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Introducao

O fésforo (P) é um dos nutrientes minerais mais importantes para o crescimento
e desenvolvimento das plantas, sendo o segundo mineral que mais limita a produgdo de
graos, depois do nitrogénio (ALVES, 2005). Ele compreende cerca de 0,2 % do peso
seco da planta, o que pode variar de acordo com o estdgio de desenvolvimento, do 6rgao
em questdo e da espécie analisada (SCHACHTMAN et al., 1998). O fésforo
desempenha um papel-chave como componente de moléculas como 4cidos nucléicos,
ATP, fosfolipideos, dentre outros. Diversos processos celulares que dependem de
energia, como fotossintese, estoque de energia e metabolismo de carboidrato, dependem
de um suprimento adequado de P (RAGHOTHAMA, 1999; HAMMOND et al., 2004;
RAGHOTHAMA; KARTHIKEYAN, 2005).

A falta de foésforo nas plantas se inicia com uma miriade de respostas
transcricionais, bioquimicas e fisioldgicas que servem para aumentar a habilidade da
planta de adquirir P do solo e aumentar a eficiéncia com a qual a planta utiliza P
internamente (HAMMOND; WHITE, 2008; LYNCH, 2007). E provivel que as plantas
possam detectar tanto o status de P total na planta, aumentando a eficiéncia do uso de P
internamente, quanto variacdes locais de P, permitindo a proliferacao de raizes para
regides ricas em P (FORDE; LORENZO, 2001; AMTMANN et al., 2006).

As plantas desenvolveram intimeras adaptacdes morfoldgicas, fisioldgicas,
bioquimicas e moleculares para se adaptar a condi¢des limitantes de P (VANCE et al.,
2003; HAMMOND et al., 2004; RAGHOTHAMA; KARTHIKEYAN, 2005; JAIN et
al., 2007; LYNCH, 2007). Mudangas na morfologia e na arquitetura da raiz, acimulo de
antocianinas, secre¢ao de fosfomonoesterases e dcidos organicos na rizosfera, melhoram
a eficiéncia da absor¢io de P (RAGHOTHAMA, 1999). O objetivo final dessas
mudancas adaptativas € a maior disponibilizacdo de P na rizosfera, favorecendo a
absor¢do de P e a manuten¢do do metabolismo da planta. Para explorar ao méximo o P
do solo, as plantas aumentam a razdo raiz:parte aérea e a superficie das raizes
(MARSCHNER, 1995).

Um elaborado sistema de raizes € necessario para a absorcao eficiente de dgua e
nutrientes na planta em desenvolvimento. O milho apresenta um sistema radicular
complexo formado por diferentes tipos de raizes. Durante a embriogénese, a raiz
primdria € originada do ntcleo polar basal do embrido enquanto um nimero varidvel de
raizes seminais € formado no escutelo. Estas raizes sdo relevantes apenas durante os
estagios inicias do desenvolvimento da plantula (HOCHHOLDINGER et al., 2004).
Nos estdgios posteriores, um extenso sistema de raizes pds-embrionicas desenvolvidas a
partir do broto formam a maior parte das raizes da planta adulta. O mutante rtcs


https://core.ac.uk/display/45483302?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

(rootless concerning crown and seminal roots) de milho (HERTZ et al., 1996) foi
identificado por apresentar auséncia total de raizes seminais embridnicas e pds-
embridnicas formadas a partir do broto. Este mutante tem apenas a raiz primadria e suas
laterais.

O formato da célula, definido pela parede celular, € determinado por meio da
combinacdo da orientacdo da divisao celular e de sua expansao. O formato da célula é
importante para a sua func¢do e a alteragdo da sua forma pode ocorrer devido a respostas
aos sinais bidticos e abidticos. O gene bk2, que pertence a familia génica COBRA, esta
envolvido no processo de biossintese e expansdo da parede celular. Este gene parece
estar envolvido com a formagdo da parede celular secunddria. J4 o outro membro da
familia COBRA, bk2[3, que também estd envolvido com expansao celular, parece atuar
na formacdo de parede celular priméria. Existem na literatura dados que mostram que
membros especificos desta familia respondem diferencialmente a tratamentos de
hormonios e a estresses (BRADY et al., 2007). J4 o gene scarecrow (scr) é necessario
para a segunda divisdo assimétrica da célula que da origem a endoderme
(HELARIUTTA et al., 2000), conferindo o padrdo radial das raizes.

