcamento. O milho é a espécie que, provavelmente,



possui maior variabilidade genética entre todas as espécies cultivadas (Parteniani
et al., 2000) e é notavel a sua variabilidade para caracteristicas que estdo ligadas
ao estresse por excesso de agua (Magahaes et al., 2008).

Zaidi et al. (2003 e 2004) procuraram genétipos de milho tolerantes ao
encharcamento em varzeas indianas. Estudando, comparativamente, milho
mexicano e indiano, estes autores constataram genotipos indianos bastante
eficientes quanto a tolerdncia (CM-118 ¢ CM-501), os quais tiveram boa
germinacdo em ambientes anoxidos e suas plantas jovens apresentaram
caracteristicas como clorofila (a/b), peso seco da parte aérea, volume de raiz,
transpiracdo, rendimento de grdos, intervalo entre a floracdo masculina e
feminina (IFMF) e agucares soliveis bastante superiores em relacdo as
testemunhas.

Também Zaidi et al. (2007), utilizando a selecdo de linhagens elites de
milho com favoraveis alelos para a tolerancia ao encharcamento, conseguiram
desenvolver hibridos com altos rendimentos e estaveis sob o excesso de agua.

Silva S. et al. (2007), utilizando cruzamento de linhagens, observaram a
heranga da tolerancia ao encharcamento do solo em milho avaliando
caracteristicas como peso seco da parte aérea e da raiz. O comportamento das
geragdes demonstrou a presenca de heterose. Estudos semelhantes mostraram o
desempenho de duas variedades venezuelanas frente ao excesso de agua. Estas,
comparadas com testemunhas, apresentaram maior desempenho quanto as
carcateristicas area foliar, massa seca, crescimento radicular, presenca

aerénquimas e raizes adventicias (Lizaso et al., 2001).



2.4 O milho ‘BRS 4154-Saracura’

Sdo poucos os materiais comerciais de milho adaptados a condi¢des de
encharcamento disponiveis no mercado. Com o incentivo do programa
Provarzea, surgiu a necessidade de se produzir uma variedade tolerante ao
encharcamento, pois havia uma preocupacdo com as areas ociosas apos a
colheita do arroz nas varzeas e o milho poderia ser uma cultura bastante
interessante para este proposito.

Em meados da década de 1980, a Embrapa Milho e Sorgo, localizada em
Sete Lagoas, MG, explorando as conhecidas varia¢cdes de tolerancia as
condi¢des de inundagdo por espécie de plantas, iniciou o desenvolvimento de um
composto de ampla base genética de uma mistura de 36 populagdes amarelas
para cultivo em areas de varzea (Parentoni et al., 1995).

O desenvolvimento desse material foi continuo, tendo sido utilizado o
método de selegdo recorrente fenotipica estratificada modificada. Cerca de
trezentas melhores espigas vém sendo selecionadas por ciclo. Uma mistura
balanceada de sementes ¢ plantada em uma area de tabuleiro e submetida a
encharcamento por inundagdo para se obter cada novo ciclo de selecdo. Para
produzir cada ciclo, caracteristicas primarias, como teor de clorofila,
tombamento, altura da espiga, altura da planta, empalhamento e susceptibilidade
a doencas foram analisadas.

Na ¢época da colheita, uma nova analise (secundaria) foi feita,
selecionando-se espigas sadias (Lopes, 2005). Apos 12 anos de estudos, ou se¢ja,
no décimo segundo ciclo de selegdo, este material foi lancado comercialmente
sob a sigla BRS 4154, milho ‘Saracura’. Todo o trabalho de melhoramento dessa
variedade foi direcionado para dotd-la de capacidade para suportar periodos
temporarios de encharcamento do solo, caracteristica que as cultivares de milho
disponiveis no mercado normalmente nao possuem. O nome milho ‘Saracura’ é

uma referéncia & ave comumente encontrada em terrenos alagadigos. Os ciclos



de seleg¢do continuam sendo realizados anualmente e hoje se encontra no décimo
oitavo.

Este milho selecionado para areas encharcadas apresenta ciclo precoce,
altura de planta em torno de 235 cm, altura de espiga 132 c¢m, produtividade
média de 5 a 6,5 t ha, 6tima resisténcia ao acamamento e ao quebramento, grao
do tipo semiduro e cor laranja (Paretoni et al., 1997).

O milho ‘Saracura’, comparado com a variedade BR 107, mostrou-se
superior quanto a tolerancia ao encharcamento. Apds o quarto dia de hipoxia, as
plantas da variedade BR 107 mostraram sensibilidade a deficiéncia de oxigénio
no meio, chegando a taxas de sobrevivéncia proximas de zero, enquanto a
sobrevivéncia do ‘Saracura’ aproximou-se de 73% (Vitorino et al., 2001).
Lemke-Keyes & Sachs (1989) compararam o ‘Saracura’ com uma variedade dos
Estados Unidos tolerante ao alagamento e os resultados mostraram que a sua
sobrevivéncia foi 29% maior, resultado mais que duas vezes superior a taxa de
sobrevivéncia do milho norte-americano (Alvez et al., 2002).

Em estudos com plantulas do milho ‘Saracura’, Dantas (1999) e Dantas
et al. (2001) observaram a formagao de grandes espacos intercelulares, formando
aerénquima lisigenos, tanto em raizes como em coleodptilos. Esse fendmeno
ocorreu devido ao aumento na atividade das enzimas de degradagdo e ao
afrouxamento de parede celular, celulase, poligalacturonase e xiloglucano
endotransglicolase. Com a presenga de calcio exdgeno (estudos apontam como
mensageiro em condicdes de hipoxia) também foi notavel a inibigdo de
aerénquima nas plantulas e esta inibicdo parece estar relacionada com um
possivel efeito de protecdo da parede celular contra as enzimas de hidrélise de
parede, causada pela presenga de cations de calcio junto a parede celular. Pinto
(2004), por meio de técnicas de hibridizacdo substrativas por supressao,
observou, na variedade ‘BRS 4154-Saracura’ o gene que expressa a

paracaspase, enzima da rota de morte celular programada que estd intimamente



ligada a formagdo de aerénquimas. Alves et al. (2002) e Fries (2003) também
observaram que a presenga do calcio é de suma importancia para a reparagao dos
danos causados pelo estresse no milho ‘Saracura’.

Adicionando cloreto de calcio a solugdo de germinacdo, alguns autores
observaram aumento na sobrevivéncia das plantulas sob hipoxia, tanto no
‘Saracura’ quanto em uma variedade ndo tolerante ao encharcamento, a ‘BR
107" (Gouvéa, 2001; Purcino, 2001; Vitorino, 2001). Fries (2006), estudando a
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no milho ‘Saracura’ sob
encharamento, percebeu que, com a presenca do calcio, a rota de eliminagdo
preferencial era a rota do ascorbato/glutationa e sem a presenca do calcio por
meio das catalases. Pereira (2008) observou que, ao longo dos ciclos de selecao
do milho ‘Saracura’, houve uma alteragdo nas atividades das enzimas radiculares
relacionadas ao estresse oxidativo, resultando em um aumento da catalase,
peroxidase do guaiacol e ascorbato. Este mesmo autor observou aumento da
atividade da enzima pepcase ¢ de isoformas da invertase dos ultimos ciclos em
relacdo aos primeiros.

Alguns parametros, como transpiracdo e resisténcia difusiva, foram
estudados nos ciclos iniciais do milho ‘Saracura’ e mostraram valores maiores
para o C4 em relagdo ao C1 (Parentoni et al., 1995). A porosidade das raizes
também foi avaliada nos ultimos ciclos de selecdo, sendo observado aumento ao
longo deles, o que evidencia a importancia dessa caracteristica em cultivares de
milhos tolerantes ao encharcamento (Magalhdes et al., 2008).

Parametros anatomicos também foram analisados no ciclo 14 do milho
‘Saracura’. Ferrer et al. (2004) observaram, em raizes, diminui¢do da epiderme,
alteragdes no cortex como a presenga de aerénquimas, exoderme e endoderme
pouco lignificada (fina), quando alagado, em relagdo ao irrigado normalmente.
Mesmas alteragdes foram observadas por Pereira et al. (2008), em experimento

conduzido em casa de vegetacdo. Ao longo dos ciclos de selecdo, as raizes



apresentaram aumento da eficiéncia da condugdo do xilema e floema, grandes
espacos intercelulares e diminuigdo da espessura do cortex e da exoderme.
Modifica¢des morfoanatomicas também foram observadas em folhas do
milho ‘Saracura’. Em um trabalho sobre a influéncia da aplicagdo do calcio
sobre o ‘Saracura’ em ambientes encharcados, realizado por Melo et al. (2004),
houve diminui¢ao dos feixes vasculares, variacdo no tamanho dos estomatos e
células buliformes. Além dessas alteragdes, Pereira (2008) também observou,
em casa de vegetacdo, ao longo dos ciclos de sele¢do, diminui¢ao do xilema, da
epiderme e da endoderme, aumento da densidade e do indice estomatico,
aumento da cuticula, do floema e aumento do niumero e do tamanho das células
buliformes. Todas essas caracteristicas contribuem significativamente para o

sucesso da cultura em solos encharcados.

2.5 Alteracdes fisiologicas e bioquimicas em plantas sob encharcamento

O excesso de agua no solo leva a consequéncias dramaticas no processo
difusivo, pois os gases se difundem 10.000 vezes mais rapido no ar do que na
agua e, com isso, ha um empobrecimento da disponibilidade de oxigénio
(hipoxia) tanto no solo quanto nas partes do vegetal. O declinio do oxigénio se
acentua ainda mais com a presen¢a de microrganismos aerobicos que utilizam
este mesmo gas em seus processos na rizosfera, podendo levar a erradicagdo
extrema do oxigénio (anoxia) (Dat et al., 2004).

Como o oxigénio ¢ o aceptor final de elétrons nas mitocondrias, sem sua
presenca cessam o transporte de elétrons, a fosforilagdo oxidativa e a oxidagdo
de NAD(P)H ¢ o ciclo dos acidos tricarboxilicos ¢ bloqueado nas raizes. Sem a
respiragdo mitocondrial ocorrem mudancas decrescentes na carga energética do
adenilato (propor¢des de ATP, ADP, AMP), devido a um rapido
deplecionamento de energia (ATP). Com o ciclo do acido tricarboxilico parado,

ocorre um aumento do potencial redox [NAD(P)H/NAD(P)] e ha um desvio para
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a rota glicolitica fermentativa, formando apenas 2 ATPs. Por causa da
declinacdo subita de energia ocorre um estimulo adicional chamado efeito
Pasteur, que aumenta ainda mais a rota da glicdlise ¢ da fermentagéo,
acarretando uma exaustdo das reservas de aglcares. O acumulo de piruvato
oriundo da rota da glicolise, que foi estimulado pelo efeito Pasteur, é agora
convertido em acido latico (fermentagdo latica). O lactato, além de ser toxico
para a planta, leva a redugdo do pH citoplasmatico (acidose citoplasmatica),
ocasionando danos a planta. Para desviar desse problema, o metabolismo vegetal
comega transformar piruvato em etanol (fermentacdo alcodlica) em vez de
lactato, porém, o etanol ¢ altamente toxico para a planta, levando desordens ao
metabolismo (Fukao & Bailey-Serres, 2004; Sairam et al., 2008). McManmon &
Crawford, (1971) propuseram uma teoria de que plantas tolerantes ao
alagamento possuem um desvio da rota fermentativa, acumulando malato devido
a delecdo da enzima malica-NADP em seu metabolismo. Assim, ha um
esquivamento da toxidez por produtos como etanol e lactato, porém, existem
algumas excecgdes.

Nas primeiras duas horas de estresse anaerdbico, ocorre forte repressao
da sintese de proteinas aerobicas, acompanhada de progressiva indugdo de
sintese de proteinas anaerobicas relacionadas com as enzimas da rota da
glicolise, da fermentagdo e¢ enzimas da parede celular (Sachs et al., 1996;
Subbaiah & Sachs, 2003).

Plantas sob estresse anaerdbico possuem uma limitagdo nas trocas
gasosas pelo fechamento estomadtico. A baixa disponibilidade de oxigénio pode
afetar a condutancia estomatica, diminuindo a perda de 4gua pela transpiragdo e
também a assimila¢do de carbono (Else et al., 2001; Fernandez, 2006). As
plantas sensiveis ao alagamento apresentam uma diminui¢do na fotossintese
(Chen et al., 2005), devido a fatores ndo-estomaticos (bioquimicos), tais como

redugdo da atividade da rubisco (Yardanova et al., 2005), mas ha relatos de
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inibigdo da fotossintese por fatores estomaticos (Liao & Lin, 2001). Ja as plantas
tolerantes conseguem manter sua atividade fotossintética constante maior,
mesmo em ambientes hipoxidos (Li, 2004).

Como o alagamento causa inibi¢do do fotossistema II, em algumas
espécies ¢ observada diminui¢do da relagdo Fv/Fm (Fernandez, 2006). Além
disso, o estresse por excesso hidrico pode levar a diminui¢do dos pigmentos
(clorofila a e clorofila b) (Ashraf & Habib, 1999; Drew, 1997).

Formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) também pode ocorrer
em condi¢gbes de estresse por hipoxia. Eles causam prejuizos ao metabolismo
celular pela oxidagdo lipidica e levam a mutagdo no DNA e a degradacdo de
pigmentos. H4 relatos de que os EROs também funcionem como sinalizadores

em células sob hipoxia (Moller et al., 2007; Sairam et al., 2008).

2.6 Modificacées anatomicas e morfologicas em plantas sob encharcamento

Com a hipoxia, ocorre queda drastica na absor¢do de agua e transporte
de nutrientes, além de redug¢do do crescimento da raiz e da parte aérea,
diminuindo a relagdo raiz/parte aérea (Liao & Lin, 2001).

Estudos tém revelado adaptacdes morfologicas e anatomicas que
permitem o transporte do oxigénio do caule para a raiz (difusdo longitudinal) e
do cortex para a rizosfera (difusdo radial), deficientes em oxigénio, sendo crucial
para o desenvolvimento de plantas tolerantes ao encharcamento (Colmer, 2003b;
Jackson, 2008). Dessas adaptacdes, a principal ¢ a presenga de aerénquima, um
tecido especializado caracterizado por espagos celulares constituidos de gases.
Apobs o estresse, rapidamente, eles sdo formados em folhas, caules ou raizes.
Dois mecanismos de formacao de aerénquima t€m sido descritos: esquizdgeno e
lisigeno. O primeiro envolve o afastamento de células pelo afrouxamento da
parede celular e o segundo envolve lise ¢ morte celular programada. A formagao

do aerénquima pode ser constitutiva, ou seja, mesmo sem estimulo ambiental
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(como excesso de agua), ha a presenga de aecrénquima em seus tecidos ou, entdo,
ocorrer somente por um estimulo ambiental, como acontece com o milho (Drew
et al., 2000; Evans, 2004; Seago et al., 2005). Diferentemente, no milho
selvagem (teosinto) os espacos intercelulares ocorrem de maneira constitutiva
(Mano et al.,, 2006). A formacdo de aerénquima leva a um aumento na
porosidade da raiz em varias plantas alagadas, inclusive no milho (Vodnik et al.,
2009).

