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RESUMO

Rocha, Michel Castellani da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2008.
Caracterizacdo morfofisiolégica radicular relacionada aos mecanismos de
aquisicdo de fosforo em sorgo. Orientador: Glauco Vieira Miranda. Co-Orientadores:

Robert Eugene Schaffert e Maria Jos¢ Vilaga Vasconcelos.

A baixa disponibilidade de fosforo no solo ¢ um dos principais fatores que
restringem o desenvolvimento e a producdo das plantas. Para a adaptagdo a estes
ambientes as plantas desenvolveram mecanismos que variam entre espécies e entre
genotipos. A capacidade das plantas em explorar o solo, converter formas nao
utilizdveis em absorviveis, formar associacdo com fungos micorrizicos, entre outras
caracteristicas, podem determinar a eficiéncia das plantas nestes ambientes. Este
trabalho teve como objetivo avaliar caracteristicas morfofisiologicas radiculares
relacionadas aos mecanismos de aquisicdo de fosforo em linhagens de sorgo
pertencentes ao programa de melhoramento de sorgo da Embrapa. Foram caracterizadas
nove linhagens, quanto a morfologia do sistema radicular cultivadas em solos
apresentando dois niveis de fosforo (5 e 20 mg dm™), e quatro linhagens quanto a
exsudacdo de compostos pertencentes ao grupo das estrigolactonas. Para as
caracteristicas do sistema radicular avaliadas nao foi verificada a interacdo entre
genotipo e ambiente. Diferencas significativas entre os ambientes com alto e baixo
fosforo foram verificadas para as caracteristicas comprimento total de raiz (CTR), area
de superficie total de raiz (ATR), diametro médio de raiz (DMR), numero de
ramificagdes (NR), comprimento de raiz muito fina (CRMF), area de superficie de raiz
muito fina (ARMF), massa seca de raiz (MSR), massa seca de raiz/massa seca de parte
aérea (MSR/MSPA), comprimento especifico (CE), finura de raiz (FR) e densidade de
tecido de raiz (DeTR). Para as caracteristicas didmetro médio de raiz (DMR),
comprimento de raiz grossa (CRG), area de superficie de raiz grossa (ARG), area de
superficie de raiz fina (ARF), massa seca de parte aérea (MSPA), MSR, massa seca
total (MST) e FR os genotipos apresentaram diferencas significativas
independentemente do nivel de fosforo onde elas foram cultivadas. As linhagens
apresentaram diferencas significativas para as caracteristicas DMR, CRG, ARG, MSPA,
MSR, MST e FR apenas no canteiro contendo alta disponibilidade de fésforo. Quando

cultivadas em baixo fosforo verifica-se que existem diferencas significativas entre as
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elas para as caracteristicas CTR, ATR, NR, CRMF, CRF, ARMF e¢ ARF. Existe
variabilidade genética para CTR, CRMF, CRF, ATR, ARMF, ARF e NR quando as
plantas sdo cultivadas em baixa disponibilidade de fosforo, podendo ser de grande
utilidade como parametros para sele¢do nos programas de melhoramento de sorgo. O
comprimento ¢ a area de superficie das raizes apresentaram-se mais importantes na
adaptacdo das plantas em baixa disponibilidade de fésforo que o volume e o didmetro
médio das raizes. Diferentes mecanismos de aquisi¢do de fosforo podem estar atuando
nos ambientes de baixa e alta disponibilidade de fosforo. A caracteristica DeTR foi bem
informativa em relagdo a eficiéncia das linhagens em baixo fosforo. As linhagens
caracterizadas quanto a exsudagao de compostos foram crescidas em sistema de cultivo
ausente de fosforo. Analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia e de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas indicaram diferengas na
quantidade liberada de um composto isolado nos exsudados totais, o qual apresentou
caracteristicas moleculares que sugerem que ele ¢ um dos compostos sinalizadores para
colonizacdo de fungos micorrizicos (estrigolactonas). Das quatro linhagens estudadas, a
BRO07B foi a que apresentou maiores quantidades de exsudados totais, sendo que ela
foi 2,8 vezes maior que a linhagem SC283, que menos exsudou. Assim, ha resposta
fisiologica diferenciada entre linhagens de sorgo cultivadas em ambientes ausentes de
fosforo, sendo fortes as indicagdes para existéncia de variabilidade genética entre as
linhagens de sorgo estudadas para exsudacdo de compostos relatados como

sinalizadores para a colonizagdo de fungos micorrizicos.

vi



ABSTRACT

Rocha, Michel Castellani da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2008.
Characterization of morphophysiological root traits related to mechanisms of
phosphorus acquisition in sorghum. Advisor: Glauco Vieira Miranda. Co-Advisors:

Robert Eugene Schaffert and Maria José Vilaga Vasconcelos.

Low availability of phosphorus in the soil is one of the principal limiting factors
in plant development and plant production. Plants have developed adaptive mechanisms
for these environments that vary between species and between genotypes within a
species. The capacity of plants to explore the soil, transform unusable forms to usable
forms, develop relationships with mycorrhiza fungi, etc., influence the efficiency of
plants in these environments. The objective of this study was to evaluate
morphophysiological root characteristics related to mechanisms of phosphorus
acquisition in sorghum lines of the sorghum improvement program at Embrapa Maize
and Sorghum. Nine lines were used to study the root system in a soil with two levels of
phosphorus (5 and 20 mg dm™), and four lines were used to study the composition of
strigolactone derivatives of root exudates. No significant interactions were found
between genotypes and phosphorus level in the soil for the root morphological
characteristics studied. Significant differences for the root characteristics: total root
length (CTR), total root surface area (ATR), mean root diameter (DMR), number of root
branches (NR), very fine root length (CRMF), root surface area of very fine roots
(ARMF), root dry weight (MSR), dry weight root/plant dry weight ratio (MSR/MSPA)
specific root length (CE), fineness of root (FR) and root tissue density (DeTR) between
high and low phosphorus levels were observed. Significant differences between
genotypes independently of the phosphorus level were observed for: DMR, length of
thick roots (CRG), surface area of thick roots (ARG), surface area of fine roots (ARF),
plant dry weight (MSPA), MSR, total plant dry weight (MST) and root fineness FR.
Significant differences among the line in the plots with high phosphorus were observed
for DMR, CRG, ARG, MSPA, MSR, MST, and FR, but not in the plots with low
phosphorus. Significant differences between genotypes in the low phosphorus plots
were only observed for CTR, ATR, NR, CRMF, CRF, ARMF, and ARF. Genetic
variability was observed CTR, CRMF, CRF, ATR, ARMF, ARF e NR at low