A percepc¢ao de baixo P na rizosfera e o aumento da producdo de etileno pode
aumentar a formacdo e a elonga¢do dos pelos radiculares (ZHANG et al., 2003), que
aumenta significativamente o volume de solo explorado. Nas plantas cultivadas, os
pelos radiculares contribuem com até 77% da édrea total de raiz, maximizando o volume
de solo a ser explorado com um minimo de biomassa possivel. Eles sdo um instrumento
para aquisicdo de nutrientes, dgua, ancoragem e interacdo com micro-organismos
(GILROY; JONES, 2000). Os pelos radiculares, que sdo unicelulares, sdo uma das
poucas células das plantas superiores que usam o crescimento por meio do 4dpice
(KROPFT et al., 1998). A deposi¢do de polimeros de parede celular ocorre via exocitose
polar, dando origem aos pelos radiculares. A exocitose ¢ um evento fundamental de
trédfico de membrana que media a incorporacdo de proteinas e lipideos para a membrana
plasmdtica recém-formada, sendo responsdvel pelo crescimento e pela polaridade
celular (HSU et al., 1999). No milho, trés mutantes para a formacdo de pelos
radiculares, roothairlessl, 2, e 3 (rthl, rth2, rth3), foram identificados por afetar a
elongacdo dos pelos radiculares, porém exibem iniciacdo normal da formagdo do pelo
radicular (WEN; SCHNABLE, 1994). Mutantes com defeitos na formacdo de pelos
radiculares t€ém menor capacidade na aquisicio de P e crescem menos do que o0s
genotipos selvagens (HOCHHOLDINGER; TUBEROSA, 2009).

O presente trabalho buscou padronizar os critérios de caracterizagao fenotipica
de gendtipos contrastantes de milho em camara de crescimento e realizar estudos de
expressdo génica. A integracdo das técnicas de fisiologia e biologia avangada podera
auxiliar os programas de melhoramento genético a medida que informagdes uteis forem
geradas, uma vez que as caracteristicas em questdo sdo de grande interesse para os
melhoristas e de dificil selecao.

Material e Métodos
1. Materiais genéticos

Os gendtipos de milho utilizados foram provenientes do programa de
melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. As linhagens (L3 e L22) utilizadas neste
projeto ja foram avaliadas em condi¢Oes de campo por Parentoni (2008).

2. Caracterizacao morfologica do sistema radicular



As sementes dos gendtipos de milho foram desinfetadas com hipoclorito de
sodio (0,5% por 5 minutos) e germinadas em papel de germinacdo (BRASIL et al.,
2007; LIU et al., 1998). Apds a germinacdo por quatro dias, plantulas uniformes foram
selecionadas para posterior retirada do endosperma remanescente nas sementes, visando
eliminar as reservas nutricionais da planta e garantir o estresse de P nos tratamentos
com baixo nivel do nutriente. Foi utilizada solu¢@o nutritiva de Hoagland’s modificada
com pH ajustado para 5,65, que foi trocada a cada trés dias, baseada no uso de pastas de
arquivo forradas com papel de germinagao (LIU et al., 1998). Os genétipos de milho
eficiente (L3) e ineficiente (L22) a P foram avaliados em diferentes concentracdes de P
(0, 2,5, 150 e 250 uM) em camera de crescimento sob condi¢cdes de iluminacdo e
temperatura controladas. As plantulas de milho foram analisadas com 3, 6, 9, 12 e 15
dias apos a aplicagdo dos tratamentos, sendo a solu¢do trocada a cada trés dias.

Foram avaliados diferentes aspectos da raiz. A avaliagdo foi feita com o
software Winrhizo v. 4.0 (Regent Systems, Quebec, Canadd), acoplado ao escéner
Epson XL 10000 equipado com unidade de luz adicional (TPU). Foi também avaliado a
proporcdo raiz:parte aérea. A parte aérea e a raiz foram secas separadamente a 65°C até
peso constante.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Para cada
tratamento foram usadas trés plantas. Foram feitos trés experimentos em épocas
diferentes, totalizando nove repeticdes para o estabelecimento da concentracdo de P e
tempo de coleta. Foi feita andlise de variancia (p<0,05) e comparagdes de médias pelo
teste de t de Student (LSD) (p<0,05) para os resultados de producdo de matéria seca e
caracteristicas de morfologia de raiz.