Algumas plantas em hipoxia possuem barreiras no coértex (células
suberizadas abaixo da hipoderme-exoderme) que impedem a saida do oxigénio
(que esta escasso) para a rizosfera. Porém, nem todas as plantas utilizam essa
adaptacao, pois ha a necessidade de reoxigenagdo da rizosfera (aeracao radial), o
que impede a formacdo de compostos toxicos (Soukup et al., 2007; Colmer,
2003b). Como estruturas de ventilacdo também podem ocorrer lenticelas,
principalmente em espécies arboreas.

Outra mudanga morfolégica importante no encharcamento ¢ a formagao
de raizes adventicias que contribuem com maior absor¢do de dgua e nutrientes
em resposta a ineficiéncia da atividade das raizes antigas, além de reoxigenar
locais superficiais onde se encontram (Colmer, 2003a). Outras caracteristicas
também sdo observadas, como didmetro dos vasos condutores, diminui¢do da
endoderme ¢ epiderme (Pereira et al., 2008).

A folha também passa por uma grande plasticidade fenotipica em
estresse por hipoxia, podendo ocorrer diminuicdo da cuticula ¢ do mesofilo,
produzindo menor resisténcia a difusdo de gases ¢ mudancas no didmetro dos
vasos condutores (aumento do floema e diminui¢do do xilema), levando a maior
absor¢do e fluxo de agua e minerais e melhor distribui¢do de fotoassimilados,
além do aumento do didmetro ¢ do nimero de células buliformes (no caso do
milho) e diminui¢do da area foliar (Liao & Lin, 2001; Ferrer et al., 2004;
Voesenek et al., 2006; Pereira, 2008).
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2.7 O sistema radicular

A arquitetura radicular ¢ um importante fator para a exploragdo do solo
(Lynch, 2007). Mudangas na estrutura radicular podem ser evidenciadas em
plantas sob encharcamento (Vasellati et al., 2001).

O decréscimo do oxigénio leva a diminui¢do da condutividade
hidraulica e afeta a regulacdo das aquaporinas (por causa da diminui¢do do pH)
e, com isso, a absor¢do da agua decresce (Dell’ Amico et al., 2001; Tournaire-
Roux et al., 2003).

Tanto as raizes adventicias quanto os aerénquimas presentes nelas e em
outras raizes ajudam a aumentar a difusdo do oxigénio atmosférico, mantendo a
respiragdo aerobica, bem como a absor¢do de aguas e nutrientes (Colmer,
2003b). Um maior comprimento de raiz pode levar a uma melhor exploracdo do
solo (preferencialmente se for de forma econémica) e, consequentemente, maior
absorcdo de agua e de nutrientes, além de maior aeragdo. Em ambiente
desfavoravel, ¢ de suma importancia o crescimento da raiz sem gasto
dispendioso. Assim, os aerénquimas sdo uma grande forma de economia de
carbono, refletindo no aumento do comprimento especifico das raizes
(comprimento da raiz/peso seco da raiz) (Miller et al., 2003) e favorecendo a
maior exploragdo do volume do solo em busca de oxigé€nio. Outro parametro
caracteristico de raizes de plantas em ambientes estressados ¢ uma alta
densidade de tecido de raiz (massa da raiz/volume) que acaba diminuindo o
comprimento especifico. Raizes com grande quantidade de tecido morto como
esclerénquima, refletem as altas densidades de tecido (Wahl &Ryser, 2001).

E relatado que raizes finas (até dois milimetros de didmetro) sdo
responsaveis pela absorcdo de agua e nutrientes e as raizes grossas (acima de 2
milimetros) sdo responsaveis pela fixagdo da planta ao solo. Outras fungdes
podem estar no sistema radicular, como as de armazenamento, reprodugdo

assexuada e sintese de hormdnios (Fitter, 2002). Plantas com maior quantidade
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de raizes finas possuem maior desenvolvimento e sdo mais vigorosas, podendo
resultar em maiores chances de sobrevivéncia (Silva, A. et al., 2007).

Comparando gendtipos de milho tolerantes ao encharcamento, Zaidi et
al. (2003) observaram que o genétipo de maior adaptagdo a hipoxia tinha
volume radicular e biomassa (peso da raiz/peso da parte aérea) destacavel entre
0s outros genotipos. Portanto, estes parametros também sdo interessantes de se
analisar em estudos de morfologia radicular.

Genotipos com maior desempenho radicular (responsaveis pela absorgao
de agua e nutrientes) possuem os caracteres comprimento da raiz, didmetro
médio, area de superficie e quantidade de raizes finas que, medidos, podem
fornecer matrizes para selecdes de plantas tolerantes a condigdes de estresse com
maior desenvolvimento e crescimento (Silva, A. et al., 2007). Com o avango da
tecnologia, essas analises de caracteres estdo mais rapidas e mais confiaveis,
além de tornarem possiveis algumas medidas antes ndo realizadas (Bouma et al.,
2000; Himmelbauer et al., 2004). O uso de imagens digitais e softwares
baseados no método de intersecdo de linhas (proposto por Newman, 1966 ¢
modificado por Tennant, 1975, como o WinRHIZO) permitem essas avaliagdes.

O programa denominado WinRHIZO Basic (Reagent) permite estudos
de raizes lavadas por meio de um sistema de andlise digital especifico. O
WinRHIZO avalia a morfologia (comprimento, area ¢ volume), a topologia, a
arquitetura e a colorag@o ¢ é constituido de um programa de computador e de

componentes de aquisi¢do de imagem (Himmelbauer et al., 2004).
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1 RESUMO

O milho é uma cultura sensivel ao encharcamento do solo e seu cultivo nessas
areas pode levar a perdas consideraveis. A sensibilidade do milho em condi¢des
de hipoxia levou a Embrapa Milho Sorgo a desenvolver, por meio da sele¢ao
recorrente fenotipica estratificada, uma variedade tolerante ao encharcamento
intermitente do solo, o ‘Saracura-BRS 4154°. Atualmente, esta variedade se
encontra no 18° ciclo anual de selecdo. Este trabalho foi realizado com o
objetivo de verificar, nos sucessivos ciclos de selecdo do milho ‘Saracura’, o
ganho em relagdo as caracteristicas morfologicas radiculares, por meio do
analisador de imagens WinRHIZO. O ensaio foi conduzido em casa de
vegetacdo, na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG, iniciando o
encharcamento do solo logo apds a emergéncia. Foram utilizados uma
testemunha (BR 107) e dez ciclos de selecdo (C1 a C18, alternados). O ensaio
foi colhido aos 18 dias apds a emergéncia. As caracteristicas morfologicas
radiculares avaliadas foram: matéria seca: da parte aérea, da raiz, total e relagdo
raiz/parte aérea; comprimento total de raiz; area de superficie de raiz total;
diametro médio de raiz; volume de raiz total; comprimento especifico, densidade
de tecido de raiz e comprimento por classes de diametro (muito fina, fina e
grossa). Nao houve diferencas significativas nas caracteristicas de massa seca,
comprimento de raizes muito fina e grossa, didmetro médio e area superficial de
raizes grossas. No entanto, os ultimos ciclos de selecdo apresentaram raizes mais
finas, maior volume, area superficial e comprimento radicular com baixo custo
metabodlico, o qual favorece a sobrevivéncia das plantas em ambientes
encharcados.

Palavras-chave: WinRHIZO, encharcamento, Zea may L., morfologia de raizes,
milho ‘Saracura’.
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2 ABSTRACT

Maize crop is sensitive to soil flooding, and its cultivation in these conditions
will cause significant losses in crop productivity. Due to this fact Embrapa
Maize and Sorghum Research Center develop through mass selection a maize
variety tolerant to intermittent soil flooding: the Saracura Maize — BRS 4154.
This variety is on 18° annual selection cycle. The objective of this work was to
verify gains related to morphological characteristics in the Saracura maize
selection cycles, by using a digital image analyzer called WinRHIZO. The
experiment was carried out in green house conditions at Embrapa Maize and
Sorghum Research Center, Sete Lagoas city, MG. The soil flooding started right
after plant emergence. It was studied 11 treatments, including a check and 10
cycles of selection (C1 throughout C18, alternated). The trial was harvested 18
days after emergence, evaluating morphological characteristics, such as: shoot
and root dry matter, shoot/root ratio, root total length, root total surface area,
root average diameter, total root volume, specific length, root tissue density and
length by classes (very fine, fine and thick). There was no significant differences
on dry matter parameters, root very fine length and thick, average diameter and
superficial area of thick roots. The last cycles of selection resulted in very fine
roots, greater volume, superficial area and root length with low metabolic cost
which favors the plant development on these flooded environments.

Key words: WinRHIZO, flooding, Zea mays L., root morphology, ‘saracura’
maize.
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3 INTRODUCAO

Em condi¢des normais, o sistema radicular estd em contato com o
oxigénio, com uma pressao parcial equivalente ‘da atmosfera gasosa. A reducdo
desse gas no solo resulta em hipoxia (baixa concentragdo de oxigénio) ou anoxia
(auséncia de oxigénio) (Sairam et al., 2008). Esse fenomeno ¢ encontrado,
geralmente, em areas alagadas, como as planicies de inundagdo mais comumente
chamadas de varzeas, onde ocorrem inundagdes periddicas, nas épocas de chuva,
devido ao nivel freatico pouco profundo (Curi et al., 1988). Geralmente,
agricultores dessas regioes cultivam unicamente o arroz, cultura mais adaptada a
essas condicdes, a qual resulta, além de custos elevados de implantacdo, também
em problemas gerados com a monocultura (Silva, S. et al., 2007).

O crescimento ¢ completamente inibido em condi¢des de estresse por
hipoxia. Em condic¢des alagadas, as raizes crescem somente na regido superficial
e ndo conseguem explorar totalmente o volume do solo como em condig¢des
aeradas. Sem oxigénio nas raizes a respiracdo mitocondrial ¢ bloqueada e a
produgdo de energia fica restrita a fermentagdo com um rendimento de 2 ATPs
(Fukao & Bailey-Serres; 2004; Sairam et al., 2008). Além disso, a hipoxia
diminui a condutividade hidraulica e afeta as aquaporinas, diminuindo a
absor¢do de agua e de nutrientes da raiz (Dell’amico et al., 2001; Tournaire-
Roux et al., 2003).

E relatado que raizes finas (até 2 mm) sio responsaveis pela absor¢io de
adgua e nutrientes e as raizes grossas sdo responsaveis, principalmente, pela
fixacdo da planta ao solo (Fitter, 2002; Silva, A. et al., 2007a). Enquanto a
biomassa radicular determina o custo associado a construcdo e 4 manutengdo, o
comprimento de raizes determina a capacidade de adquirir agua e nutrientes

(Bouma et al., 2000). Muitos estudos tém revelado mudancas morfoanatomicas
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em plantas frente ao excesso hidrico (Vasellati et al., 2001; Jackson, 2008;
Vodnik et al., 2009).

Um dos métodos mais utilizados na caracterizacdo da morfologia é o
proposto por Newman (1966) e¢ modificado por Tennant (1975). Sua ampla
utilizagdo ¢ particularmente devido ao pequeno tempo requerido para realizar as
analises, em compara¢do aos métodos manuais. Além disso, softwares baseados
neste mesmo método conseguem, por meio da andlise de imagens digitais,
realizar medidas até entdo ndo mensuradas, como numero de raizes finas e
diametro médio das raizes (Bouma et al., 2000, Costa et al., 2002). De acordo
com Himmelbauer et al. (2004), o software WinRHIZO Basic (Regent) realiza
medidas precoces de pardmetros morfologicos (comprimento, area e volume)
bastante adequados para estudos de raizes lavadas.

Na tentativa de buscar um aumento na producio de alimentos, o milho
se torna uma espécie oportuna para preencher as areas ociosas logo apds a
colheita do arroz nas varzeas. Sabe-se que o milho ¢ uma cultura sensivel ao
encharcamento e seu cultivo nessas areas pode levar a perda consideraveis.
Entretanto, uma grande variabilidade genética tem sido encontrada na espécie
Zea mays L., sendo de grande valia para os melhoristas (Zaidi et al., 2003; Zaidi
et al., 2004).

A sensibilidade do milho em condi¢des de hipoxia levou a Embrapa
Milho Sorgo a desenvolver, por meio da selegdo recorrente fenotipica
estratificada, uma variedade de milho tolerante ao encharcamento do solo: o
‘Saracura-BRS 4154’ (Parentoni et al., 1997). Atualmente, esta variedade se
encontra no 18° ciclo anual de selecdo. Uma das caracteristicas pouco estudadas
no milho ‘Saracura’ é sua morfologia radicular, o que se justifica pela
dificuldade em se amostrar e avaliar as raizes do milho. Nao havia, até pouco
tempo atras, aparelhagem ou, mesmo, uma metodologia adequada e confiavel

que fosse capaz de caracterizar, analisar e quantificar as raizes de milho. Com o
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auxilio do sistema de analise de imagens digitais WinRHIZO, esse cenario tende
a mudar, sobretudo para a avaliagdo precoce do sistema radicular.

Com base nesse contexto, este trabalho foi realizado com o objetivo de
verificar, nas raizes, o ganho em relagdo as caracteristicas morfologicas nos
sucessivos ciclos de selecdo do milho ‘Saracura’, utilizando-se o analisador de

imagens WinRHIZO.

4 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido no més de janeiro de 2009, em regime de casa
de vegetagdo, na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG (altitude de 732
m, latitude Sul 19°28’, longitude oeste 44°15°). O encharcamento do solo foi
iniciado logo ap6s a emergéncia. O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos ao acaso, com quatro repeticdes e, como material genético, foram
utilizados os ciclos de sele¢do do milho ‘Saracura-BRS 4154’ intercalados: C1,
C3, C5, C7, C9, Cl11, C13, C15, C17 e C18 e uma variedade, BR 107, como
testemunha, conhecida pela suscetibilidade ao encharcamento (Magalhies et al.,
2007). O material foi plantado em vasos de 8 kg preenchidos previamente com
solo de varzea classificado como Neossolo Fluvico Tb, Eutrofico Tipico, textura
argilosa, fase relevo plano campos de varzea (Embrapa, 1999). A adubacao foi
feita de acordo com a recomendacdo da analise do solo.