phosphorus levels and could be useful parameters for selection in sorghum
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improvement programs. Root length and root surface area appear to be more important
for plant adaptation to low levels of phosphorus than root volume and root diameter.
Different mechanisms of phosphorus acquisition may be occurring in environments
with low and high phosphorus availability. Root tissue density was one of the most
useful parameters related to plant productivity at low phosphorus. Four lines were
characterized for root exudation components at low phosphorus. High performance
liquid chromatography (HPLC) and coupling gas chromatography to mass spectrometry
were used to analyze the compost isolated from root exudates from each line.
Differences were observed between lines for what appears to be sorgolactone
(strigolactone), a substance that is associated with signaling the colonization of
mycorrhiza fungi. BRO0O07B, one of the four lines evaluated, had the highest quantity of
total exudates, being 2.8 times greater than the line SC283, with the least amount. These
physiological differences between the lines grown in a medium without phosphorus
strongly support the presence of genetic variability in sorghum for the ability of the

plant to induce (signal) mycorrhiza colonization.
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1. INTRODUCAO

O sorgo ¢ considerado atualmente o quinto cereal mais produzido no mundo,
depois do milho, trigo, arroz e cevada (FAO, 2005), obtendo uma produ¢do mundial
estimada em 2004 de 60,2 milhdes de toneladas em uma area de 44,4 milhdes de
hectares (FAO, 2005). E esperado que a producio mundial de sorgo alcance 64 milhdes
de toneladas no fim de 2008 (FAO, 2008).

A cultura do sorgo estd expandindo cada vez mais no Brasil principalmente no
periodo de safrinha, em sucessdo as culturas de verao (EMBRAPA MILHO e SORGO,
2007). A area ocupada com producdao de sorgo na safra 2006/07 foi de
aproximadamente 926.891 ha, tendo aumentado para 1.001.181 ha na safra atual
(APPS, 2008). A produgdo de graos de sorgo na safra 2006/07 foi estimada em 2,14
milhdes de toneladas, enquanto que na safra 2007/08 a producdo esta estimada em
aproximadamente 2,35 milhdes de toneladas (APPS, 2008).

O crescimento das plantas ¢ afetado direta e indiretamente por diversos fatores
de solo, manejo, clima e gendtipo, sendo que muitos destes podem ser controlados e
outros ndo. Desta forma, a produtividade das culturas depende de mais de uma centena
de variaveis ligadas aos fatores citados. O suprimento das plantas por agua e nutrientes,
por exemplo, ¢ influenciado pelas interagdes destes fatores atuando principalmente na
umidade do solo (MEURER, 2007). Os nutrientes sdo essenciais para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, apresentando fungdes especificas e fundamentais em seu
metabolismo. Com base na quantidade requerida pelas plantas para o seu crescimento,
os nutrientes sdo classificados em macronutrientes ou micronutrientes (MARSCHNER,
1995). Uma fungdo especifica dos macronutrientes como fosforo (P), nitrogénio (N) e o
enxofre (S) ¢ fazer parte de moléculas como 4cidos nucléicos e proteinas
(MARSCHNER, 1995).

Dentre os varios nutrientes necessarios para o desenvolvimento e producdo das
plantas o fosforo (P) ocupa lugar de destaque devido a grande quantidade exigida pelas
plantas (STAUFFER e SULEWSKI, 2004) e a sua deficiéncia generalizada na grande
maioria dos solos (LOPES et al., 2004).

Um fator que afeta a disponibilidade dos nutrientes na solucdo do solo para
absorcdo das plantas ¢ o pH. Grande parte dos solos das regides tropicais e subtropicais
apresenta limitagdes ao desenvolvimento de muitas culturas devido a acidez excessiva

apresentada. O cerrado brasileiro, por exemplo, compreende uma area com quase dois
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milhdes de quildmetros quadrados apropriadas para a producao agricola que, entretanto,
apresentam baixos valores de pH. Associados aos baixos valores de pH, estes solos
apresentam ainda baixa fertilidade, niveis toxicos de aluminio, baixa disponibilidade de
fosforo inorganico (Pi) e a alta capacidade de fixagdo de Pi (SCHAFFERT et al., 2001).
Esta capacidade de fixacdao do Pi ¢ devido ao fato de que em condi¢des de maior acidez
do solo a superficie dos oOxidos, principalmente de ferro (Fe), estd carregada
positivamente, atraindo e complexando anions como fosfato, sulfato e molibdato,
tornando-os indisponiveis para as plantas (DECHEN e NACHTIGALL, 2007).

Para os elementos que se encontram fortemente adsorvidos ao solo € com baixo
teor na solucao, como o P, a difusdo torna-se o mecanismo de transporte responsavel
pela quase totalidade absorvida destes elementos. Este tipo de transporte ocorre quando
a absor¢do ¢ superior a chegada do elemento a superficie da raiz, criando-se assim, um
gradiente de concentragdo que proporciona a difusdo dos nutrientes (NOVAIS e
MELLO, 2007).

Nas ultimas décadas, expressivo progresso foi alcangado no entendimento dos
mecanismos de aquisi¢do de nutrientes e as suas fungdes no metabolismo da planta.
Este progresso foi acompanhado por avangos no incremento da produtividade das
culturas por meio do suprimento de nutrientes via aplicagdo de fertilizantes
(MARSCHNER, 1995). Devido as freqiientes e, as vezes, excessivas aplicacdes de
fertilizantes, os cultivares desenvolvidos pelos programas de melhoramento de plantas
sdo voltados exclusivamente para altas produtividades em ambientes favoraveis,
demandando altas doses de insumos que, de forma geral, ndo sdo utilizados
eficientemente (CLARKSON, 1993; PARENTONI, 2008).

Entretanto, devido as novas tendéncias socioecondmicas ¢ ambientais, a busca
por culturas mais eficientes na aquisi¢do e uso de P, e outros nutrientes, apresentam
razoes basicas: os fertilizantes sdo os insumos com a maior participacao no custo final
da producdo agricola em escala comercial, sendo que seu uso ¢, na maioria das vezes,
restringido pelo pequeno produtor devido a falta de recursos (GOOD et al., 2004;
PARENTONI, 2008); o uso indiscriminado de fertilizantes em altas doses causa grande
impacto ambiental, podendo contaminar os mananciais hidricos, fato ja verificado para
N e P em éareas de agricultura intensiva (SHARPLEY et al., 2001; PARENTONI,
2008); os fertilizantes sdo obtidos a partir de combustiveis fosseis (N) ou dependem de
recursos minerais que devem se esgotar em um periodo relativamente curto

(CLARKSON ¢ HAWKESFORD, 1993; PARENTONI, 2008); ¢ at¢ 80 a 90% do P
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aplicado como fertilizante pode ser adsorvido pelas particulas do solo, tornando assim
esta fragdo ndo disponivel as plantas (GERKE et al., 1994; LAMBERS et al., 2006).