3. Quantificacio de fosforo

A andlise de fosforo da parte aérea e raizes foi feita no laboratdrio de analises
quimicas de plantas da Embrapa Milho e Sorgo utilizando o método espectofotométrico
de analise com azul de molibdénio (MALAVOLTA et al., 1989; SILVA, 1999).

4. Analise de expressao génica

A expressdo génica foi feita utilizando-se PCR quantitativo em tempo real. A
andlise dos genes foi realizada em plantas crescidas em baixo e alto P (2,5 ¢ 250 uM) e
coletadas com 12 dias apds o inicio do tratamento. As raizes foram coletadas, imersas
em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até o momento da extragdo do RNA total.

O RNA total foi extraido por TRI Reagent (Sigma), sequindo as recomendagdes
do fabricante em conjunto com os tubos “phase-lock” (Eppendorf, Hamburg, Germany).
A concentracao de RNA obtida foi determinada pela leitura de absorbancia a 260, 280 e
320 nm e a sua qualidade foi verificada por eletroforese em gel de agarose.

Para a andlise de RT-PCR quantitativo, a sintese do cDNA complementar foi
realizada utilizando-se 1 ug de RNA total, previamente tratados com DNase I. A sintese
de cDNA foi realizada com o kit “ High Capacity cDNA Reverse Transcription” (ABI).

As condicdes de PCR foram otimizadas em func@o dos primers especificos para
o gene de interesse e para o controle (18S ribossomal - SrRNA18S_RT:
CGTCCTAGTCTCAACCATAAACG, 3rRNA18S_RT:
CCCCGGAACCCAAAGACT). As andlises de RT- PCR quantitativo foram
realizadas no equipamento ABI7500 utilizando as técnicas de SybrGreen, segundo
as recomendacdes do fabricante.

Foram desenhados e analisados primers especificos para os genes relacionados
com estrutura de raiz: roothairless 1 (5rthl_RT: CAACCGGAAAGTTGACGAAT,
3rthl_RT: ACAACTCGTCGGAGGTCAGT), roothairless 3 (5rth3_RT:
TGGGTCCGACTACCTTGTTC, 3rth3_RT: AAGCCATCTCCAGCAACAAC) ,
brittle stalk-2-like protein 3 (5bk213_RT: AACCCAAGTGGGTCAAACTG,



3bk213_RT: ATTGTACAAGGGGCTGACCA), brittle stalk-2  (5bk2_RT:
AAGGACCTTCACCTTCAGCA, 3bk2_RT: GCAGGTAGGGGTAGGAGTC) ,
rootless  concerning crown e seminal lateral roots (Srtcs_RT:
CGCCGTCACCATCTCCTAC, 3rtes_RT:  GGGTCATAACCTGCTGCTGT),
scarecrow (5SCR_RT: CTCGCTCTACGACGTCACTG, 3SCR_RT:
CGCCGAGTAGTAGTGGATGG).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com trés
repeticoes. Para cada tratamento foram usadas trés plantas. A significancia dos
resultados foi feita a andlise de variincia (p<0,05) e comparacdes de médias pelo teste
de t de Student (LSD) (p<0,05).

Resultados e Discussao

Neste trabalho foi analisada a morfologia das raizes. Inicialmente, buscou-se
analisar o melhor tempo e a melhor dose de P para diferenciar os gendtipos
contrastantes para determinar uma condi¢do ideal de triagem de plantas precoces para
eficiéncia a P. Nos cereais, o sistema primdrio radicular domina na fase inicial do
desenvolvimento, enquanto nos estdgios tardios o sistema adventicio predomina e
ambos os sistemas sdo modulados por condi¢cdes ambientais. Deste modo € necessério
tentar estabelecer uma conexao entre os estadios precoce e tardio de desenvolvimento
da planta tentando encontrar a melhor condi¢do de avaliagdo de estresse que a planta
pode sofrer, para assim selecionar plantas mais eficientes de forma mais rapida.