O ensaio foi colhido aos 18 dias apds a emergéncia. Para as analises do
sistema radicular, foram coletadas 3 plantas inteiras (sistema radicular e parte
aérea), retirando-se blocos de solo, com o auxilio de uma espatula de metal
separando, portanto, parte aérea e blocos de solo com as raizes. A parte aérea
das trés plantas foi levada para estufa de circulagdo forcada, a 72°C, até atingir
peso constante, para a determinagdo de massa seca (MSPA — g 3 plantas™). Os

blocos de solo contendo as raizes foram transportados imediatamente para o

30



Laboratorio de Fisiologia Vegetal da Embrapa Milho ¢ Sorgo e colocados em
peneiras de 20 Mesh a as raizes foram submetidas a lavagem em agua corrente.
Em seguida, as raizes das trés plantas foram armazenadas em etanol 70%, para
evitar desidratacdo, até o dia da avaliacdo da morfologia. Apos a avaliagdo, as
raizes foram levadas para a estufa, para determinagdo de massa seca (MSR — g 3
plantas™), massa seca total (MST — g 3 plantas™) e relagdo raiz/parte aérea

(MSR/MSPA) conforme citado para parte aérea.

As raizes foram dispostas em uma cuba de acrilico de 20 cm de largura
por 30 cm de comprimento contendo agua destilada e sua morfologia foi
analisada utilizando-se o sistema WinRHIZO Pro 2007a (Régent Instr. Inc.),
acoplado a um scanner profissional Epson XL 10000 equipado com unidade de
luz adicional (TPU). Foi utilizada uma defini¢ao de 400 (dpi), como descrito por

Bouma et al. (2000) e Costa et al. (2002).

As caracteristicas morfologicas radiculares avaliadas foram:
comprimento total de raiz (CTR - cm), area superficial de raiz total (ASR —
cm?), didmetro médio de raiz (DMR — mm), volume de raiz total (VRT — cm’),
comprimento especifico (CE — cm g') e densidade de tecido de raiz
(DTR — g cm™). Também foram realizadas classificacdes de raizes por trés
classes de didmetro, como proposto por Bhom (1979), que forneceu raizes muito

finas (0<0,5 mm), raizes finas (0,5 mm<@<2 mm) e raizes grossas (@>2 mm).

Os dados foram testados quanto a normalidade, pelo teste de Shapiro-
Wilk, e quanto a homocedacidade, pelo teste de Lavene e apresentaram
distribuicdo normal e varidncias homogéneas. Para andlise estatistica dos
resultados, utilizaram-se a analise de varidncia e o teste de comparacdao de
médias Skott-Knott, a 5% de probabilidade, no programa estatistico gratuito

SISVAR versdo 4.3 (Ferreira, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado um aumento significativo nas caracteristicas de
comprimento total de raiz, area superficial e volume total nos ultimos ciclos de
selecdo, em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 1). Essa significancia foi
especialmente observada em C15, C17 e C18 para CTR, enquanto que, para
ASR (excetuando o C15) e VTR, foi observado o acréscimo a partir do sétimo
ciclo de selecdo (C7). O CTR do primeiro ciclo correspondeu a 68,8% do
comprimento encontrado no ultimo ciclo. Em relagdo a testemunha, o
comprimento foi menor correspondendo a 60,1% do ciclo 18. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas para a caracteristica DMR

(Tabela 1).

TABELA 1 Médias dos ciclos de selecdo do milho ‘Saracura’ (C1 a C18) e
testemunha (BR 107), submetidos ao encharcamento, para as
caracteristicas de raiz: comprimento total (CTR), area superficial
(ASR), diametro médio (DMR) e volume total (VRT).

CTR ASR DMR VRT

Tratamentos 2 3
cm cm mm cm

BR107 1740,50b * 315,20b 0,306a 4,508b
Cl 1993,22b 356,85b 0,356a 4,846b
C3 1700,90b 359,00b 0,305a 5,500b
C5 1984,20b 410,02b 0,359a 5,074b
C7 2017,90b 500,20a 0,387a 7,830a
Cc9 2391,20a 516,09a 0,369a 7,375a
Cl1 2059,97b 508,10a 0,331a 7,000a
Cl13 2060,69b 442.37a 0,389a 6,530a
Cl15 2522,04a 363,90b 0,305a 6,730a
C17 2775,87a 481,05a 0,362a 7,630a
Cl18 2896,61a 527,80a 0,367a 7,810a
CV(%) 17,11 21,50 23,27 21,36

* Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade (P>0,05).
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Mudangas na morfologia radicular foram verificadas por Henshaw et al.
(2007), estudando a morfologia da soja (Glycine max L. Merr) pelo uso de
imagens digitais por meio do WinRHIZO. Esses autores verificaram uma
diminuigdo no comprimento, na area superficial, no volume e no diametro de
raizes primarias alagadas em relagao ao controle (ndo alagado).

Varios estudos mostram a inibi¢do no comprimento de raizes em plantas
alagadas (Bouma et al., 2001; Bell & Sultan, 1999). Albrechtova et al. (1997),
testando um método ndo destrutivo com imagens 3D de raizes de milho cv. CE
250, estimaram uma diminui¢do no comprimento total radicular devido a
condi¢des de hipoxia por alagamento. Henshaw et al. (2007) também
observaram um aumento nas caracteristicas morfologicas de raizes adventicias
de soja (comprimento, volume, area superficial) no decorrer das semanas de
alagamento, sendo a presenca destas raizes uma importante caracteristica para a
adaptacdo a ambientes com hipoxia.

Alguns autores demonstraram que a presenga de raizes adventicias em
milho e em outras espécies pode favorecer a aeragdo e a absor¢do de agua e
nutrientes em regides em que as raizes seminais tém sido severamente afetadas,
favorecendo, assim, a exploragao do solo ¢ a tolerancia ao encharcamento (Drew
et al., 1979; Colmer, 2003; Zaidi et al., 2004).

Vodnik et al. (2009), em estudos com milho, relataram que um aumento
no numero de raizes adventicias propiciou um maior comprimento total de
raizes, portanto, ¢ possivel que o aumento no comprimento total das raizes do
milho ‘Saracura’ esteja diretamente ligado as raizes adventicias. Um maior
comprimento da raiz total dos ultimos ciclos do milho ‘Saracura’ pode favorecer
a adaptagdo das plantas de milho, pela maior exploragdo de nutrientes e oxigénio
do solo. O mesmo foi encontrado no interior de florestas de mangu, e em plantas
que aumentam sua proliferagdo radicular como estratégia para a captura de

nutrientes e a diminuigao da perda de oxigénio (Mckee, 2001).
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A ASR ¢ o VRT também foram maiores a partir do sétimo ciclo de
selecdo, correspondendo a um aumento de 40,3% (C18) e 38% (C18),
respectivamente, em relagdo ao primeiro ciclo (Tabela 1). A testemunha foi a
que apresentou menores valores em relagdo a area superficial e ao volume,
contudo, nas duas caracteristicas avaliadas, os ciclos 1, 2, 3 mais a testemunha
estiveram agrupados como estatisticamente iguais.

Estudos de tolerancia ao encharcamento do solo em varzeas indianas
relataram aumento no volume total de raizes nos genotipos tolerantes (CM-118 e
CM-501) em relagdo aos sensiveis (CML-80 e CML-75). Nestes estudos, os
autores relataram que o genoétipo tolerante CM-118, em relagdo a condigdes de
normoxia, teve um acréscimo de 40,4% do volume radicular em condi¢des de
hipoxia (Zaidi et al., 2003), mostrando que diferencas no volume podem ter
contribuido no grau de tolerancia tanto no CM-118 como no presente estudo
com o ‘Saracura’. Um aumento no volume de raizes para cereais, quando a
concentragdo de nutrientes ¢ a mesma em toda superficie radicular, pode levar a
uma maior eficiéncia de absorc¢do de nutrientes (Costa et al., 2002). Ja Imada et
al. (2008) afirmam que a area superficial de raiz é que esta mais relacionada com
a absor¢do de nutrientes. Uma maior area de superficie pode ajudar a planta a
obter fontes de nutrientes que estdo deficientes. Em solos encharcados,
normalmente, ha diminui¢do na disponibilidade de nutrientes (Azevedo et al.,
2000); em contrapartida, os ultimos ciclos de selecdo do milho ‘Saracura’ na
presente pesquisa poderdo apresentar maior eficiéncia na absor¢do devido ao
aumento das caracteristicas anteriormente citadas.

Apesar de serem encontrados trabalhos mostrando aumento do diametro
de raizes de outras espécies alagadas (Visser et al., 1996), com o milho ndo
foram encontradas diferencas significativas no didmetro entre os ciclos de
selecdo do ‘Saracura’ submetidos ao encharcamento. Ryser (2006) aponta que

raizes com maior didmetro podem levar a uma diminuicdo do comprimento
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especifico, entretanto, alteragcdes no comprimento especifico de raizes no milho
‘Saracura’ estudado neste trabalho néo ocorreram em detrimento do didmetro.

A analise de raizes de milho por classe de didmetros também mostrou
diferengas significativas entre os ciclos nas caracteristicas CRF, ASMF, ASF
(Tabela 2). Houve um aumento destas caracteristicas, sobretudo nos dois ultimos
ciclos de selecao, para CRF e ASMF e a partir do C15 para ASF. O ciclo 18
apresentou CRF 38,5% maior que a testemunha (Tabela 2). O ciclo 18
apresentou ASMF e ASF, respectivamente, 23,3% e 36,4% maiores do que o
primeiro ciclo. Nao houve diferencas estatisticamente significativas para
comprimento de raizes muito finas (CRMF), comprimento de raizes grossas
(CRGQG) e area superficial de raizes grossas (ASQG).

Como o método de selecao utilizado no milho ‘Saracura’ foi o recorrente,
em que uma mistura balanceada de sementes do ciclo atual com o ciclo anterior
¢ plantada em uma area de tabuleiro e submetida a encharcamento para a
obtencao do novo ciclo, nem sempre ocorrem ganhos genéticos lineares. Devido
a esse fator, em algumas caracteristicas (CTR, ASR, VRT, CRF, ASMF e ASF),
podem-se observar maiores médias em alguns ciclos iniciais do que nos ciclos

mais avancados (Tabelas 1 ¢ 2).
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TABELA 2 Médias das caracteristicas CRMF (comprimento de raizes muito
finas), CRF (comprimento de raizes finas), CRG (comprimento de
raizes grossas), ASMF (area superficial de raizes muito finas),
ASF (area superficial de raizes finas), ASG (area superficial de
raizes grossas), MSPA (massa seca da parte aérea), MSR (massa
seca da raiz), MST (massa seca total), MSR/MSPA (relagdo massa
raiz/parte aérea), CE (comprimento especifico) e DTR (densidade
de tecido de raiz) dos ciclos de selegdo (C1 a C18) do milho
‘Saracura’ e testemunha (BR107) submetidos ao encharcamento.

CRMF CRF CRG ASMF ASF ASG

Tratamentos 2 2 2
cm cm cm cm cm cm

BR107 1389,56a* 496,30b  39,32a  0992,50b 206,20b  47,50a
Cl1 1418,72a 619,66b  5221a 1239,00b 165,92b  63,70a
C3 1290,91a 538,74b  43,80a 1077,50b 176,93b  53,62a
C5 1491,22a 614,58b  50,72a 1229,00b  200,90b  62,35a
C7 1764,17a 739,06a  61,57a 1477,75a  240,55a  80,93a
C9 2076,84a 769,85a  57,2la 1539,75a  211,99b  68,45a
Cl11 1396,10a 641,83b  34,56a 1283,75b 251,83a  41,19a
C13 1737,32a 673,53a  46,60a 1247,25a 219,60b  57,62a
C15 1348,83a 566,07b  38,38a 1132,25b  242,76a  46,45a
C17 1661,32a 729,11a 57,83a 1448,25a 242.64a 70,59a
C18 2006,00a 807,75a 54,77a 1615,25a 260,87a 68,19a
CV(%) 26,77 20,04 32,07 20,04 18,18 34,84

MSPA MSR MST CE DTR

framentos Gpld)  (@GplY) (@GplY) M emig)  (gem?).

BR107 6,38a 0,60a 6,98a 0,097a 2920,4b  0,132a
Cl1 6,02a 0,63a 6,64a 0,105a 3226,2b  0,130a
C3 5,82a 0,60a 6,42a 0,102a 3062,8b  0,122a
C5 5,60a 0,62a 6,23a 0,145a 3201,1b  0,120a
C7 5,27a 0,66a 5,93a 0,127a 3095,4b  0,097b
C9 5,20a 0,52a 5,72a 0,102a 4683,1a  0,075b
Cl11 6,21a 0,70a 6,88a 0,120a 3105,1b  0,095b
C13 5,82a 0,65a 6,47a 0,112a 317796  0,102b
C15 5,52a 0,64a 6,15a 0,117a 4031,1a  0,092b
C17 6,39a 0,66a 7,05a 0,107a 4330,2a  0,092b
C18 5,90a 0,77a 6,67a 0,130a 5197,4a  0,075b
CV(%) 12,59 12,55 11,84 14,01 23,11 2231

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente
entre si, pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade (P>0,05).

As raizes finas tém grande (quase que total) papel na absorcdo de agua e

nutrientes (Eissenstat et al., 2000). Plantas com grandes quantidades de raizes
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finas podem resultar em plantas mais vigorosas (Silva, S. et al., 2007). Essa sdo,
portanto, as possiveis razdes para que os Ultimos ciclos de selecdo apresentem
maior quantidade de raizes finas e maior area de superficie, favorecendo a
exploragdo e a obtengdo de agua e nutrientes. Ao contrario, os primeiros ciclos e
a testemunha apresentaram baixo desenvolvimento de raizes finas e,
consequentemente, baixa area superficial radicular. O encharcamento pode levar
a inibicdo e a morte de raizes, principalmente as finas. Estudos morfologicos de
Populus alba mostraram que raizes finas (até 1 mm de didmetro) foram inibidas
devido a exposi¢ao a baixas concentragdes de oxigénio, em decorréncia da lenta
difusdo de gases na dgua comparado com o ar (Imada et al., 2008).

Com relagdo ao acumulo de matéria seca, ndo houve diferengas
significativas entre os tratamentos, para as caracteristicas MSR, MSPA, MST,
MSR/MSPA (Tabela 2). Trabalhos de melhoramento de milho para ambientes
encharcados tém utilizado o acumulo de matéria seca da raiz e parte aérea como
caracteristicas determinantes (Silva et al., 2006; Silva, A. et al., 2007).
Decréscimo na acumulagdo de massa seca em condigdes de hipoxia tem sido
noticiado em plantas jovens de milho (Zaidi et al., 2003). Nestas condig¢des, 0s
gendtipos sensiveis ao encharcamento tiveram menor massa seca radicular,
resultando em um decréscimo na relagio MSR/MSPA. Entretanto genotipos
tolerantes apresentaram maior massa seca de raiz e total.

Para CE e DTR foram observadas diferengas significativas (Tabela 2).
Os ciclos 9, 15, 17 e 18 apresentaram comprimento especifico (CE) semelhantes,
porém, diferentes entre os tratamentos restantes, os quais apresentaram menores
meédias. O ciclo 18 resultou em um aumento de 43,8% de comprimento
especifico em relacdo a testemunha.