Durante o processo natural de evolucdo, as plantas de sorgo desenvolveram
mecanismos de adaptacdo para diversas condigdes ambientais, resultando em uma
extensa variacao genética para tolerancia a diversos estresses (TUINSTRA et al., 1997).
As plantas, de maneira geral, apresentam VAarios mecaniSmos € processos que
contribuem para a aquisi¢do e o uso eficiente de P e outros nutrientes que se encontram
pouco disponiveis no solo. Esses mecanismos e processos estdo relacionados com a
expressdo de caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas desejaveis. Estes mecanismos
de adaptagdo sdao encontrados diferentemente entre espécies e/ou cultivares, indicando
existéncia de variabilidade genética para aquisicdo e utilizagdo de nutrientes
(FAGERIA, 1998). Gendtipos eficientes na aquisicdo de nutrientes pouco moveis no
solo como o P, podem ter um aumento na capacidade de exploragdao do solo, por meio
de modificacdes na morfologia do sistema radicular e podem converter as formas nao
utilizdveis para formas absorviveis, por meio da exsuda¢cdo de compostos organicos ou
de associagdo com microorganismos (RENGEL e MARSCHNER, 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar caracteristicas morfofisioldgicas radiculares

relacionadas aos mecanismos de aquisi¢do de fosforo em linhagens de sorgo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O sorgo

A origem do sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) esta provavelmente na Africa,
embora algumas evidéncias indiquem que possa ter havido duas regides de dispersao
independentes: Africa e India (EMBRAPA MILHO e SORGO, 2007).

A cultura do sorgo, no Brasil, apresentou avango significativo a partir da década
de 70. Nos ultimos 30 anos, a area cultivada tem mostrado flutuagdes, em decorréncia
da politica econdmica, tendo a comercializagdo como principal fator limitante.
Atualmente, a cultura tem apresentado grande expansao (20% ao ano, a partir de 1995),
principalmente, em plantios de sucessdo a culturas de verdo, com destaque para os
Estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais, onde se
concentram aproximadamente 85% do sorgo granifero plantado no pais (EMBRAPA

MILHO e SORGO, 2007). O estado de Goias ¢ o maior produtor, com a produ¢do em



torno de 842,9 mil toneladas, seguido do Mato Grosso, com 402,8 mil toneladas na
safra 2007/08 (APPS, 2008).

No Brasil, o sorgo ¢ cultivado principalmente para producdo de grdos, e
forragem, embora existam também cultivares para produc¢do de alcool ou agucar
(SAWAZAKI, 1998). Ele pode substituir total ou parcialmente o milho nas ragdes para
aves e suinos e totalmente, para ruminantes, com uma vantagem comparativa de menor
custo de produgdo e valor de comercializagdo de aproximadamente 80% do prego do
milho. Além disso, a cultura tem mostrado bom desempenho como alternativa para uso
no sistema de integragdo lavoura/pecudria e para produgcdo de massa verde,
proporcionando maior prote¢ao do solo contra a erosdo, maior quantidade de matéria
organica disponivel e melhor capacidade de retencdo de dgua no solo, além de propiciar
condig¢des para uso no plantio direto (EMBRAPA MILHO e SORGO, 2007).

O sorgo apresenta notavel capacidade de adaptar a diversos ambientes e
diferentes umidades do solo, sobrevivendo assim, a ambientes de baixa umidade (seca),
altas temperaturas e com nutrientes limitados. Essa vantagem adaptativa ¢ refletida
também no desenvolvimento de resisténcias a doengas e pragas que afetam a producao
de graos (DILLON et al., 2007). Principalmente devido a sua tolerancia a seca a cultura
do sorgo tem se expandindo nas regides de safrinha e no Nordeste brasileiro. A
substitui¢do do milho pelo sorgo na safrinha se deve, principalmente, ao fato de que o
sorgo requer aproximadamente 50 % das precipitacdes de chuva requeridas pelo milho
durante o ciclo (APPS, 2006). As pesquisas com sorgo também evoluiram bastante no
sentido de disponibilizar hibridos cada vez mais eficientes as condi¢des de safrinha e

com alto teto produtivo.

2.2. O fésforo no solo e a disponibilidade para as plantas

Existe uma rela¢do entre a fertilidade do solo e a produtividade das plantas
quando os demais fatores de producdo sdo mantidos em niveis ndo-limitantes. Assim, a
planta tem seu crescimento diretamente dependente da concentragdo do nutriente na
solugdo do solo, que ¢ denominado fator intensidade (I) (NOVAIS ¢ MELLO, 2007).
Dos macronutrientes essenciais as plantas, o P ¢ um dos elementos que estd
freqlientemente em concentragdes sub-6timas para as culturas na solucdo do solo. Isso ¢

conseqiiéncia de sua habilidade de formar compostos de alta energia de ligagdo com os



coloides, conferindo-lhe alta estabilidade na fase solida (NOVAIS e MELLO, 2007).
Desta forma, mesmo que os teores totais do fésforo no solo sejam altos em relagdo aos
necessarios para as plantas, apenas uma pequena fragao esta disponivel as plantas (LIU
et al., 2006; PARENTONI, 2008).

O P no solo ¢ encontrado em duas formas: a inorganica (Pi1), forma na qual as
plantas sdo capazes de absorver, e a orgénica (Po), que devem ser mineralizadas para
que as plantas possam absorvé-la (DECHEN e NACHTIGALL, 2007).

Os Po estao na forma de fosfolipidios, acidos nucléicos e fosfatos de inositol,
com uma percentagem variando 15 a 80 % do P total. O Po ¢ originado a partir dos
residuos vegetais adicionados ao solo, dos tecidos microbianos e dos produtos de sua
decomposicdo (SANTOS et al., 2000; SANTOS et al., 2008). A estabilidade destes
compostos depende de sua natureza e de sua interacdo com a fragdo mineral, pois sdo
usados como fontes de carbono pelos microorganismos, cujo resultado ¢ a sua
mineralizacdo e disponibilizagdo do fésforo para as plantas. Alguns compostos, como
acidos nucléicos e fosfolipidios com ligacdo diéster, possuem estrutura quimica que
facilita sua decomposicdo, sendo facilmente mineralizaveis e, por isso, as quantidades
armazenadas no solo sdo pequenas. Ja os fosfatos monoésteres, como os fosfatos de
inositol, apresentam alta energia de ligagdo e alta carga residual, o que lhes confere
facilidade de interagdo com os constituintes inorganicos do solo. Isso dificulta a
mineralizagdo e favorece o acimulo no solo, sendo entdo de baixa disponibilidade para
as plantas (SANTOS et al., 1999; SANTOS et al., 2008).