As raizes e partes aéreas foram analisadas quanto ao conteudo de P. Além disso
foi feita a proporcao raiz:parte aérea apds a obtencdo do peso seco constante. A andlise
por meio do software Whinrhizo forneceu 34 medidas de diferentes aspectos da
morfologia da raiz, sendo elas comprimento (cm), drea projetada (cm?), superficie total
(cmz), média de didmetro (mm), comprimento total por metro ctubico de solo (cm/m3 ),
volume total (cm3), nimero de pontas, nimero de interseccoes e nuimero de
ramificacdes. Além de comprimento de raiz (L), drea de superficie (SA), drea projetada
(PA), volume (V) e ndmero de pontas (T) dividido nos seguintes didmetros
0,000<X,<=1,000, 1,000<X,<=2,000, 2,000<X,<=3,000, 3,000<X,<=4,000,
4,000<X,>4,500.

Baseando-se nas informagdes obtidas pelas anélises estatisticas observou-se uma
diferenca significativa entre os genétipos contrastantes, sendo uma maior quantidade
das seguintes caracteristicas no genétipo L3 (eficiente): conteido de P na parte aérea,
peso seco, volume de raiz, nimero de pontas, L2, SA2, PA2, V2, T1, T2 e T3. Estas
diferencas entre os gendtipos independentemente da dose de P para estas caracteristicas
corroboram com o que foi observado por Brasil et al. (2007) e Cantdo et al. (2008). Para
o fator dose foi observado um maior contetido de P na parte aérea do genétipo L3. Para
o fator tempo, com excecdo de L3, SA3, PA3, V3, T3, T4 e TS, todas as caracteristicas
foram significativas, o que mostrou um aumento de raizes mais finas, o que corrobora
com o desenvolvimento de raizes laterais, coronais e adventicias conforme as plantulas
vao se desenvolvendo.

Em relacdo as interagdes gendtipo*tempo foi significativo o didmetro médio, L2,
SA2, PA2 e V2, e para genétipo*dose SA2, PA2 e V2 foram significativas. Foi
verificado que para interacdo gendtipo*tempo a diferenca entre os gendtipos foi
observada em 12 e 15 dias de tratamento. A partir desse resultado foi feita uma andlise
genotipo*dose em 12 dias de tratamento, que mostrou uma diferenca significativa entre
os gendtipos na dose 2,5 uM de P para as caracteristica SA2, PA2 e V2, que sdo
relativas a drea de superficie, drea projetada e volume no diametro 1,000<X,<=2,000



mm (Figura 1). Analisando-se estas caracteristicas aos 12 dias apds o inicio do
tratamento foi observado uma diferenca significativa entre L3 e L22 com a dose 2,5 uM
(baixo P). Porém nao foi observada uma diferenca em alta dose de P (150 e 250 uM) e
com 0 uM P. E interessante notar as quantidades de raizes finas neste tempo, pois em
alto P ndo houve diferenciacdo dos genétipos e sim em baixo P, assim como observado
por Parentoni (2008), quando comparou-se 0s genétipos quanto ao critério de eficiéncia
de aquisicdo e utilizacdo de P para produc¢do de graos. O fato de ndo ter sido observada
diferenga com O UM pode ser devido ao fato de ndo ter havido estimulo de P ou ao fato
do estresse ser muito alto com dose nula de P, indicando que uma dose baixa pode ser
melhor para diferenciar os genétipos quanto a eficiéncia do que uma dose nula. O
diametro de raiz 1,000<X,<=2,000 parece ser relativa as raizes seminais ou adventicias,
porém um estudo mais detalhado precisa ser feito.