Para a densidade de tecido de raiz (DTR), os ciclos 1, 3, 5 ¢ a
testemunha apresentaram mesmo grupo estatistico com maiores médias em

relagdo aos demais tratamentos. A maior densidade ocorreu na testemunha com
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0,132 g cm™ e as menores densidades ocorreram nos ciclos 9 ¢ 18, com um valor
de 0,75 g cm™.

Teoricamente, um maior comprimento especifico reflete em uma maior
exploragdo e aquisicdo de agua e nutrientes no solo por unidade de carbono
investido (Bouma et al., 2001). Portanto, as raizes dos ciclos 9, 15, 17 ¢ 18 do
milho ‘Saracura’ apresentam menor gasto de construcdo linear (gramas de
carbono/comprimento), por apresentarem maior comprimento especifico (Tabela
2). Em ambiente desfavoravel, ¢ de suma importancia o crescimento da raiz
(para maior exploragdo do solo) sem gasto dispendioso (Ryser, 2006). Bell &
Sultan (1999) observaram maior explorag¢do do solo por Polygonum persicaria e
Polygonum cespitosum, devido ao aumento no comprimento especifico sob
condi¢des de alagamento. Tais respostas, tanto no género Polygonum quanto no
milho ‘Saracura’, contrariam a hipotese de alguns autores (Eissenstat, 1992) que
relataram que um maior comprimento especifico e maior comprimento de raizes
finas seriam desvantajosos em ambientes alagados, pois aumentaria a area
superficial radicular, o que, de acordo com Sorrel (1994), leva a uma maior
perda de oxigénio das raizes para o solo.

De fato, no milho ‘Saracura’ houve um aumento tanto do comprimento
especifico quanto da area superficial (de raizes muito finas, finas e totais),
porém, Mckee (2001) e Bell & Sultan (1999) relataram que a presenga de
estruturas anatomicas envolvidas no aumento da concentracdo interna de
oxigénio, como aerénquimas, invalida esta hipotese em relagdo a area superficial
radicular. Ao longo dos 18 ciclos de selecdo do milho ‘Saracura’, Pereira et al.
(2008) observaram um aumento significativo na area de aerénquima, em que o
ciclo 1 apresentou apenas 10,8% da area do ciclo 18. Ainda nesse trabalho, em
comparacao com a mesma testemunha (BR 107), o incremento de area foi ainda
maior, tendo a area de aerénquima do BR107 representado apenas 2% da

encontrada no ciclo 18. Portanto, os aerénquimas presentes em grandes
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quantidades nos ultimos ciclos favorecem a aeragdo e, consequentemente, maior
absor¢do de agua e nutrientes nas raizes com caracteristicas (comprimento total
e/ou especifico e area superficial) otimizadas. Além disso, ¢ relatado que a
presenca de adaptagdes anatdmicas, como aerénquimas, esta associada a reducdo
do custo metabolico de raizes em crescimento, além de diminuir a densidade de
tecido radicular (Lynch & Ho, 2005).

Altas densidades de tecido de raiz apresentadas pelo BR 107, ciclos 1, 3
e 5, sdo exemplos de caracteristicas de espécies inseridas em ambientes de
estresse que acabam diminuindo o comprimento especifico (Craine et al., 2001).
Raizes com grande quantidade de tecido morto, como esclerénquima, possuem
altas densidades de tecido (Wahl & Ryser, 2000). A presenga de raizes mais
compridas e finas nem sempre leva a uma maior efici€ncia na absor¢do de aguas
e nutrientes, pois elas podem estar velhas e mais impermeaveis. Com isso,
modificagdes anatomicas durante a maturidade de tecidos, por suberizagio,
cutinizagdo e formacdo de tecidos secundarios, determinardo o padrdo de
absorcdo pelas partes radiculares (Hopikins, 1995).

Pereira et al. (2008) observaram um aumento da espessura das células
suberizadas (exoderme) presentes na regido da hipoderme nos ciclos iniciais do
milho ‘Saracura’. O ciclo 18 apresentou uma reducdo de 54,22% da espessura
exoderme em relagdo aos ciclos iniciais. O aumento da camada suberizada pode
ter influenciado o aumento da densidade de tecido dos ciclos iniciais e,
consequentemente, diminuido o comprimento especifico. Ja os ultimos ciclos
podem ter apresentado menor densidade de tecido em consequéncia do aumento
de aerénquima e da diminuigdo de tecidos suberizados.

Finalmente, o comprimento especifico de raiz nos ciclos de selecdo do
milho ‘Saracura’ pode estar negativamente correlacionado com a espessura da
exoderme, como observado em Citrus, por Eisseenstat et al. (2000). Os menores

comprimentos de raiz nos primeiros ciclos mostram que houve maior
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investimento em tecido suberizado do que em comprimento ¢ que estas raizes
podem estar com o padrdo de absor¢do e desenvolvimento diminuido, por causa
do aumento de tecidos suberizados e pela falta de ventilagdo através dos

aerénquimas.

6 CONCLUSOES

A selecdo ao longo do tempo, no milho ‘Saracura’, foi eficiente para
alguns caracteres morfologicos das raizes, os quais favorecem a sua

sobrevivéncia em ambientes encharcados.
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1 RESUMO

O estresse imposto por alagamento do solo constitui um dos maiores impactos
na distribui¢do e na produtividade de culturas. Aproximadamente 6% da
superficie terrestre estdo sujeitos ao alagamento temporario. No Brasil, cerca de
33 milhdes de hectares, representados pelas varzeas, se encontram nessa
condi¢do, estando 12 milhoes localizados na regido dos Cerrados. A cultura do
milho apresenta-se como uma opg¢ao valida para o aproveitamento dessas areas.
Este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar as modificacdes nas
estruturas anatomicas radiculares em sucessivos ciclos de selecdo do milho
‘BRS 4154-Saracura’. Essa variedade possui capacidade de sobreviver e
produzir em solos temporariamente alagados e foi desenvolvida, pela Embrapa
Milho e Sorgo, por selecdo recorrente fenotipica estratificada. Atualmente,
encontra-se no décimo oitavo ciclo anual de selecdo. O ensaio foi conduzido, em
condi¢des de campo, na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG,
iniciando o alagamento do solo no estadio de seis folhas, recebendo uma lamina
de 20 cm de agua (inundagdo de tabuleiro) trés vezes por semana. O material
genético utilizado foram os ciclos de selegdo intercalados: C1, C3, C5, C7, C9,
Cl11, C13, C15, C17 e C18 e uma variedade, BR 107, como testemunha,
conhecida pela suscetibilidade ao encharcamento. No final do pendoamento,
amostras de raizes foram retiradas, fixadas e seccionadas para observagdo em
microscopio de Iuz. Pelas fotomicrografias de secgles transversais foi
observada, ao longo dos ciclos de selecdo, maior quantidade de aerénquima,
diminuigdo do coértex, diminuicdo da exoderme, aumento na propor¢do do
cilindro vascular, metaxilemas menores ¢ numerosos ¢ aumento na espessura do
floema e da epiderme. Estas mudangas anatdmicas comprovam a eficiéncia do
melhoramento por meio dos ciclos de selegao.

Palavras-chave: Hipoxia, tolerancia ao alagamento, Zea may L., aerénquimas.
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2 ABSTRACT

Stress imposed by soil flooding is a serious problem for distribution and
productivity of crops in general. Approximately 6% of terrestrial surface are
subjected to temporary flooding. In Brazil around 33 millions hectares are
submitted to this condition, being 12 millions on ‘Savana’ region. Maize crop
can be a valid option for using these flooded areas. The objective of this work
was to characterize the root anatomical modifications throughout several
selection cycles of maize BRS 4154, known as ‘Saracura’, a variety with
capacity to tolerate and produce in temporary flooded soils. This variety was
developed by Embrapa Maize and Sorghum Research Center through mass
selection and now present is on the 18° selection cycle. The experiment was
carried out at field conditions, at Embrapa Maize and Sorghum Research Center,
Sete Lagoas city, MG. The soil flooding was initiated at six leaves completely
developed (V6), by receiving 20 cm of water three times a week. The genetic
material were the selection cycles alternated: C1, C3, C5, C7, C9, Cl11, C13,
C15, C17 and C18, plus a control treatment, the variety BR 107, which is known
by its intolerance to soil flooding. At tassel stage (VT), root samples were
collected, fixed and sectioned for observation on light microscope. It was
observed throughout selection cycles a larger amount of aerenchyma, decrease
on cortex and exoderme, increase on stele proportion, shorter and numerous
metaxylem, increase on thickness of phloem and epidermis. These anatomical
changes proved the breeding efficiency through selection cycles.

Key words: Hypoxia, flooding tolerance, Zea mays L., root anatomy,
aerenchyma.
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3 INTRODUCAO

O estresse imposto por alagamento do solo constitui um dos maiores
obstaculos no crescimento, na distribuicdo ¢ na produtividade em plantas.
Aproximadamente 6% da superficie terrestre estdo sujeitos ao alagamento
temporario. No Brasil, cerca de 33 milhdes de hectares estdo nas varzeas (solos
aluviais e hidromorficos) e 12 milhdes estdo localizados na regido dos Cerrados
(Santos, 1999). Nessas regides, grande limitacdo agricola é encontrada, pois se
cultiva apenas o arroz, cultura mais adaptada a essas condi¢des, mas que
também resulta em um custo elevado de implantagdo, além dos problemas
gerados com a monocultura (Silva et al., 2007).

O alagamento ¢ caracterizado pela baixa (hipoxia) ou nenhuma (anoxia)
disponibilidade de oxigénio (Bailey-Serres & Voesenek, 2008), pois leva a um
preenchimento dos poros do solo pela agua, acarretando em uma diminuigdo na
concentracdo de gases que possuem baixa difusdo em agua: cerca de 10.000
vezes menor do que no ar (Ram et al., 2002).

Com a falta de oxigénio a fosforilacdo oxidativa é bloqueada e o
metabolismo aerdbico ¢ trocado pelo anaerdbico, tendo um desvio para a rota
glicolitica fermentativa, formando apenas 2 ATPs. Com isso, o crescimento
vegetal ¢ severamente afetado (Sairam et al., 2008). O aumento da duragdo ou da
frequéncia do alagamento pode levar a modificagdes anatdmicas, como
formagdo de aerénquimas, elongacdo da parte aérea, formacdo de raizes
adventicias e alteragdo na porosidade de raizes (Fukao & Bailey-Serres, 2004).
Além disso, as trocas gasosas sdo alteradas, ocorrendo diminui¢do da
fotossintese (Chen et al., 2005), transpiragdo, assimilagdo de carbono e
condutancia estomatica (Else et al., 2001; Fernandez, 2006).

Para se esquivar da falta de oxigénio em areas alagadas, o milho

desenvolve aerénquimas lisigenos (Gunawardena et al., 2001; Pereira et al.,
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2008). Estes sdo tecidos parenquimaticos com grandes espacos intercelulares
preenchidos com gases que permitem o transporte do oxigénio do caule para as
raizes que estdo em condi¢do de hipoxia (Evans, 2004). O oxigénio se move
longitudinalmente (do caule para a raiz) e radialmente (do cortex para rizosfera)
por difusao (Shiono, 2008).

O milho ¢ uma cultura sensivel ao alagamento. Somente no sul da Asia,
15% das plantagdes de milho sdo afetadas por encharcamento e, na India, 8,5 mil
hectares sdo afetados (Zaidi et al., 2004). Nesta espécie, entretanto, consideravel
variabilidade genética para tolerancia ao alagamento tem sido encontrada.
Alguns autores buscaram, em seus trabalhos, genotipos de milho tolerantes ao
encharcamento em varzeas indianas. Estudando comparativamente o milho
mexicano e o indiano, esses pesquisadores constataram gendtipos indianos
bastante eficientes quanto a tolerancia (CM-118 e CM-501) (Zaidi et al., 2003).
Estudos também mostraram o desempenho de duas variedades venezuelanas
frente ao excesso de agua. Essas, comparadas as testemunhas, apresentaram
melhor desempenho na area foliar, peso seco, crescimento radicular, presenca de
aerénquimas e raizes adventicias (Lizaso et al., 2001).

Tentativas positivas na busca de genotipos tolerantes por meio de
selecdo genética t€m sido realizadas. Zaidi et al. (2007), utilizando a selecdo de
linhagens elites de milho com favoraveis alelos para a tolerdncia ao
encharcamento, conseguiram desenvolver hibridos com rendimentos altos e
estaveis sob o excesso de agua. Silva et al. (2007), por meio do cruzamento de
linhagens em milho, observaram nas geragdes a presenga de heterose.

Preocupados com os danos que o alagamento causa a cultura do milho e
procurando inseri-la em areas ociosas logo apds o plantio do arroz nas varzeas, a
Embrapa Milho Sorgo desenvolveu, por meio da selecdo recorrente fenotipica
estratificada, uma variedade de milho chamada ‘Saracura-BRS-4154°, com

capacidade de sobreviver, produzir e suportar periodos temporarios de
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encharcamento do solo (Parentoni et al., 1997). O nome ‘Saracura’ ¢ uma
referéncia a ave comumente encontrada em terrenos alagadi¢os. Atualmente,
esta variedade se encontra no 18° ciclo anual de selegdo. Sua capacidade em
tolerar periodos intermitentes de alagamento deve-se a presenca de diferentes
mecanismos bioquimicos e fisioldgicos, e também a alteragcdes morfoanatdmicas
radiculares, como a formacdo de raizes adventicias e aerénquima aumento da
porosidade das raizes, diminui¢ao no didmetro do xilema e aumento do floema e
diminui¢do da endoderme e da epiderme (Dantas et al., 2001; Vitorino et al.,
2001; Pereira et al., 2008).

Apesar de varios estudos basicos com o ‘Saracura’ terem sido realizados,
objetivando entender melhor o mecanismo de tolerancia das plantas (Vitorino et
al., 2001; Ferrer et al., 2004; Pereira et al., 2008), ndo existe ainda um trabalho
de comparagdo anatomica de todos ciclos de sele¢ao no campo, condicdo em que
todos os fatores bioticos e abioticos limitantes estdo presentes. Além disso, € a
condi¢do que mais se aproxima da realidade do agricultor.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de -caracterizar as
modificagdes nas estruturas anatdmicas radiculares nos sucessivos ciclos de
selecdo do milho ‘Saracura’ que contribuiram para uma maior tolerancia ao

alagamento em condigdes de campo.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de outubro de 2007 a janeiro de
2008, em condi¢des de campo na Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG
(clima AW de savana com inverno seco, altitude de 732 m, latitude Sul 19°28°,
longitude oeste 44°15). As temperaturas, maxima e minima, registradas durante
o periodo de avaliagao foram de 30°C e 18°C, respectivamente. A umidade

relativa média foi de 64,3% e a precipitagdo acumulada de 852 mm.
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Com a finalidade de facilitar o alagamento, a area foi nivelada e dividida
em talhdes. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com
trés repeti¢des. As parcelas foram constituidas de quatro fileiras de 5 m de
comprimento e espagadas em 0,9 m. A distancia entre as plantas na linha da
parcela foi de 0,2 m e a area 1util correspondeu a duas fileiras centrais. Para o
alagamento foi utilizada a dgua de um reservatorio proximo, que foi conduzida
por bombas até o local do experimento. Areas de bordadura foram colocadas em

torno das parcelas (Figura 1).