O Pi ¢ encontrado em varias formas, as quais dependem do pH do solo
(DECHEN e NACHTIGALL, 2007). Uma pequena quantidade, normalmente menor
que 1 mg L, encontra-se na solu¢do do solo, em equilibrio com o P adsorvido pelos
coldides do solo (HAVLIN et al.,, 1999). A disponibilidade do anion H,PO, ¢
aumentada em valores de pH abaixo de 7, enquanto que o anion HPO,” estd mais
disponivel em solos com valores de pH acima de 7. Em solos com pH muito alcalinos
quase todo o Pi se encontra na forma de PO4”, forma ndo absorvida pelas plantas. Em
solos acidos, como os do cerrado brasileiro, as concentragdes de Fe e Al em solugado sdo
bastante altas, podendo provocar a precipitacdo do P como fosfatos de Fe, como a
estrengita (FePO4.2H,0), e de Al, como a variscita (AIPO4.2H,0). Em solos alcalinos e
calcarios, o P do solo encontra-se precipitado como hidroxiapatita
(3Ca3(P0O4)2.Ca(OH);) e como carbonatoapatita (3Ca3(PO4)2.CaCO3;) (DECHEN e
NACHTIGALL, 2007). Com o aumento do pH do solo, a carga superficial de particulas
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do solo tornam-se cada vez mais negativa, aumentando a repulsao (menor adsorcao)
entre o fosfato e a superficie adsorvente. Por outro lado, com o aumento do pH diminui
a presenca da forma H,PO,, forma preferencialmente absorvida, em relagio & HPO,>
(DECHEN e NACHTIGALL, 2007).

Préaticas como a calagem e o aumento do teor de matéria organica, tendem a
aumentar a disponibilidade de P nos solos tropicais (FAGERIA e BALIGAR, 1997),
entretanto estas estratégias apresentam-se eficientes, neutralizando o pH dos solos,
apenas nas camadas superficiais (MORAES, 2005).

A adi¢do de residuos organicos pode restringir a adsor¢cdo de P, pois estes
residuos apresentam acidos organicos de baixo peso molecular que sdo capazes de se
ligar e bloquear os sitios de adsor¢@o de P e/ou solubilizar as formas de P complexadas
com Al, Fe e Ca. Os 4acidos organicos provenientes da exsudagdo pelas raizes e do
metabolismo dos microorganismos também mantém esse processo de bloqueio de sitios
de maneira continua e efetiva. Assim, estes fatores podem aumentar a ciclagem de P e

aumentar a sua disponibilidade para as plantas (GUPPY et al., 2005).

2.3. Aquisicao de fosforo pelas plantas

A idéia de o solo ceder nutrientes a planta e esta, de maneira passiva, absorve-
los ¢ simploria (NOVAIS e MELLO, 2007). Para o P, verifica-se que a planta utiliza
mecanismos para removem o P do solo, ocorrendo uma “mineracdo” de nutrientes pela
planta (CLARKSON, 1985). Este processo tem sido denominado aquisi¢ao
(CLARKSON, 1985; MARSCHNER, 1995; NOVAIS ¢ MELLO, 2007) e vem
substituir o termo absorcdo, restrito ao transporte de nutrientes através de membranas
celulares para o interior celular.

A aquisicao de P (Figura 1) ¢ influenciada por fatores do solo e fatores da planta
(RAGHOTHAMA e KARTHIKEYAN, 2005) como: o suprimento de P para as raizes
pelo fluxo de massa e, principalmente, pela difusdo deste elemento no solo; as
mudangas na morfologia do sistema radicular e na extensao, a interacdo entre as raizes,
a taxa de absorcao de nutrientes e a capacidade de modificac¢ao da rizosfera (NOVALIS e
MELLO, 2007).

Modelos mecanisticos que simulam a absor¢do de nutrientes do solo pelas

plantas tém como base o transporte do nutriente no solo até a raiz, por difusdo ou fluxo



de massa, ¢ a absor¢do do nutriente na solugdo junto a raiz, segundo a cinética de
Michaelis-Menten. Para outras caracteristicas de planta, como presenga de pélos
radiculares, associagdo com micorrizas, producdo de exsudados, entre outras, e de
ambiente, como homogeneidade do solo, conteiido de agua, compactagdo, os modelos
utilizam valores médios pré-estabelecidos. Como a maioria destes fatores ¢ variavel
com as propriedades do solo e idade da planta os modelos mecanisticos apresentam

poucas solugdes praticas e funcionais para a agricultura (NOVAIS e MELLO, 2007).

Citosol Rizosfera
ADP+P, H"AlPase
H* O H* Particula de solo
ATP / Fosfato de Ca
e e . Fosfato de Fe
Canais ionicos Solubilizagao \  Fosfato de Al
Carboxilatos — — 4 Esteres fosfato
e T—-— || organicos insoliveis
\
Difusdop - --— - ———-—- - \
Carhozilato de
P, Ca, Fe ou Al
2H*

pH 7.0-7.5

Figura 1: Mecanismo de aquisi¢ao de fosforo pelas raizes de plantas e o seu co-

transporte para o interior celular (NEUMANN e MARTINOIA, 2002).

Devido a baixa disponibilidade de Pi na solugao do solo e a alta demanda para
manuten¢do dos niveis celulares, as plantas absorvem Pi através das membranas contra
um gradiente de concentragdo (1000 vezes ou mais) (DUNLOP et al., 1997; JAIN et al.,
2007a). Um modelo envolvendo mecanismos de absor¢do de alta ¢ baixa afinidade tem
sido amplamente aceito para explicar a aquisi¢ao de ions dependente da concentracdo
(ULLRICH-EBERIUS et al.,, 1984; JAIN et al., 2007a). Evidéncias genéticas e

moleculares mostram o funcionamento eficiente de transportadores em alta e baixa
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concentracdo de Pi no meio (FURIHATA et al., 1992; JAIN et al., 2007a). Estudos de
cinéticas de absor¢do também indicam a coexisténcia de dois sistemas de transportes
com baixa e alta afinidade por Pi (SHIMOGAWARA e USUDA, 1995; JAIN et al.,
2007a). Em baixas disponibilidades de Pi os transportadores de alta afinidade
apresentam sua expressao induzida e sdo responsaveis pela principal entrada de Pi nas
células. Ja os transportadores de baixa afinidade sdo constitutivamente expressos e estdo
envolvidos na translocacdo interna de Pi (JAIN et al., 2007a).