Um elaborado sistema de estoque de raizes € necessdrio para a absorcao
eficiente de dgua e nutrientes na planta em desenvolvimento. O milho apresenta um
sistema complexo composto por diferentes tipos de raizes formados durante as
diferentes fases do desenvolvimento. As raizes seminais sdo relevantes apenas durante
os estagios inicias do desenvolvimento da plantula de milho (HOCHHOLDINGER et
al., 2004). Nos estdgios posteriores, um extenso sistema de raizes pds-embriOnicas
saidas do broto formam a maior parte das raizes estoques da planta adulta. Este tipo de
raiz parece ser o diferencial entre os gendtipos contrastantes a P, visto que foi
encontrado um maior nimero de raizes com didmetro entre 1-2 mm, que parece ser
relativo a este tipo de raiz, e foi observada uma maior expressao do gene rfcs no
genotipo eficiente (L3) (Figura 2).

O formato da célula da planta é alcancado por meio de uma combinagdo de
orientagdo da divisdo e expansao celular e € definida pela parede celular. O formato da
célula € importante para sua funcdo e a alteracdo da sua forma pode ocorrer devido a
respostas a sinais bidticos e abidticos. O gene bk2, que pertence a familia génica
COBRA, estad envolvido no processo de biossintese e expansdo da parede celular e foi
mais expresso no genotipo eficiente (Figura 2). Este gene parece estar envolvido com a
formacdo da parede celular secundéria. J4 o outro membro da familia COBRA, bk2I3,
que também estd envolvido com expansdo celular, ndo apresentou diferenca entre os
genotipos (Figura 2). Existem na literatura dados que mostram que membros especificos
desta familia respondem diferencialmente a tratamentos de hormoOnios e estresse
(BRADY et al., 2007). J4 o gene scarecrow (scr) € necessario para a segunda divisao
assimétrica da célula que dd origem a endoderme (HELARIUTTA et al., 2000),
conferindo o padrdo radial das raizes. Este gene ndo apresentou diferenca entre os
genotipos (Figura 2).

Os pelos radiculares aumentam a superficie da raiz para ajudar na absorcdo de
dgua e nutrientes e para interacdo com a rizosfera bidtica e abidtica. O gene rthl, que
codifica uma proteina do tipo SEC-3, ndo apresentou diferenca entre os genotipos
(Figura 3). O gene rth3, que codifica uma proteina do tipo COBRA, se apresentou mais
expresso no genoétipo eficiente (L3) em baixo P, o que pode indicar pelos radiculares
mais longos e mais abundantes (Figura 2). E sabido que este gene tem a expressdo mais
elevada em raizes primdrias jovens (HOCHHOLDINGER; ZIMMERMANN, 2008),
que é a principal raiz encontrada em plantulas, como as que foram utilizadas neste
trabalho.



Conclusoes

Existe uma diferenca significativa entre os gendtipos contrastantes utilizando-se
2,5 uM de P a partir de 12 dias de tratamento.

As principais caracteristicas fenotipicas para distinguir os genétipos foram o
volume radicular, contetido de P na parte aérea, propor¢ao raiz:parte aérea e quantidade
de raizes com 1-2 mm de diametro.

Os experimentos de expressdao em tempo real mostraram que os genes rth3, bk2
e rcts foram os mais eficientes para se diferenciar os gendétipos contrastantes em baixo
P.
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Figura 1. Volume de raiz (cm®) de plantulas de milho com didmetro entre 1,000 e
2,000 mm. As medidas foram obtidas por meio do software Winrhizo v. 4.0 (Regent
Systems, Quebec, Canada). As plantulas de milho foram coletadas com 12 dias apds
transplante para solucdo de Hoagland’s com 4 doses de P (0, 2,5, 150 e 250 uM).
Foram analisados 2 gendtipos contrastantes L3 (eficiente) e L22 (ineficiente) para
aquisicdo de P. As barras de erro correspondem a SEM de 9 repeticbes com 3

plantas cada. As barras com a mesma ou sem nenhuma letra nao diferem pelo teste t
de Student (LSD) (p<0,05).
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Figura 2. Andlise da expressdo génica relativa (RQ) por PCR em tempo real em
raizes de plantulas de milho em 2 gendtipos contrastantes L3 (eficiente) e L22
(ineficiente) para aquisicdo de P e duas concentragdes de P (2,5 e 250 uM) aos 12
dias apds o inicio do tratamento. As barras de erro correspondem a SEM de 3
repeticoes com 3 plantas cada. As barras com a mesma ou sem nenhuma letra nao
diferem pelo teste t de Student (LSD) (p<0,05).