Lago: suplemento de dgua pra o alagamento
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FIGURA 1 Ilustragdo da areca de campo experimental na Embrapa Milho e
Sorgo, em Sete Lagoas, MG, no periodo de outubro/2007 a
janeiro/2008.

A adubacgdo do solo, classificado como Neossolo Fluvico Tb, Eutrofico
Tipico, textura argilosa, fase relevo plano campos de varzeas (Embrapa, 1999),

foi realizada de acordo com a analise quimica. Aplicou-se adubagdo bésica com
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5-20-20 + Zn em doses de 400 kg ha”', no momento do plantio e, apds a
germinagdo das cariopses, realizaram-se duas coberturas com sulfato de amoénio,
em doses de 20 g m™ linear, no estagio de seis folhas e a segunda no estadio de
oito folhas. Todos os tratamentos fitossanitarios necessarios a cultura foram
aplicados.

O alagamento foi iniciado no estadio de seis folhas (quando o meristema
de crescimento das plantas ja se encontra acima da superficie do solo)
(Magalhaes et al., 2007), até a maturidade fisiologica, recebendo uma lamina de
20 cm de agua (inundagdo de tabuleiro), trés vezes por semana. O material
genético utilizado constituiu-se dos ciclos de sele¢do do milho ‘Saracura - BRS
4154 intercalados: C1, C3, C5, C7, C9, C11, C13, C15, C17 ¢ C18 ¢ uma
variedade BR 107 como testemunha, conhecida pela suscetibilidade ao
encharcamento (Magalhaes et al., 2007).

No final do pendoamento, fase de maior susceptibilidade ao estresse por
excesso de agua (Zaidi et al., 2004), as raizes foram retiradas por meio de
escavamento, lavadas com agua corrente ¢ cortadas na regido do colo. Raizes
completas (regido apical, de alongamento, pelifera e basal) de duas plantas em
cada repeticdo foram coletadas aleatoriamente e fixadas em solu¢do de
formaldeido, acido acético e etanol 70% (FAA 70) (Johansen, 1940), por 48
horas e, em seguida, preservadas em etanol 70%. Os cortes transversais foram
feitos a 4 cm a partir do apice radicular com micréotomo de mesa (Melo et al.,
2007), no Laboratdrio de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Lavras.
Esses foram clarificados com hipoclorito de sdédio 5%, por 10 minutos,
reidratados por 10 minutos, corados com astrablau (solu¢do de safranina e azul
de astra 7,5:2,5) e montados em ldminas com glicerina 50% (Kraus & Arduim,
1997).

Os cortes foram fotografados em microscopio optico de luz Olympus

BX-60 acoplado a uma camara digital. As fotomicrografias foram utilizadas para
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as medi¢des dos seguintes pardmetros: area total de aerénquima (AAE),
propor¢do ocupada pelo aerénquima no cortex (PA), propor¢do da area do
cilindro vascular em relagdo a area total da raiz (PCV), propor¢do da area do
cortex em relacdo a area total da raiz (PC), espessura do cortex (EC), espessura
da camada de células suberizadas, presentes na regido da hipoderme (exoderme)
(CS), diametro das células corticais (DCO), espessura da epiderme (EEP),
espessura da endoderme (ED), didmetro das células do metaxilema (DX),
numero de metaxilema (NX) e espessura do floema no cilindro vascular (FL). A
propor¢ao da area ocupada pelo aerénquima no cértex foi calculada pela divisdo
da area total de aerénquima formado pela area total do cortex.

As medicdes foram feitas pelo programa de analise de imagens
UTHSCSA ImageTool, utilizando-se calibragdes feitas com régua microscopica
fotografada nos mesmos aumentos das fotomicrografias (Pereira et al., 2008).
Para a determinagdo do dado final, realizou-se uma média das raizes de duas
plantas de cada repeti¢do, tendo, em cada raiz, sido feitas cinco medigdes de
cada caracteristica anatdmica. Os dados foram testados quanto a normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a homocedacidade, pelo teste de Lavene,
apresentando distribuicio normal e varidncias homogéneas. Para analise
estatistica dos resultados, utilizaram-se a analise de varidncia e¢ o teste de
comparagdo de médias Skott-Knott, a 5% de probabilidade, no programa Sisvar

versao 4.3 (Ferreira, 2000).
5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados mostraram diferencas anatdomicas no coértex ao longo dos
ciclos de selegdo. Quanto a presenca de aerénquimas (AAE), ficou distinguivel a

superioridade dos ultimos ciclos em relagdo aos iniciais e a testemunha (Tabela

1). O ciclo 18, seguido do ciclo 17, apresentou maior AAE do que os demais
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tratamentos ¢ ambos foram estatisticamente semelhantes entre si. Esses ciclos
tiveram 98,3% e 98,1%, respectivamente, mais aerénquima do que a testemunha.
Com isso, nota-se a pequena adaptabilidade da variedade BR 107 frente ao
alagamento. O C3, seguido do Cl, apresentou a menor AAE entre os ciclos,
cerca de 19% e 21,8%, respectivamente, da area do C18 e foram, juntamente
com C5, C7 e C9, estatisticamente iguais. Os ciclos 11, 13 ¢ 15 apresentaram
um aumento de AAE e foram estatisticamente semelhantes entre si. Ao longo
dos ciclos, pode-se observar um aumento da area do tecido aerénquimatico e,
consequentemente, da propor¢do de aerénquima no cértex (PA) (Figura 1). Por
sinal, a testemunha resultou em apenas 1,6% de propor¢do de aerénquima no

cortex, tendo o C18 correspondido a 42,4%.

TABELA 1 Valores das caracteristicas relacionadas ao cortex e ao cilindro
vascular, no sistema radicular do milho ‘Saracura’, ao longo dos
sucessivos ciclos de selecdo (alternados) ¢ da variedade BR107,
em condi¢des de alagamento intermitente *.

Tratamentos  AAE PA PCV PC EC CS
mm (%) (%) (%) pm pm
BR107 0,03d*  1,63f  0,20b 0,80a 647,392 116,04a
Cl 038c  11,74e  021b 0,77b 604,482  94,89b
C3 033c 19,284  0,20b 0,80a 565,292 90,36b
C5 043¢  13,53¢  0,15b 0,852 617,20a  84,70b
c7 05lc  25,16c  0,19b 0,81a 499.93b  87,45b
C9 0,53c  20,12d  025a 0,75b 514,44  85,96b
Cll 081b  3040c  0,27a 0,73b 469,106 77,94b
CI3 095b 3509  0,25a 0,75b 438,04b  60,99¢
Cls 099  2934c  0,23a 0,77b 45787b  5534c
C17 1,58a  42,17a  0,26a 0,74b 482,80b  6821c
C18 1,742 424la  025a 0,75b 42251b  54,94c
CV(%) 15,98 15,95 13,42 4,01 9,81 16,55

* Médias seguidas por mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste
Skott-Knott, a 5% de probabilidade; AAE: area de aerénquima encontrada no
cortex; PA: propor¢do de aerénquima encontrado no cortex; PCV: proporgao do
cilindro vascular, em relacdo a area total da raiz; PC: propor¢do do cortex em
relacdo a area total da raiz; EC: espessura do cortex e CS: espessura da camada
de células suberizadas, presentes na regido da hipoderme.
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FIGURA 1 Fotomicrografias de secgdes transversais radiculares do milho

‘Saracura’ ao longo dos sucessivos ciclos de selegdo (alternados) e
da testemunha sob alagamento intermitente. Ct = cotex; a =
aerénquimas; CS = camada de células suberizadas (Exoderme).
A=BR107;,B=CI1;C=C3;D=C5,;E=C7,F=C9; G=Cl1I;
H=Cl13; I=Cl15;J=C17, K=CI18. A barra corresponde a 100
pm.
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Observa-se, no entanto, que alguns ciclos tiveram maiores médias do que
em outros ciclos mais avancados. Isso pode ter ocorrido devido a natureza do
procedimento de selecdo, pois o método de selegdo utilizado no milho ‘Saracura’
foi o recorrente: uma mistura balanceada de sementes do ciclo atual com o ciclo
anterior € plantada em uma area de tabuleiro e submetida a encharcamento para
a obten¢do do novo ciclo. Portanto, nem sempre ocorrem ganhos lineares nas
caracteristicas.

O alagamento também causa a formacdo de aerénquimas em outras
espécies, como Paspalum dilatum (graminea), em que a propor¢ao de
aerénquima aumentou significativamente em 40% (Grimoldi et al., 2005). Em
espécies de mangue (Acanthus ilicifolius), observou-se uma proporgdo no cortex
de 57,5% de aerénquima (Pi et al., 2008). Em outras plantas cultivadas, como
soja (Thomas et al., 2005), trigo, cevada e aveia (Setter & Waters, 2003),
também foi relatada a presenca de aerénquimas nessas condi¢des. Uma intensa
producdo de aerénquima foi observada em outras cultivares de milho, como cv.
Seneca Horizon (Enstone & Peterson, 2005) e cv. Single Cross 704 (Pourabdal
et al., 2008).

Lizaso et al. (2001) constataram uma produ¢ao de aerénquima de 30% a
mais em uma variedade de milho venezuelana tolerante ao alagamento do solo
em comparacdo a uma variedade sensivel. Esta estrutura, portanto, ¢ uma
resposta adaptativa comum de plantas em ambientes alagados. Outros trabalhos
também relatam a superioridade de plantas frente ao alagamento (Zaidi et al.,
2007; Silva et al., 2007; Benz et al., 2007; Johnston et al., 2004), porém, ha raros
trabalhos sobre a selegdo classica por recombinagdo de genotipos € 0 aumento

quantitativo de aerénquimas. No presente trabalho a alta capacidade de formagao
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de aerénquima ao longo dos ciclos de selecdo do milho ‘Saracura’ em condigdes
de campo foi comparavel a encontrado por Pereira et al. (2008), em casa de
vegetagdo (Tabela 1).

O aumento da porosidade das raizes pela formacdo de grandes
quantidades de aerénquima no cortex do ciclo 18 sob hipoxia ajuda a manter a
respiracdo aerobica, pois estas estruturas aumentam o fluxo longitudinal de
oxigénio da parte aérea a radicular (Colmer, 2003b). Além disso, elas sdo
responsaveis pela ventilacao (raiz-atmosfera) de gases em excesso que podem
trazer prejuizos, como etileno, metano e gas carbonico. Com a presenga de
aerénquimas também decresce o custo metabolico, devido a diminui¢do da
presenca de células em respiracao (Lynch & Ho, 2005). Toda essa caracteristica
atribuida a presenca de aerénquima faz com que o milho ‘Saracura’ representado
pelo ciclo 18 tenha um maior sucesso em solos encharcados.

Percebe-se que os valores de PCV aumentaram a partir do nono ciclo de
selecdo (Tabela 1). A variedade BR 107 apresentou valores estatisticamente
semelhantes aos ciclos 1, 3, 5 ¢ 7. O C11 apresentou maior média (0,27%), mas
foi estatisticamente semelhante aos ciclos 9, 13, 15, 17 € 18.

Os mesmos perfis estatisticos foram observados na PC, porém, os ultimos
ciclos resultaram em menores valores do que os primeiros, juntamente com a
testemunha. Ja& a EC também diminuiu ao longo dos ciclos. O ciclo 18
apresentou redugdo de 35% da EC em relacdo a testemunha, 31,5% e 30,1% em
relagdo aos dois ciclos iniciais (C5 e C1, respectivamente, Tabela 1).

Os resultados obtidos neste trabalho foram diferentes daqueles
encontrados por Pereira et al. (2008), que ndo relataram aumento da PCV e nem
tampouco diminui¢do da PC. Em condi¢des de casa de vegetacao, estes autores
observaram um menor cortex, aproximadamente 7% a menos, em relagdo a

testemunha e ao C1. Em condigdes de campo, no presente trabalho mostrou-se a
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diminui¢do da propor¢do do cortex dos ultimos que, possivelmente, ocorreu
devido a diminui¢do da EC.

Com a presen¢a de aerénquima ocorre diminuigdo da condutividade
hidraulica ¢ uma menor EC ocorrida nos ultimos ciclos de sele¢do (Tabela 1)
pode resultar em uma maior condutividade, pois menor serd a distancia
necessaria para a agua chegar ao cilindro vascular (Pereira et al., 2008),
aumentando assim a capacidade da planta suportar o estresse. Uma diminui¢ao
na espessura do cortex de Chorisia speciosa A. St sob alagamento também foi
observada por Bianchini et al. (2000).

Muitos trabalhos tém focado mudangas no cilindro vascular frente a
estresses ambientais. Modelos tém relatado a importancia de se ter cilindros
menores para evitar danos em raizes com baixa porosidade e difusdo de oxigénio
(Colmer, 2003b). Um menor cilindro vascular levaria maiores chances de
transporte de oxigénio, agua e fotoassimilados, em plantas com raiz em
condi¢des de hipoxia. Isso foi observado no presente trabalho, no qual os
primeiros ciclos e a testemunha resultaram em cilindros menores, porém, nos
ciclos 9, 11, 13, 15, 17 e 18 houve aumento significativo do cilindro e,
provavelmente, maior conducdo sob alagamento (Tabela 1). Um maior
investimento em cilindro vascular é possivel nestes ciclos, pois alta porosidade e
alta difusdo de oxigénio sdo encontradas nos respectivos cortex.

A camada de células suberizadas (CS) presentes na regido da hipoderme
(exoderme) diminuiu ao longo dos ciclos (Tabela 1). O ciclo 18 correspondeu a
menor espessura ¢ a testemunha, seguida dos ciclos iniciais, foi a maior (Tabela
1 e Figura 1). O C18 apresentou reducdo de 53,2% em relagdo a variedade BR
107 e 42,1% em relagdo ao Cl. Semelhantes barreiras também foram
encontradas em arroz (Colmer, 2003a), gramineas (Glyceria maxima e
Phragmites australis) (Soukup et al., 2007) e outras espécies de ambientes

encharcados, como Rumex palustris e Corex acuta (Visser et al., 2000).
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A presenga de uma barreira espessa nas células da hipoderme da
variedade BR 107 e dos primeiros ciclos de selegdo do milho ‘Saracura’ evita a
perda radial de oxigé€nio para a rizosfera ¢ aumenta a difusdo longitudinal no
aerénquima (Colmer, 2003b), j4 que essa especializacdo ¢ escassa nesses
genotipos. Além disso, estas camadas suberizadas evitam a absor¢do parcial de
fitotoxinas (Soukup et al., 2002). Entretanto, ha consequéncias negativas com
relagdo a presenga desta barreira, pois ela pode diminuir a saida de etileno e
metano presentes em excesso e diminuir a entrada de dgua e nutrientes.