A absor¢ao de Pi ocorre por meio de um processo de co-transporte mediado por
gasto de energia proveniente de protons gerados pelas ATPases associadas a membrana
plasmatica (Figura 1). Dependendo da disponibilidade de Pi e da concentragao de Pi nos
tecidos, o transporte pode ser alterado e o simporte passa de 2 para 4 H'/H2PO4
transportado (SAKANO, 1990; RAGHOTHAMA e KARTHIKEYAN, 2005).

Evidéncias de base molecular t€m mostrado uma variedade muito grande de

genes envolvidos na absorcao e utilizacdo de fosforo em diferentes espécies como trigo,

arroz, arabidopsis, tomate, milho e sorgo (MUCHHAL et al., 1996; LEGGEWIE et al.,
1997; DARAM et al., 1998; LIU et al., 1998; SMITH et al., 1999; RAUSCH et al.,
2001; DAVIES et al., 2002; PASZKOWSKI et al., 2002; MUDGE et al., 2002;

VASCONCELOS, 2004; NAGY et al., 2006). Em alguns estudos foram isolados clones
de cDNA a partir bibliotecas obtidas de mRNAs total de raizes de sorgo cultivadas sob
estresse de fosforo que apresentam homologia a proteinas de membrana transportadoras
de fosfato. Os mRNAs especificos para essas proteinas tiveram sua sintese induzida ou
aumentada consideravelmente na auséncia de fosforo (VASCONCELOS, 2004).
Trabalhos mais recentes t€ém mostrado que fatores de transcricdo como WRKY75 e
C2H2 “Zinc finger” também tiveram sua regulacdo alterada pela auséncia de fosforo
(BALLACHANDRA et al., 2007a; BALLACHANDRA et al., 2007b). Esse pode ser
um indicativo da existéncia de genes que codificam para proteinas que sao modulados

pelos niveis internos de fosforo na planta.



2.4. O Fosforo na planta e suas fungdes

As plantas bem supridas de fosforo estocam o excesso de Pi celular (85 a 95%)
no vacuolo na forma nao-metabolica ou de estocagem. Este Pi vacuolar ¢ utilizado para
manter os niveis citoplasmaticos de Pi, que podem mudar devido as diferentes
atividades metabolicas e/ou a variacdo do suprimento pelo meio externo (MIMURA et
al., 1996; JAIN et al., 2007a).

O Pi é um elemento com relativa mobilidade na planta podendo se mover
eficientemente no xilema e no floema (JAIN et al., 2007a). Quando ha redugdo no
suprimento de fosforo para a planta, o Pi ¢ mobilizado e redistribuido principalmente
das folhas velhas e senescentes para folhas novas e outros drenos ativos, apresentando
como conseqiiéncia desta redistribuicdo, sintomas de deficiéncia inicial nas folhas
velhas.

O P1i absorvido pelas plantas pode permanecer em sua forma inorganica ou pode
ser incorporado em moléculas organicas, como na formacao de éster fosfato simples (C-
OO-P) ou ligando-se a outro Pi por ligacdo rica em energia, formando o pirofosfato (C-
0O0O-P~P), como por exemplo na molécula ATP. A taxa de conversdo entre Pi, éster
fosfato e pirofosfato ¢ muito grande, podendo ser, por exemplo, o Pi absorvido e
incorporado em poucos minutos em fosforo organico, mas logo em seguida liberado
dentro do xilema como Pi. Outro tipo de ligagdo do fosfato ¢ a do tipo C-P-C que
apresenta alta estabilidade, sendo o fosfato uma “ponte” ligando unidades como nas
moléculas de DNA e RNA. O P apresenta-se envolvido em diversos papéis celulares:
atua como um elemento estrutural de moléculas como acidos nucléicos, proteinas,
coenzimas; participa de processos celulares como o armazenamento e transferéncia de
energia, divisdo e crescimento celular; apresenta fungao regulatéria de rotas metabolicas
no citoplasma e nos cloroplastos, atuando diretamente nos processos de fotossintese e
respiragdo (MARSCHNER,1995).

Quando a planta estd em condicdes de adequada disponibilidade de P, verifica-se
que as fracdes de P contidas em o6rgdos vegetativos sdo aumentados, ha uma rapida
formagdo e crescimento das raizes, melhora a qualidade dos frutos, hortaligas e graos,
sendo vital a formacdo da semente (DECHEN e NACHTIGALL, 2007). A combinacao
de eficientes absor¢do e translocagdo de Pi sdo essenciais para as plantas manter
adequados os niveis de Pi celular para o normal funcionamento (RAGHOTHAMA e

KARTHIKEYAN, 2005).



2.5. Deficiéncia de fésforo no solo e o desenvolvimento das plantas

As plantas que se desenvolvem em ambientes com deficiéncia de fosforo
apresentam redu¢do no comprimento das folhas, na area foliar e no nimero de folhas
(Figura 2A) (LYNCH, 1991; MARSCHNER, 1995). Apesar da severa inibicao da
expansao celular, o contetido de proteinas e de clorofila por unidade de area foliar ndo ¢
muito afetado (RAO e¢ TERRY, 1989; MARSCHNER, 1995). Entretanto, a sua
eficiéncia fotossintética por unidade de clorofila ¢ muito menor (LAUER e BLEVINS,
1989; MARSCHNER,1995).

O crescimento das raizes ¢ menos inibido em plantas deficientes de fosforo que
o crescimento da parte aérea, ocasionando freqiientemente um aumento na razao massa
seca de raiz/parte aérea. Esse aumento na razdo de raiz/parte aérea em plantas
deficientes em fosforo é correlacionado com aumento na parti¢do de carboidratos em
direcdo a raiz, indicado por um aumento acentuado no conteudo de sacarose nas raizes
(KHAMIS et al., 1990; MARSCHNER, 1995).

Assim como a taxa de crescimento da parte aérea diminui, a formacao de 6rgaos
reprodutivos também diminui. O inicio do florescimento ¢ atrasado (ROSSITER, 1978),
o numero de flores diminui e a formagao de sementes ¢ restrita (BARRY e MILLER,
1989). A senescéncia prematura das folhas ¢ outro fator limitante da producdo de graos
em plantas deficientes em fosforos (MARSCHNER, 1995).

As plantas freqiientemente desenvolvem sintomas visuais devido ao acumulo de
antocianina nas folhas mais velhas e ou senescentes (Figura 2B). O acumulo de
antocianina serve como uma barreira fotoprotetora para os cloroplastos, mascarando as
clorofilas e evitando danos nos cloroplastos devido a oxidacdo causada pela intensidade
de luz. Estresses bioticos, como pragas, ¢ abidticos como herbicidas, déficit hidrico,
temperaturas extremas ou condi¢des de solo dificultam a aparéncia de sintomas visuais

provenientes da deficiéncia de fosforo e a diagnose em campo (JAIN et al., 2007a).
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Figura 2: Desenvolvimento da parte aérea de plantas de sorgo cultivadas em solos
contendo 5 mg dm™ (-P) e 20 mg dm™ (+P) de fosforo, evidenciando a
diminui¢do no desenvolvimento da parte aérea das plantas cultivadas em -P
(A). Actimulo de antocianina nas folhas de plantas cultivadas em ambientes

deficientes de P (EMBRAPA MILHO e SORGO, 2007) (B).

2.6. O sistema radicular e suas adaptacoes

O crescimento e desenvolvimento do sistema radicular sdo influenciados pelas
interagdes entre o solo-raiz e parte aérea-raiz. Quando as raizes se desenvolvem em
ambiente heterogéneo elas podem reagir a esta heterogeneidade apresentando alta
plasticidade fenotipica. Esta heterogeneidade pode ser devido a distribuicdo de
nutrientes no solo e o suprimento as plantas (FITTER, 1991; MARSCHNER, 1995). Os
niveis endégenos de fitohormonios tém um importante papel como indicadores de sinais
ambientais, podendo transmitir sinais da raiz para a parte aérea ou influenciar os
processos de crescimento e desenvolvimento das raizes (MARSCHNER, 1995).
Dependendo da espécie ou do estadio de desenvolvimento da planta uma média de 25 a
50% dos fotoassimilados produzidos por dia sdo alocados na raiz para seu crescimento,

manutengdo celular, absor¢do de ions. Aproximadamente metade dos carboidratos
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enviados a raiz sdo usados na respiracdo (LAMBERS et al., 1991; MARSCHNER,
1995).

A aquisi¢cdo de dgua e nutrientes do solo e a ancoragem das plantas ao solo sdo
fungdes primarias do sistema radicular. As outras fun¢des do sistema radicular, como
armazenamento, sintese de reguladores de crescimentos, propagagao, sao consideradas
funcdes secundarias (FITTER, 2002). As raizes grossas (>2mm didmetro) estdo ligadas
a ancoragem e ao suporte da planta, possuem maior longevidade e absorvem pequenas
quantidades de 4gua e nutrientes. As raizes finas (<2mm didmetro) sdo responsaveis
pela maior aquisicdo de agua e nutrientes, porém possuem menor longevidade
(WILCOX et al., 2004).

Para adaptagcdo das plantas em baixa disponibilidade de Pi, aumentando a sua
absor¢do, pode haver o funcionamento de mecanismos regulados por hormonios e
outros ndo regulados por hormdénios atuando simultancamente (RAGHOTHAMA e
KARTHIKEYAN, 2005). Os diversos estudos realizados sugerem a possivel interagao
de diferentes fitohormdnios (auxinas, citocininas, etileno) atuando sobre as diferentes
caracteristicas do sistema radicular em resposta a deficiéncia de Pi (JAIN et al., 2007a).

Modificagdes na morfologia e arquitetura do sistema radicular, na densidade e
comprimento de pélos radiculares, e na taxa de absor¢do de nutrientes sao fatores que
influenciam a aquisicio de Pi (RAGHOTHAMA, 1999). Estes fatores propiciam
potencial aumento na exploracdo do solo, principalmente das regides superficiais onde o
fosforo esta relativamente mais disponivel para as planta (JAIN et al., 2007a). Em
plantas deficientes em Pi as raizes tornam-se dreno de fotoassimilados e de Pi advindos
da parte aérea (MARSCHNER, 1995). O aumento no comprimento de raizes primarias,
a formacdo de pélos radiculares e o alongamento das raizes laterais sdo governadas com
maior influéncia pelo nivel de Pi local do que pelos niveis de Pi da planta inteira
(BATES e LYNCH, 1996; JAIN et al., 2007a). Experimentos em solos com suprimento
de fosforo localizados mostram que o aumento do crescimento das raizes no lado
enriquecido com Pi foi correlacionado com reduzido crescimento no lado sem Pi
refletindo uma possivel limitacdo de crescimento devido a fonte de Pi (MARSCHNER,
1995). Verificou-se em milho para fésforo e nitrogénio que ha um aumento de
fotoassimilados, da taxa de divisdo celular e de respiragdo nas raizes que estavam do
lado enriquecido. Entretanto o crescimento das raizes laterais ndo ¢ exclusivamente

devido ao aumento de fotoassimilados para as raizes, mas de AIA que ¢ transportado
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junto com os fotoassimilados (THOMS e SATTELMACHER, 1990; MARSCHNER,
1995).

Alguns estudos sobre o efeito de deficiéncia de Pi na formacao de raizes laterais
em Arabidopsis apresentam resultados conflitantes (JAIN et al., 2007a). Al-Ghazi et al.,
(2003) reporta uma significante reducdo no niamero de raizes laterais durante deficiéncia
de Pi. Entretanto, um aumento no numero de raizes laterais foi encontrada por Lopez-
Bucio et al., (2002). A razdo para esta discrepancia pode estar relacionada as diferentes
condi¢des experimentais empregada pelos pesquisadores (JAIN et al., 2007a).

A eficiente aquisicao de agua e nutrientes determina, parcialmente, a habilidade
competitiva de uma planta. Analises de custo-beneficio da exploragao do solo pelas
raizes tém sido utilizadas para identificar, a partir de perspectivas ecologicas e agricolas,
a maneira mais eficiente de exploracdo (FITTER, 1991; BOUMA et al., 2000).
Enquanto a biomassa das raizes determina o custo associado com a constru¢do e
manutenc¢ado das raizes (BOUMA et al., 1996; BOUMA et al., 2000), o comprimento de
raiz determina a maior parte dos beneficios de um sistema radicular por determinar a
capacidade de adquirir 4gua e nutrientes (BARBER, 1995; BOUMA et al., 2000). As
raizes que apresentam maiores comprimentos especificos (CE — comprimento total de
raiz/massa raiz) sdo capazes de explorar maior volume de solo por unidade de
investimento metabolico em seus tecidos, sendo assim, mais eficientes na aquisi¢do de
agua e nutrientes por unidade de carbono consumido (FITTER, 1991). Entretanto, esta
relacdo de eficiéncia das raizes com altos valores de comprimento especifico pode
variar entre as espécies, possivelmente porque as raizes muito finas apresentam reduzida
longevidade, podendo dificultar o funcionamento radicular. Assim, separar CE nos
componentes finura de raiz (comprimento/volume) e densidade de tecido de raiz (massa
raiz/volume) pode trazer informagdes sobre a relagdo entre caracteristicas de raiz e
estratégias de desenvolvimento das plantas (RYSER e LAMBERS, 1995).