Uma exoderme fina permite um livre movimento radial de oxigé€nio e
cria condi¢des aeradas na rizosfera, protegendo as raizes da presenca de
fitotoxinas e permitindo maior area superficial (Armstrong, 1979; Armstrong et
al., 2000). O ciclo 18 do milho ‘Saracura’ mostrou-se mais adaptado ao
alagamento, pois possui uma fina camada suberizada na hipoderme (CS),
fornecendo alta difusdo radial de oxigénio que cria uma rizosfera aerobica sem
perdas prejudiciais ao cortex devido a elevadas propor¢des de aerénquima que
ddo uma maior capacidade de suprimento de oxigé€nio. Pi et al. (2008),
estudando oito espécies de locais encharcados, também observaram maior
adaptagdo da A. llicifolius e A. marina devido a presenga de altas proporgdes de
aerénquimas e uma fina exoderme.

Com relagdo ao diametro das células corticais (DCO), houve aumento ao
longo dos ciclos de selegdo (Tabela 2 e Figura 1). As células corticais do C18
tiveram um aumento de 40,9% em relagdo a testemunha e de 38,6% em relacdo
ao Cl. O aumento do didmetro das células corticais esta relacionado com a
diminui¢do do nimero de camadas celulares do cortex e ao aumento de espagos
intercelulares (Pereira et al., 2008). Da mesma forma que o aerénquima, células
corticais maiores podem diminuir o gasto energético pela diminui¢do do pool de
células em respiragdo no cortex. Batista et al. (2008) relataram um aumento nas

células corticais em Cecropia pachystachya sob alagamento.
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TABELA 2 Dimensoes de células e tecidos no sistema radicular do milho
‘Saracura’, ao longo dos sucessivos ciclos de sele¢ao(alternados) e
da variedade BR107, em condi¢des de alagamento intermitente *.

DCO EEP EN DX NX FL

Tratamentos
pm pm um pm um

BR107 33,88¢e* 21,95¢ 7,98a 131,45a 09,00b 63,01f
Cl 35,21e 23,87¢ 6,80a 119,40b 12,00b 65,44f
C3 37,67d 24 45¢ 7,78a 108,55¢ 12,83b 83,14¢
C5 35,08e 23,02¢ 8,24a 098,62d 13,83b 82,45¢
C7 39,27d 27,86¢ 8,10a 099,49d 12,33b 86,77d
Cc9 40,84d 28,84b 7,88a 101,34d 16,33b 96,74c
Cl1 48,75b 28,26b 8,22a 100,97d 14,50b 87,35d
C13 45.25¢ 28,39b 8,05a 96,59d 15,66b 98,77¢c
Cl15 49,83b 29,01b 8,00a 96,04d 19,83a 104,52b
C17 50,29b 32,19a 8,89a 87,21e 20,00a 119,94a
C18 57,31a 33,75a 9,16a 69,08f 22.33a 121,67a
CV(%) 5,190 7,250 6,750 2,740 15,69 2,850

* Médias seguidas por mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste
Skott-Knott, a 5% de probabilidade; DCO: diametro das células corticais; EEP:
espessura da epiderme; EM: espessura da endoderme; DX: didmetro das células
do metaxilema; NX: nimero de metaxilema e FL: espessura do floema no
cilindro vascular.

A EEP foi maior nos ciclos 17 e 18 e menor na testemunha e ciclos
iniciais. O aumento da epiderme do C18 foi de, aproximadamente, 35% em
relacdo a variedade BR 107 e de 29,2% em relacdo ao ciclo 1 (Tabela 2). O
aumento da epiderme em condigdes de hipoxia por alagamento foi observado em
Carex acuta e Juncus effusus (Visser et al.,, 2000) e esta caracteristica na
epiderme dos ultimos ciclos do milho ‘Saracura’ pode estabelecer uma maior
dificuldade na entrada de patogenos e substancias toxicas pela raiz (Pereira et
al., 2008).

Nao houve diferenga significativa na EN (Tabela 2). Esse resultado
contrasta com o trabalho de Pereira et al. (2008) em casa de vegetacdo, em que

foi observado um aumento significativo da endoderme ao longo dos ciclos de
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selecdo do milho ‘Saracura’. Esta barreira poderia estar protegendo contra a
entrada de patdgenos e contra o refluxo de agua e gases. Porém, Enstone &
Peterson (2005) relatam uma diminui¢do na espessura da endoderme do milho
cv. Seneca Horizon que poderia facilitar a difusdo de oxigénio no cilindro
vascular.

Observaram-se diminui¢ao no didmetro das células do metaxilema (DX)
e aumento no nimero de vasos (NX) ao longo dos ciclos de selecdo (Tabela 2 e
Figura 2). O C18, em relacdo a testemunha, apresentou reducdo de 47,4% no
diametro e aumento de 59,7% no nimero de vasos de metaxilema (NX). J4 com
relacdo ao ciclo 1, o ciclo 18 apresentou redugdo de 42,1% no didmetro e
aumento de 46,3% no numero de vasos. O C1 apresentou o menor valor e
significativamente distinto de DX em relacdo aos ciclos. No NX houve a

formagao de dois grupos estatisticamente distintos, C1 ao C13 e C15 ao C18.

i > >
FIGURA 2 Fotomicrografias de sec¢des transversais radiculares da variedade
BR 107 e ciclos 1 e 18 do milho ’Saracura’ sob alagamento
intermitente. A = BR 107; B=C1; C = C18. A barra corresponde
a 100 pm.

Um maior numero de vasos de xilema com menor didmetro encontrado
nos ultimos ciclos de selegdo do milho ‘Saracura’ pode estar relacionado com a

garantia de manutencdo do fluxo de agua. Todavia, em ambientes alagados, por
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causa da falta de oxigénio, a habilidade das raizes em absorver agua ¢é afetada
(Dell’ Amico et al., 2001; Tournaire-Roux et al., 2003).

Wahl et al. (2000), estudando o papel ecoldgico das caracteristicas
anatdmicas em gramineas, observaram que, em raizes de espécies de
crescimento lento, ocorrem menores, porém, em maior nimero, vasos de xilema,
indicando alta resisténcia a cavitacao e protecdo contra embolismo. Kolb et al.
(1998) e Vasellati et al. (2001) também citaram diminui¢do do xilema em
Sebastiania commersoniana e Paspalum dilatum, respectivamente, em
condig¢des hipoxicas.

Os maiores valores na FL foram encontrados nos ciclos 17 e 18 e os
menores na variedade BR 107 e no C1 (Tabela 2). O C18 apresentou um
aumento na espessura do floema de 48,2% em relagdo a variedade BR 107 e
46,2% em relagdo ao Cl. Em plantas sob alagamento ocorre inibi¢do do
transporte de fotossintatos para a raiz (Chen et al., 2005). Um tecido floematico
mais espesso na raiz pode estar favorecendo a tolerancia dos ultimos ciclos de
selecdo do milho ‘Saracura’, pois contribui para um aumento do transporte do
floema da parte aérea para as raizes, 6rgdo com déficit de energia devido a troca
para o metabolismo anaerobico. O aumento da espessura do floema e do
diametro do metaxilema foi também observado ao longo dos ciclos de selegao

do ‘Saracura’ em casa de vegetagdo (Pereira et al., 2008).
6 CONCLUSOES
Ao longo dos ciclos de selecdo do milho ‘Saracura’ foram detectadas
alteragdes anatdmicas nas raizes, as quais confirmam a eficacia na selecdo dos

ciclos, assim como explicam sua maior tolerancia ao alagamento intermitente do

solo.
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1 RESUMO

O alagamento do solo ¢ uma condi¢ao ambiental estressante ao desenvolvimento
do milho e de outras culturas. No Brasil, grandes limitagdes agricolas pelo
alagamento sdo encontradas nas planicies de inundag@o ou areas de varzeas. Por
esse motivo, a Embrapa Milho e Sorgo desenvolveu, por meio da sele¢ao
recorrente fenotipica estratificada, uma variedade de milho conhecida como
‘Saracura-BRS 4154°, com capacidade de sobreviver, produzir e suportar
periodos temporarios de encharcamento do solo. Este milho continua sendo
selecionado e, atualmente, se encontra no 18° ciclo de sele¢do. Este trabalho foi
realizado com o objetivo de conhecer a plasticidade foliar adquirida pelo efeito
dos sucessivos ciclos de selegdo do milho ‘Saracura’ em condigdes de campo,
por meio da caracterizagdo anatdmica foliar. O ensaio foi conduzido na Embrapa
Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG, iniciando o alagamento do solo no estadio
de seis folhas recebendo uma lamina de 20 cm de agua (inundago de tabuleiro)
trés vezes por semana. O material genético utilizado foram os ciclos de selecao
intercalados: C1, C3, C5, C7, C9, C11, C13, C15, C17 e C18 e uma variedade
BR 107 como testemunha, conhecida pela suscetibilidade ao encharcamento. No
final do florescimento, foi coletada uma amostra na regido do ter¢o médio de
uma folha totalmente expandida abaixo da folha bandeira de duas plantas em
cada repetigdo. As amostras foram fixadas e foram realizados cortes
paradérmicos e transversais (nervura central e mesofilo). Foram observados, ao
longo dos ciclos de selecdo, modificagdes no nimero e tamanho dos estomatos,
maior quantidade de feixes vasculares, metaxilema menores, diminui¢do da
cuticula e da epiderme, diminuigdo no nimero e tamanho das células buliformes,
aumento da espessura do floema e menor area de esclerénquima. Os sucessivos
ciclos de selecdo do milho ‘Saracura’, portanto, levaram a mudangas na
plasticidade foliar que favorecem sua tolerancia ao alagamento intermitente do
solo.

Palavras-chave: Hipoxia, plasticidade foliar, tolerancia ao alagamento, Zea may
L., anatomia foliar, milho saracura.
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2 ABSTRACT

Soil flooding is a stressing condition to maize growth and development and
others crops as well. In Brazil this limitation is found in plan areas or in low land
areas, where usually farmers grow only rice, which limits the agronomic use of
these arecas. Embrapa Maize and Sorghum Research Center developed a variety,
through phenotypic mass selection, called “Saracura” BRS-4154, with capacity
to tolerate, survive and produce in intermittent periods of soil flooding. This
variety still being selected and nowadays is on 18 selection cycle. The objective
of this work was to know the leaf plasticity acquired by the effect of each
selection cycle, at the field under flooding. The experiment was carried out at
Embrapa Maize and Sorghum Research Center, Sete Lagoas city, MG, by
initiating soil flooding at V6 growth stage applying 20 cm of water three times a
week. The genetic material used were the alternated selection cycles (C1, C3,
C5, C7, C9, C11, C13, C15, C17 and C18), besides a check variety, the BR 107
known by the susceptibility to flooding. At the end of flowering stage, a sample
was collected at the leaf right below flag leaf. Two samples were collected in
each replication, they were fixed and paradermal and transversal cuts were
accomplished. It was observed modifications throughout selection cycles, on the
stomatal number and size, greater amount of vascular bundles, shorter
metaxylem, decrease on cuticle and epidermis, decrease on number and size of
bulliform cells, increase of phloem thickness and shorter sclerenchyma area.
Therefore, maize “Saracura” selection cycles resulted in changes on leaf
plasticity which probably favors the tolerance to soil flooding.

Key words: Hypoxia, leaf plasticity, flooding tolerance, Zea mays L., leaf

anatomy, Saracura maize.
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3 INTRODUCAO

O alagamento ¢ um dos estresses abidticos de maior impacto na
sobrevivéncia de plantas em muitas regides do mundo e, com as previsdes do
efeito estufa (que resultara em tempos mais irregulares mais adiante), o
problema se agrava ainda mais (Qiu et al., 2007). Além de fatores naturais,
como excesso de precipitagdo, aguas marginais de cursos de rios ¢ ma drenagem,
existem fatores antrdpicos que influenciam o aumento de areas alagadas, como
urbanizagdo excessiva, criagdo de hidrelétricas, remocdo de vegetagdo,
construgdo de canais, rodovias e irrigacao inadequada (Dat et al., 2004).

O alagamento leva a uma diminui¢do do oxigénio do solo (hipoxia) que,
dependendo da duragdo, pode chegar a nulas concentragoes deste gés (anoxia)
(Date et al., 2004). Com isso, o ciclo dos acidos tricarboxilicos ¢ interrompido
pela falta de poder redutor e o metabolismo anaerébico ¢é ativado (Sairam et al.,
2008).

Com relagdo ao alagamento do solo, estudam-se mais os mecanismos
adaptativos das raizes do que das folhas (Bragina et al., 2004). Poucos estudos
até agora mostram alteragdes anatomicas na folha devido a solos alagados,
porém, alteracdes morfoldgicas, como variagdes no mesofilo, area foliar total,
area foliar especifica e comprimento do peciolo sdo bem relatados (Huber et al.,
2009). Alguns autores ainda observaram, sob alagamento, presenca de
aerénquima na bainha de Paspalum dilatum (Vasellati et al., 2001), alteragdes no
tamanho dos estomatos de cevada (Yordanova et al., 2005) e alteragdes na
epiderme do milho Knezha 611 (Stoyanova et al., 2002). No milho ‘Saracura’,
sob alagamento em casa de vegetacdo, também foram observadas variagdes na
espessura do mesofilo, no diametro dos vasos condutores, no tamanho e na
quantidade de estdmatos e na espessura da cuticula (Melo et al., 2004; Pereira,

2008).
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Folhas de plantas com estresse anaerobico radicular possuem limitacdo
nas trocas gasosas pelo fechamento estomatico. A baixa disponibilidade de
oxigénio pode afetar a condutincia estomatica, diminuindo a perda de agua pela
transpiracdo, a assimilacdo de carbono, além da eficiéncia do fotossistema II
(Else et al.,, 2001; Fernandes, 2006). As plantas sensiveis ao alagamento
apresentam diminui¢ao na fotossintese (Chen et al., 2005) devido a fatores nao-
estomaticos (bioquimicos) (Yordanova et al., 2005) e estomaticos (Liao & Lin,
2001). Ja as plantas tolerantes conseguem manter sua atividade fotossintética
constante maior, mesmo em ambientes hipoxidos (Li et al., 2004).
Comparativamente, evidéncias de plasticidade foliar estdo sendo mais
conhecidas em plantas completamente alagadas. Tanto alteragdes fisioldgicas
quanto anatomicas tém sido observadas nessas plantas, também chamadas de
anfibias (Mommer et al., 2005; Voesenek et al., 2006; Mommer et al., 2007).