A determinacdo de pardmetros de raiz como o comprimento e didmetro ¢
trabalhosa, havendo uma necessidade por métodos rapidos e confidveis de amostragem
do sistema radicular (AMATO e PARDO, 1994; BOUMA et al.,, 2000) e de
quantificagdo destes parametros (BOUMA et al., 2000). O método de intersecao de
linhas introduzido por Newman (1966) e modificado por Tennant (1975) foi o primeiro
método a permitir a estima¢do do comprimento radicular com acuréacia e com relativa
rapidez, entretanto, o tempo era muito maior quando desejava determinar o didmetro das

raizes (BOOT e MENSINK, 1990; BOUMA et al., 2000). Os métodos de anéalise por

13



imagem trouxeram grandes melhorias técnicas nas avaliagdes do sistema radicular
tornando-as menos demoradas e mais precisas quando comparadas com a medi¢do
manual, permitindo a realizacdo de experimentos com maior numero de tratamentos
e/ou espécies (RYSER, 20006).

A caracterizacdo do sistema radicular no solo ¢ o conhecimento de suas
variagdes genéticas sdo fundamentais para a escolha dos melhores genotipos, ou seja, 0s
mais adaptados as condi¢des de estresse do solo e, consequentemente, com maior
capacidade de crescimento, desenvolvimento e produtividade nestes solos (SILVA,

2003; CANTAO, 2007).

2.6.1. Pélos radiculares

Os pélos radiculares sdo extensdes de células da epiderme radicular que
apresentam importante papel na aquisicdo de dgua e nutrientes de baixa mobilidade no
solo, como o P; na producdo de substancias que mediam associagdes entre planta-
microorganismos; na ancoragem das plantas (MICHAEL et al., 2001; BERTIN et al.,
2003; YANG et al., 2004). Seu papel na aquisicao de nutrientes ¢ devido ao aumento do
volume de solo explorado pelas raizes, com a expansao da zona de absor¢ao de fosforo
e com a dispersao de exsudados, como acidos organicos, na rizosfera (RYAN et al.,
2001; LYNCH, 2007). Os pélos radiculares podem contribuir com cerca de 77 % do
total da 4rea de superficie radicular, formando o principal ponto de contato entre a
planta e a rizosfera (BERTIN et al., 2003; YANG et al., 2004). Diferengas fenotipicas
apresentadas por pélos radiculares, como no comprimento, na densidade, na plasticidade
de alterar densidade e comprimento em diversos estresses abioticas, na distdncia do
aparecimento em relacdo as extremidades radiculares, s3o co-reguladas pela
disponibilidade de fosforo no meio, podendo ser as respostas apresentadas a nivel local
e individual (plasticidade) (BATES e LYNCH, 1996; BATES e LYNCH, 2001;
LYNCH, 2007).

O desenvolvimento dos pélos radiculares sao influenciados também por fatores
como concentragdo de etileno (BERTIN et al.,, 2003), temperatura da rizosfera e
obstrugdo fisica, sendo que um aumento em qualquer destes fatores resulta em uma

maior formag¢ado de pélos radiculares (MICHAEL et al., 2001; YANG et al., 2004).
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Variagdes genotipicas em milho e feijdo para o comprimento e densidade de
pélos radiculares sdo controladas por diversos QTLs (YAN et al., 2004; ZHU et al.,
2005), o que sugere que estas caracteristicas podem ser selecionadas em programas de
melhoramento tanto por andlises fenotipicas quanto por selecdo assistida por
marcadores moleculares (LYNCH, 2007). A grande variagdao genotipica observada para
as caracteristicas de pélos radiculares e o substancial efeito destas caracteristicas sobre a
aquisi¢ao de fosforo, juntamente com o controle genético, que € relativamente simples,
e a possibilidade para selecdo fenotipica direta, fazem com que eles se tornem uma
oportunidade para o melhoramento de plantas (GAAHONIA e NIELSEN, 2004;
LYNCH, 2007).

2.7. Mecanismos fisiolégicos no aumento da disponibilidade de fosforo

A exsudacdo radicular de compostos organicos (Figura 3) e associacao
simbidtica com fungos micorrizicos sao estratégias ligadas aos mecanismos fisiologicos
desenvolvidos pelas plantas para aumentar a absor¢do de fosforo (NAGAHASHI e
DOUDS, 2000).

Segundo Czarnota et al. (2003), existe diferenca na quantidade e na qualidade de
exsudados produzidos pelas raizes de sorgo, havendo indicacdes de diversidade genética
para a producdo desses exsudados. Entre os compostos liberados pelas plantas como
estratégias para adaptacdo em ambientes de baixo fosforo estdo os acidos organicos e as
fosfatases que possuem a capacidade de atuar aumentando a solubilizagdo de Pi na
rizosfera (HINSINGER et al., 2001; LYNCH e HO, 2005) e as estrigolactonas que sao

compostos sinalizadores para coloniza¢do de micorrizas (AKIYAMA et al., 2005).
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Figura 3: Pélos radiculares de plantas de sorgo cultivadas em meio ausente de fosforo

exsudando compostos (dados ndo publicados).

2.7.1. Estrigolactonas encontradas nos exsudados de sorgo

Estrigolactonas ¢ o nome dado a um grupo de compostos que apresentam efeito
sobre a germinacdo de sementes de Striga e Orobanche (Figura 4), plantas parasiticas
encontradas em regides da Africa e da Asia e que exercem parasitismo em diversas
culturas como sorgo, milho e milheto (BESSERER et al., 2006). Esses compostos
apresentam também efeito estimulante sobre o desenvolvimento de fungos arbusculo-
micorrizicos (AM), agindo como sinal do hospedeiro para o reconhecimento pelos
fungos (Figura 4) (YONEYAMA et al., 2007). Experimentos onde foram cultivados
milho e sorgo em campo contendo sementes de Striga, com e sem inocula¢ao de fungos
AM, apresentaram redug¢do no numero de parte aérea ¢ na matéria seca de Striga em
ambas as culturas quando inoculadas com fungos AM e comparados com os tratamentos

ndo inoculados (LENDZEMO, 2004).
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Exsudado radicular
{(Metabolitos Secundarios)

Estrigolactonas

Sinalizagio

Ramificagéio de Hifas Estimulante de |\
Germinagio

Fungo AM Striga ou Orobanche
Simbiose Parasitismo

Figura 4: Sinalizagdo das plantas para fungos micorrizicos por meio da exsudacdo

radicular de estrigolactonas (BOUWMEESTER et al., 2007).

Nos exsudados radiculares de sorgo foram identificados quatro compostos
pertencentes ao grupo das estrigolactonas, strigol (COOK et al., 1966), sorgolactona
(HAUCK et al., 1992), 5-desoxistrigol (AWAD et al., 2006) e sorgomol (XIE et al.,
2008).

A sorgolactona em concentragdes muito baixas induz a atividade mitocondrial,
aumentando a taxa respiratoria das hifas. A atividade mitocondrial esta relacionada com
a oxidacdo de lipideos, que ¢ a principal forma de armazenamento de carbono dos
fungos AM. Acredita-se que o aumento da germinagdo de esporos, do comprimento e
das ramificagdes das hifas sdo conseqiiéncias fisiologicas dessa estimulagao metabolica
(BESSERER et al., 2006). Estes efeitos contribuem para o aumento da colonizagdo das
raizes que exsudam maiores quantidades deste composto por fungos AM
(NAGAHASHI e DOUDS, 2000). Devido a estes efeitos na indugdo do
desenvolvimento de hifas de fungos (AM) a sorgolactona, juntamente com outras
estrigolactonas também ativas, ¢ denominada de fator de ramificagao (BF) (BUEE et al.,
2000; AKIYAMA et al., 2005).

A qualidade dos exsudados radiculares, em relacdo a seus efeitos estimulantes
sobre desenvolvimentos de fungos AM, ¢ diretamente afetada pela nutricdo de fosforo

(P1) da planta hospedeira. Exsudados produzidos por plantas com adequada nutri¢dao de
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Pi s3o menos estimulantes de fungos AM que exsudados produzidos por plantas sob
estresse de Pi, sugerindo que a produgdo e exsudacido de sorgolactona pelas raizes sdo
reguladas pela disponibilidade de Pi (NAGAHASHI e DOUDS, 2000; AKIYAMA e
HAYASHI, 2006). Os trabalhos de Yoneyama et al., (2007) apresentam diferengas na
exsudacdao de estrigolactonas devido ao suprimento de Pi e N. Os exsudados de
ambientes deficientes em Pi, N e (Pi e N), apresentaram maiores concentragcdes de 5-

desoxistrigol que os ambientes com ideal suprimento destes nutrientes.

2.7.2. Interacdo micorriza-planta

Entre os principais beneficios das associagdes micorrizicas estd o aumento da
absor¢cdo de nutrientes com pouca mobilidade na solugdo do solo, particularmente
fosforo (JAKOBSEN, 1986), por meio da exploracao de um maior volume de solo, da
solubilizagdo de fosfatos organicos pelas fosfatases produzidas pelas hifas e pela
mobilizacdo de fésforo inorganico (YAO et al.,, 2001). As associagdes micorrizicas
apresentam ampla distribuicdo na maioria das plantas do ecossistema terrestre
(CARDOSO e KUYPER, 2006), dependendo da variabilidade genética entre e intra
espécies (NIELSEN e BARBER, 1978; DA SILVA e GABELMAN, 1993).

Tém sido relatados sob condicdes de baixos teores de P efeitos positivos da
associacdo micorrizica, aumentando a produ¢do da biomassa e melhorando o
desenvolvimento e a producdo de diversos cereais, como o sorgo (RAJU et al., 1990), o
trigo (MARSCHNER et al., 2006), a aveia (PLENCHETTE et al., 1983) a cevada
(BAON et al., 1992). A planta de milho possui elevada taxa de crescimento e grande
demanda por nutrientes, possuindo freqiientemente interagdo micotrofica e se
beneficiando dos fungos micorrizicos arbusculares, principalmente em solos pouco

férteis (CLARK e ZETO, 1996; WRIGHT et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

1. Caracterizar genétipos de sorgo quanto a morfologia de seus sistemas
radiculares quando cultivadas em dois niveis de fosforo.

2. Identificar variabilidade genética para caracteristicas do sistema radicular de
sorgo que estao ligadas aos mecanismos de aquisi¢ao de fosforo.

3. Identificar caracteristicas da morfologia do sistema radicular de sorgo que
estdo ligadas a eficiéncia das linhagens em baixa disponibilidade de fosforo.

4. Caracterizar gen6tipos de sorgo quanto a exsudagdo radicular de compostos
quando as plantas sdo cultivadas em estresse de fosforo.

5. Separar e identificar compostos relatados como sinalizadores para

colonizacdo de fungos micorrizicos.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Recursos genéticos

Foram utilizadas para o estudo das caracteristicas morfoldgicas do sistema
radicular nove linhagens de sorgo (Tabela 1) que fazem parte do Programa de
Melhoramento de Sorgo da Embrapa Milho e Sorgo. Destas nove linhagens oito foram
anteriormente classificadas quanto a eficiéncia e resposta de produtividade de graos em
dois niveis de disponibilidade de P no solo (Figura 5) (SCHAFFERT et al., 2001).

Para avaliacdo da exsudagdo radicular de compostos por plantas de sorgo foram
utilizadas quatro linhagens: BR0O07B, BROO5SR, SC283 e P9401. As trés primeiras
linhagens foram escolhidas com base nas respectivas classificacdes em baixo e alto
fosforo no campo (SCHAFFERT et al., 2001) e a linhagem P9401 por apresentar baixa
producdo de estimulante de germinag¢do de sementes de Striga (RICH et al., 2004),
sendo resistente a este parasita em campo, sendo cedida pelo professor Gebisa Ejeta do

programa de melhoramento da Universidade de Purdue.
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Tabela 1: Linhagens utilizadas no estudo da morfologia do sistema radicular quando
cultivadas em solos de canteiros experimentais contendo dois niveis de
fosforo e a classificacdo das oito previamente determinadas quanto a
produtividade de graos em dois niveis de fosforo (SCHAFFERT et al.,
2001)

Genotipos  Eficiéncia Resposta

ATF40B Eficiente Responsivo

ATF06B  Ineficiente Nao-Responsivo
SC283 Eficiente Nao-Responsivo

BROO1B  Ineficiente Nao-Responsivo

BROO5SR Eficiente Intermedidrio
BR0O07B  Ineficiente Responsivo
BR0O0OSB