Plasticidade pode ser definida como a habilidade de uma planta ajustar
seu desempenho pela modificagdo morfoldgica ou fisioldgica, em resposta a
variagdo ambiental (Navas & Garnier, 2002). O milho (Zea mays L.), apesar de
ser sensivel ao alagamento, possui consideravel variabilidade genética para a
tolerancia (Zaidi et al., 2004), podendo responder expressivamente com a
plasticidade de seus 6rgdos nessas condigdes.

A inabilidade da cultura do milho para baixa disponibilidade de oxigénio
na rizosfera, causada pelo alagamento radicular, resulta em substanciais perdas
na produtividade (Zaidi et al., 2007a). Na Asia, por exemplo, cerca de 15% das
plantacdes de milho sdo afetadas pelo alagamento (Zaidi et al., 2004) e, na
China, as perdas chegam a, aproximadamente, 30% (Qiu et al., 2007). No Brasil,
grandes limitagdes agricolas pelo alagamento sdo encontradas nas planicies de
inundacdo ou dareas de varzeas (solos aluviais e hidromorficos), em que

inundagdes temporarias restringem a agricultura somente para o arroz (cultura
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mais adaptada) em mais de 33 milhdes de hectares (Santos, 1999; Silva et al.,
2007).

Tentativas positivas na busca de gendtipos tolerantes por meio de
selecdo genética tém sido encontradas (Lizaso et al., 2001; Zaidi et al., 2007b,
Silva et al., 2007). Milho tolerante ao alagamento pode ser uma boa opg¢ao para a
cultura em varzeas brasileiras. A Embrapa Milho e Sorgo, com essa intencao,
desenvolveu, por meio da selecdo recorrente fenotipica estratificada, uma
variedade de milho conhecida como ‘Saracura-BRS 4154’ com capacidade de
sobreviver, produzir e suportar periodos temporarios de encharcamento do solo
(Parentoni et al., 1997). Atualmente, esta variedade se encontra no 18° ciclo
anual de sele¢do ¢ seu nome, milho ‘Saracura’, ¢ uma referéncia a ave
comumente encontrada em terrenos alagadi¢os. Sua capacidade de tolerar
periodos intermitentes de alagamento deve-se a presenca de diferentes
mecanismos bioquimicos ¢ fisioldgicos, e também a alteragdes morfoanatomicas
radiculares, como a formagao de raizes adventicias e aerénquima (Vitorino et al.,
2001; Pereira et al., 2008).

Sabendo-se que espécies utilizam adaptagdes anatomicas para
sobreviverem a ambientes alagados, objetivou-se conhecer a plasticidade foliar
adquirida pelo efeito dos sucessivos ciclos de selegdo do milho ‘Saracura’ em

condi¢des de campo por meio da caracterizagdo anatomica foliar.
4 MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido, no periodo de outubro de 2007 a janeiro
de 2008, em condi¢des de campo, na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete Lagoas,

MG (clima AW de savana com inverno seco, altitude de 732 m, latitude Sul

19°28°, longitude oeste 44°15). As temperaturas, maxima ¢ minima, registradas
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durante o periodo de avaliagdo foram de 30°C e 18°C, respectivamente. A
umidade relativa média foi de 64,3% e a precipitagdo acumulada foi de 852 mm.

Com a finalidade de facilitar o alagamento, a area foi nivelada e dividida
em talhdes e o delincamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso,
com trés repeticdes. As parcelas foram constituidas de quatro fileiras de 5 m de
comprimento ¢ espagadas em 0,9 m. A distancia entre as plantas na linha da
parcela foi de 0,2 m e a area 1util correspondeu a duas fileiras centrais. Para o
alagamento, foi utilizada a agua de um reservatério préximo, que foi conduzida
por bombas até o local do experimento. Areas de bordadura foram colocadas em
torno das parcelas.

A adubagio do solo, classificado como Neossolo Flavico Tb, Eutrofico
Tipico, textura argilosa, fase relevo plano, campos de varzeas (Embrapa, 1999),
foi feita de acordo com a analise quimica. Aplicou-se adubagdo basica com 5-
20-20 + Zn, em doses de 400 kg ha', no momento do plantio e, apds a
germinagdo das cariopses, procederam-se duas coberturas com sulfato de
amonio em doses de 20 g m™ linear, sendo a primeira no estadio de seis folhas e
a segunda no estadio de oito folhas.

O alagamento foi iniciado no estadio de seis folhas (quando o meristema
de crescimento das plantas ja se encontra acima da superficie do solo)
(Magalhées et al., 2007) e encerrado na maturidade fisiologica, recebendo uma
lamina de 20 cm de agua (inundagdo de tabuleiro), trés vezes por semana. O
material genético utilizado foram os ciclos de selecdo do milho ‘Saracura-BRS
4154’ intercalados: C1, C3, C5, C7, C9, Cl11, C13, C15, C17 ¢ C18 ¢ uma
variedade, BR 107, como testemunha, conhecida pela suscetibilidade ao
encharcamento (Magalhaes et al., 2007).

No final do florescimento, foi coletada, em duas plantas em cada
repeticdo, uma amostra na regido do ter¢o médio de uma folha totalmente

expandida abaixo da folha bandeira de duas plantas em cada repeticdo. As
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amostras foram fixadas em solugdo de formaldeido, acido acético e etanol 70%
(FAA 70) (Johansen, 1940), por 48 horas e, em seguida, preservadas em etanol
70%. Cortes transversais do mesofilo e da nervura foram feitos com micrétomo
de mesa e os cortes paradérmicos realizados manualmente nas faces adaxial e
abaxial (Melo et al., 2007), no Laboratéorio de Anatomia Vegetal da
Universidade Federal de Lavras. Os cortes transversais foram clarificados com
hipoclorito de sdédio 5%, por 10 minutos, reidratados por 10 minutos, corados
com astrablau (solucdo de safranina e azul de astra 7,5:2,5) ¢ montados em
laminas com glicerina 50% (Kraus & Arduim, 1997). Os paradérmicos foram
corados com safranina 2% e montados em laminas com glicerina 50%.

Os cortes foram fotografados em microscopio optico de luz Olympus
BX-60 acoplado a uma camara digital. Os pardmetros medidos nos cortes
paradérmicos nas faces adaxial e abaxial foram: densidade estomatica (DE),
indice estomatico (IE) [(nimero de estdmatos/mm?)/nimero de células
epidérmicas], funcionabilidade estomatica (FUN) (diametro polar/didmetro
equatorial) e didmetro polar dos estomatos (POL). Os pardmetros avaliados para
a nervura central foram: nimeros de feixes vasculares (NF), soma do nimero de
vasos de xilema nos feixes (SV), diametro dos vasos de metaxilema (DV), indice
de vulnerabilidade de Carlquist (IVC) (DV/NV), espessura do floema nos feixes
vasculares (FL), diametro das células parenquimaticas (CP) e area de
esclerénquima (EC). Para o limbo foliar foram medidos: espessura da epiderme
adaxial (EAD) e abaxial (EAB), espessura do mesofilo (MF), espessura da
cuticula da face adaxial (CUT), espessura do floema nos feixes vasculares (FL),
diametro dos vasos do xilema (DV), nimero de células buliformes a cada 2 mm
(NCB) e diametro polar das células buliformes (DB). As avaliagdes na lamina
foliar foram realizadas apos quatro feixes vasculares de maior calibre, partindo
da regido da nervura mediana em direcdo a borda foliar, onde havia uma maior

uniformidade da espessura da lamina foliar. Como padrdes para as avaliacdes
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nos feixes, utilizaram-se aqueles presentes na nervura central de maior calibre e,
no mesofilo, o quarto feixe de maior calibre apds a nervura.

As medigdoes foram feitas pelo programa de analise de imagens
UTHSCSA ImageTool, utilizando-se calibragdes feitas com régua microscopica
fotografada nos mesmos aumentos das fotomicrografias (Pereira et al., 2008).
Para a determina¢do do dado final, realizou-se uma média das folhas de duas
plantas de cada repeti¢cdo, tendo, em cada folha, sido feitas cinco medi¢des de
cada caracteristica anatdmica. Os dados foram testados, quanto a normalidade,
pelo teste de Shapiro-Wilk e, quanto a homocedacidade, pelo teste de Lavene e
apresentaram distribuicdo normal e variancias homogéneas. Para analise
estatistica dos resultados, foram utilizados a analise de varidncia e o teste de
comparagdo de médias Skott-Knott, a 5% de probabilidade, no programa Sisvar

versao 4.3 (Ferreira, 2000).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas alteragdes nas secgdes paradérmicas, tanto na face
adaxial quanto na abaxial da folha. A DE na face adaxial foi estatisticamente
maior nos ciclos 17 e 18, em relagdo aos demais ciclos e a testemunha (Tabela 1
e Figura 1). O ciclo 18 apresentou aumento de 45,2% ¢ 41,9% em relagdo a
variedade BR107 e ao Cl1, respectivamente. O IE, nessa mesma face, também foi
maior nos ultimos ciclos e menor na testemunha, tendo o C18 apresentado um
aumento de 42,76% em relacdo a testemunha e 30,4% em relagdo ao primeiro
ciclo (Tabela 1 e Figura 1). A FUN adaxial foi maior no C15, C17 e C18, em
relagdo aos demais ciclos e a testemunha, os quais ndo apresentaram diferencas
entre si. O C18 apresentou 29,4% mais funcionabilidade que a testemunha e
25,4% que o C1. O didmetro polar dos estomatos da face adaxial foi maior nos

ciclos 13, 15, 17 e 18, em relagdo aos ciclos iniciais ¢ a testemunha (Tabela 1).
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Na face abaxial, apesar da densidade estomatica resultar em maiores valores do

que na face adaxial, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos.
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TABELA 1 Caracteristicas medidas nas sec¢des paradérmicas nas faces adaxial e abaxial das
folhas dos sucessivos ciclos de sele¢do do milho ‘Saracura’ submetido a
alagamento intermitente.

Face Adaxial Face Abaxial

DE 1E FUN POL DE 1E FUN POL

Tratamentos
(um)

BR107 59,81b* 9,72¢ 1,25b 43,18b 7741a 10,61b  1,18a 41,83b
Cl 63,33b 11,81c 1,32b 42.94b 84,44a 13,04b  1,45a 42,32b
C3 63,30b 11,53¢ 1,30b 44.28b 91,48a 13,70b  1,53a 44,56a
C5 63,33b 11,81c 1,42b 44,57b 84,44a 13,04b  1,51a 45,83a
C7 70,37b 13,80b 1,38b 45,01b 87,96a 13,62b  1,60a 45,76a
C9 63,33b 12,13¢ 1,42b 44.22b 105,55a 17,73a 1,42a 46,07a
Cl11 66,85b 12,71c 1,50b 45,78b 109,07a 16,13a  1,55a 46,44a
Cl13 77,41b 14,58b 1,45b 46,66a  095,00a 12,68b 1,49a 46,63a
Cl15 77,41b 13,95b 1,74a 48,02a  095,00a 14,87a  1,58a 46,52a
C17 98,52a 17,51a 1,74a 48,55a  098,54a 17,18a  1,56a 46,12a
C18 109,07a 16,98a 1,77a 48,26a 110,55a 15,96a 1,65a 47,57a
CV(%) 18,15 12,69 1491 4,18 15,81 13,67 9,78 3,96

* Médias seguidas por mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste Skott-Knott, a
5% de probabilidade; DE = densidade estomética (numero de estomato/mm?’); IE = indice
estomatico; FUN = funcionabilidade estomatica; POL = didmetro polar dos estomatos.
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FIGURA 1 Presenca de estdmatos na folha adaxial, ao longo dos ciclos de
selecio do milho ‘Saracura’ submetido ao alagamento
intermitente. CE = célula epidérmica; E = estomato; A = BR 107;
B=Cl;C=C3;D=C5;E=C7,F=C9;G=CI1l; H=C13;1=
C15;J=C17; K=Cl18. A barra corresponde a 100 pum.
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Ja o indice estomatico dessa mesma face apresentou diferenga e maiores
valores nos ciclos 9, 11, 15, 17 e 18.

O ciclo de maior média (C9) apresentou um IE de 59,9% a mais que a
testemunha e 26,4% que o Cl. Ndo houve diferenga significativa na
funcionabilidade da face abaxial, porém, no didmetro polar, a testemunha,
juntamente com o Cl1, foi significativamente menor que os demais ciclos de
selecdo.

A densidade de estomatos pode variar também em outros tipos de estresse
abidticos, como a seca, em que ocorre diminui¢do na densidade estomatica
(Bergmann, 2004). Plantas resistentes a esses ambientes, entretanto, tendem a
apresentar maior densidade de estdmatos com menor tamanho, o que favorece a
eficiéncia no uso da agua (Chaerle et al., 2005). O fechamento estomatico ¢ uma
das mais proeminentes respostas ao alagamento, levando a diminuigao das trocas
gasosas (Nicolas et al.,, 2005) e, consequentemente, da fotossintese e da
condutancia estomatica. Porém, maior otimizagao pelo aumento do numero de
estomatos pode favorecer maior entrada gas carbonico, diminuindo as
resisténcias estomaticas e facilitando o processo de assimilagdo do carbono. Isto
foi observado no milho ‘Saracura’, pois houve um aumento de estdmatos, tanto
por area quanto por nimero de células epidérmicas nos ultimos ciclos de
selecdo, podendo, portanto, beneficiar as trocas gasosas. Alguns autores nao
observaram mudangas na quantidade de estdomatos em legumes de regides
alagadas (Lotus corniculatus L. e Lotus glaber Mill) (Striker et al., 2005).

Maior funcionabilidade nos ultimos ciclos pode favorecer maior eficiéncia
no uso da agua, pois esses podem conseguir obter gas carbonico com uma area
de abertura estomatica menor, evitando maiores perdas de agua (Pereira, 2008).
O mesmo pode ser observado pelo aumento do didmetro polar nos ultimos ciclos

que estdo diretamente relacionados com a funcionabilidade estomatica.
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Todas essas caracteristicas podem favorecer uma maior absorgdo de CO,,
fator importante e que pode aumentar a quantidade de carbono interno,
predispondo uma maior produ¢do de energia para a sobrevivéncia € o
crescimento da cultura em areas alagadas. Estudos ecofisiologicos e
bioquimicos, contudo, devem ser feitos para comprovar tais sugestdes, pois, em
algumas espécies (inclusive o milho), em ambiente alagado, pode ocorrer uma
inibicdo na carboxilacdo (Ashraf & Habib, 1999; Yardanova et al., 2005).
Resultados semelhantes quanto ao nimero, ao tamanho e a funcionabilidade de
estdmatos também foram observados ao longo dos ciclos de selecdo em casa de
vegetacdo (Pereira, 2008).

Observa-se, na Tabela 2, que o numero de feixes vasculares (NF) exibiu
um aumento ao longo dos ciclos de selecao (Tabela 2). O C3 e a testemunha
apresentaram as menores médias e C15 e C18, as maiores. Houve um aumento
de 31,5% no ciclo 18 em relagdo a testemunha e de 37% em relagdo ao C3. A
SV também aumentou ao longo dos ciclos (Tabela 2), tendo C1, C3 ¢ a
testemunha sido estatisticamente semelhantes, com as menores médias € 0s
ciclos 13, 15, 17 ¢ 18 foram aqueles que resultaram nas maiores somas do
numero de vasos de xilema nos feixes (SV). A SV do C1 correspondeu a 42% da
soma do C18. Com relagdo ao didmetro dos vasos de metaxilema (DV), pode-se
observar que C1, C3, C5 e a testemunha apresentaram as menores médias e C13,
C15, C17 e C18, as maiores (Tabela 2). O didmetro dos vasos do metaxilema do
C18 diminuiram 37, 9% em relagdo ao C1 (Figura 2, 1A, 2B, 3C). O maior valor
do IVC foi encontrado na testemunha e os ciclos 13, 15, 17 e 18 corresponderam
aos menores indices, sendo estatisticamente semelhantes entre si (Tabela 2).
Ainda sobre os feixes vasculares da nervura, observou-se um aumento na
espessura do floema (FL) a partir do quinto ciclo (Tabela 2). O C18 teve um

aumento de 26,1% em relagdo a testemunha e de 24,3% em relagao ao Cl1.
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TABELA 2 Caracteristica anatomica da nervura central das folhas dos sucessivos ciclos de selegdo do
milho ‘Saracura’ submetido a alagamento intermitente.

NF SV DV IvC FL CP EC
Tratamento 5
pm pm pm pm
BR107 12,33d* 7,17¢ 74,55a 10,67a 53,62b 75,90a 35027,67a
C1 13,50c 7,50c 66,85a 9,00b 54,91b 95,03a 33977,50a
C3 11,33d 7,67c¢ 68,22a 9,00b 60,78b 75,72a 29179,10b
C5 13,50c 9,33b 65,83a 7,33¢ 65,09a 90,47a 29988,61b
C7 13,17¢ 10,33b 56,72b 5,67d 64,60a 93,99a 27496,26¢
C9 14,50b 11,00b 53,88b 5,00d 65,67a 99,10a 26759,92¢
Cl11 15,17b 11,17b 52,82b 4,67d 67,65a 104,03a 25268,84c
C13 15,33b 14,00a 47 24c 3,33e 66,75a 102,91a 26113,09¢
Cl15 16,67a 15,17a 44,00c 2,67¢ 65,81a 94,02a 24380,54¢
C17 16,00b 15,17a 46,24c 3,00e 67,00a 93,80a 24253,33¢
CI18 18,00a 17,83a 41,52¢ 2,33e 72,57a 95,71a 23845,13¢
CV (%) 6,48 16,16 7,79 16,93 7,33 18,49 08,43

* Médias seguidas por mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste Skott-Knott, a 5% de
probabilidade; NF = numeros de feixes vasculares; SV = soma do niimero de vasos de xilema nos
feixes; DV = didmetros dos vasos de metaxilema; IVC = indice de vulnerabilidade de Carlquist; FL =
espessura do floema nos feixes vasculares; CP = diametro das células parenquimaticas e EC = area de

esclerénquima.
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FIGURA 2 Caracteristicas anatdbmicas dos cortes transversais da nervura e
limbo foliar. 1 = testemunha; 2 = C1; 3 = C18; (A, B, C) =
sec¢do transversal da nervura central com detalhe no feixe
vascular; (D, E, F )= seccdo transversal do limbo foliar com
detalhe no feixe vascular; (G, H, I) = secgdo transversal do limbo
foliar evidenciando epiderme e cuticula; (J, K, L) = seccdo
transversal do limbo folia,r evidenciando as células buliformes.
A barra corresponde a 100 um.
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(Figura 2, la, 2B, 3C). Nao houve diferenca entre o didmetro das células
parenquimaticas (CP) (Tabela 2). Ja em relagdo a area do esclerénquima na
nervura (EC) ocorreu diminuigdo ao longo dos ciclos. As maiores espessuras
foram encontradas na testemunha e em Cl. Do ciclo 7 ao 18, ndo foram
detectadas diferencas estatisticas. A area de esclerénquima do C18 correspondeu
a 68% da area da testemunha e 70,1% da area do ciclo 1.

Na literatura ¢ relatado que, pela falta de oxigénio em solos alagados,
ocorre um decréscimo da condutividade hidraulica em plantas (Dell’Amico et
al., 2001). A baixa condutividade leva a cavitagdo processo, que pode diminuir a
capacidade da planta em transportar agua e fixar carbono (Mostajeran &
Rahimi-Eichi, 2008). Quando as espécies possuem maior quantidade de vasos,
ha um maior fluxo de agua e maiores chances de esquivar-se da cavitagdo
(Zimmermann, 1983). O didmetro dos vasos de xilema também € um importante
fator no fluxo de agua, pois vasos com calibre maior sdo mais propensos a
cavitagdo do que os de calibre menor (Vasellati et al., 2001). Portanto, o
aumento do numero de feixes e de vasos de xilema, nos ultimos ciclos de
selecdo do milho ‘Saracura’, poderia estar protegendo o sistema hidraulico e,
possivelmente, favorecendo a absor¢do de dgua na raiz, o fluxo e a distribuicao
de agua nas folhas. Essa prote¢do no sistema condutor é mostrada pelo menor
valor do IVC nos ciclos 13, 15, 17 e 18 (Tabela 2).

Um aumento no numero e na espessura dos vasos de floema pode ser
uma importante adaptagdo para as plantas submetidas ao alagamento. Com a
hipoxia, o transporte de fotossintatos para a raiz ¢ inibido e, concomitantemente,
ocorre menor produgdo de energia, devido ao bloqueio do ciclo do acido
tricarboxilico. Além disso, a diminui¢do do fluxo de fotossintatos para a raiz
pode acarretar um acumulo de carboidratos nos cloroplastos, o que leva a uma
inibicao da fotossintese. As raizes, em resposta a falta de aglicares, esgotam suas

reservas de carboidratos, necessitando, ainda, de uma maior entrada de
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fotossintatos (Liao & Lin, 2001). O aumento de NV e de FL nos tultimos ciclos
de sele¢dao do milho ‘Saracura’ poderia aumentar o transporte de fotossintatos da
folha para o restante da planta, além de evitar inibi¢do da fotossintese.

O diametro das células parenquimaticas pode influenciar o espago
intercelular, aumentando a area de gases, como oxigénio. Além disso, a morte de
células maiores na formacdo de aerénquimas poderia originar espagos maiores,
porém, ndo foi verificado um aumento do didmetro destas células e nem
formagdo de aerénquima.

Menor investimento em area de esclerénquima ocorreu a partir do ciclo
7. De acordo com Pereira (2008), a reducdo de esclerénquima pode levar a
producdo de outros tecidos mais importantes, como o floema, facilitando a
sobrevivéncia dos ciclos do milho ‘Saracura’ no ambiente encharcado. As
mesmas alteracdes ao longo dos ciclos de selecdo do milho ‘Saracura’, quanto
aos feixes vasculares (floema e xilema) e esclerénquima, foram observadas por
este mesmo autor, em casa de vegetagao.

A espessura da epiderme adaxial (EAD) e abaxial (EAB) diminuiu
significativamente ao longo dos ciclos de selegdo (Tabela 3). No mesofilo do
C18 houve redugdo da epiderme adaxial de 28,7% em relagdo a testemunha e de
20,1% em relacdo ao C1 (Figura 2, 1G, 2H, 31). Ja a epiderme abaxial do C18
diminuiu 24,4% em relagdo a testemunha ¢ de 15,9% em relagdo ao C1. Néo
foram observadas diferencgas estatisticamente significativas para a espessura do
mesofilo (MF) (Tabela 3). Com relagdo a cuticula (CUT), a partir do quinto
ciclo ocorreu diminui¢do significativa, sendo os ciclos 7, 9, 11, 13, 15, 17 ¢ 18
semelhantes entre si (Tabela 3). A cuticula do ciclo 18 diminuiu
aproximadamente 34,5% em relacdo a testemunha e ao ciclol (Figura 2, 1G, 2H,
31). J& a espessura do floema (FL) apresentou valores estatisticamente maiores

do ciclo 11 até o 18. O ultimo ciclo resultou num aumento de 25,72% em
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TABELA 3 Caracteristica anatdmica do limbo foliar das folhas dos sucessivos ciclos de selecdo do milho

‘Saracura’ submetido a alagamento intermitente.

EAD EAB MF CUT FL DV NCB DB
Tratamento

pm um um pm pm pm um um
BR107 26,96a*  24,15a 181,45a 14,57a 48,94b 66,50a 8,50a 68,95a
Cl 24,57a 22,86a 182,28a 14,55a 52,93b 65,95a 8,33a 73,35a
C3 27,28a 22,55a 177,73a 14,12a 43,74b 64,83a 8,50a 66,90a
C5 27,02a 24.30a 178,29a 11,44b 50,79b 66,28a 8,33a 55,85b
C7 27,26a 22,00a 164,77a 11,64b 49,36b 70,11a 6,67b 61,70a
C9 23,82a 22,84a 174,15a 11,95b 49,73b 61,85b 7,33b 61,47a
Cl1 23,61a 20,76b 167,66a 10,78b 55,92a 59,67b 7,33b 53,36b
C13 20,69b 20,28b 170,18a 10,75b 57,35a 62,43b 5,67b 52.41b
C15 20,82b 21,42b 171,37a 10,66b 61,65a 59,89b 6,33b 49,72b
C17 20,77b 19,69b  175,26a 10,24b 66,20a 56,80b 6,17b 57,66b
C18 19,62b 19,22b 156,61a 9,53b 65,89a 54,05b 5,83b 49,68b

CV(%) 9,18 7,96 4,52 9,69 12,27 06,38 14,38 10,31

* Médias seguidas por mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste Skott-Knott, a 5% de
probabilidade; EAD = espessura da epiderme adaxial, EAB = espessura da epiderme abaxial; EMF =
espessura do mesofilo; CUT = espessura da cuticula da face adaxial; FL = espessura do floema nos feixes
vasculares; DV = diametro dos vasos do xilema; NCB = numero de células buliformes a cada 2 mm ¢ DB
= didmetro polar das células buliformes.

87



relagdo a testemunha e de 19,67% em relagdo ao C1 (Figura 2, 1D, 2E, 3F).
Observou-se diminui¢do do didmetro do xilema (DV) ao longo dos ciclos de
selecdo (Figura 2, 1D, 2 E, 3 F). O maior didmetro de xilema foi encontrado na
testemunha (66,50), o qual foi estatisticamente semelhante aos ciclos 1, 3,5 ¢ 7.
(Tabela 3). O C18, juntamente com os ciclos 9, 11, 13, 15, e 17, resultou no
menor didmetro (Tabela 3). O numero de células buliformes (NCB) da
testemunha foi estatisticamente semelhante ao dos ciclos 1, 3 € 5. A partir do C7
at¢é o C18, as médias foram iguais e com menores valores. O CI18 teve
diminuigdo de 31,4% em relagdo a testemunha e de 30% em relacdo ao ciclo 1
(Figura 2, 1], 2K, 3L).

Os diametros das células buliformes também diminuiram ao longo dos
ciclos de selecdo (Tabela 3 e Figura 2, 1J, 2K, 3L). A testemunha e os ciclos 1,
3, 7 e 9 foram estatisticamente semelhantes entre si e corresponderam as maiores
médias.

As folhas dos Ttltimos ciclos apresentaram limbo foliar com
caracteristicas anatdmicas semelhantes as de espécies completamente alagadas.
Nestas plantas, observa-se uma fina camada de epiderme e de cuticula que leva a
um decréscimo da resisténcia difusiva de gases, favorecendo a entrada de gas
carbonico na folha (Voesenek et al., 2006; Mommer et al., 2007).

Stoyanova et al. (2002) também néo encontraram diferencas no mesofilo
do cultivar de milho Knezha 6112L submetido a alagamento. Apesar de, no
presente trabalho, ndo terem ocorrido diferengas significativas no mesofilo dos
ciclos de selecao do milho ‘Saracura’, Pereira (2008) encontrou diferencas
trabalhando em casa de vegetagdo com os mesmos ciclos e a testemunha.

O aumento na espessura do floema e a diminuigdo do didmetro do
xilema ao longo dos ciclos de selegdo do milho ‘Saracura’, como j& discutido

para a nervura central, aumentam a capacidade de transporte de fotossintatos e
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protege contra a cavitagdo, respectivamente (Vassellati et al., 2001; Liao & Lin,
2001).

Um maior numero de células buliformes com didmetro polar maior nos
ciclos iniciais possivelmente estd relacionado ao enrolamento foliar que, de
acordo com Melo et al. (2007), proporciona uma redugdo na area de superficie
de transpiracdo, sendo estes ciclos mais sensiveis ao alagamento. Os ultimos
ciclos de selegdo, entretanto, possivelmente, estdo mais adaptados
fisiologicamente ao alagamento intermitente, permitindo um desenrolamento
foliar com aumento da superficie fotossintética sem acréscimo na transpiracao.
Pereira (2008), em casa de vegetacdo, também observou, ao longo dos ciclos de
selecdo do milho ‘Saracura’, um menor nimero de células buliformes com

menor didmetro.

6 CONCLUSOES

Os sucessivos ciclos de sele¢@o do milho ‘Saracura’ apresentaram
modificagdes na plasticidade foliar que, provavelmente, estdo favorecendo sua

tolerancia ao alagamento intermitente do solo.
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	Maize crop is sensitive to soil flooding, and its cultivation in these conditions will cause significant losses in crop productivity. Due to this fact Embrapa Maize and Sorghum Research Center develop through mass selection a maize variety tolerant to intermittent soil flooding: the Saracura Maize – BRS 4154. This variety is on 180 annual selection cycle. The objective of this work was to verify gains related to morphological characteristics in the Saracura maize selection cycles, by using a digital image analyzer called WinRHIZO. The experiment was carried out in green house conditions at Embrapa Maize and Sorghum Research Center, Sete Lagoas city, MG. The soil flooding started right after plant emergence. It was studied 11 treatments, including a check and 10 cycles of selection (C1 throughout C18, alternated). The trial was harvested 18 days after emergence, evaluating morphological characteristics, such as: shoot and root dry matter, shoot/root ratio, root total length, root total surface area, root average diameter, total root volume, specific length, root tissue density and length by classes (very fine, fine and thick). There was no significant differences on dry matter parameters, root very fine length and thick, average diameter and superficial area of thick roots. The last cycles of selection resulted in very fine roots, greater volume, superficial area and root length with low metabolic cost which favors the plant development on these flooded environments. 

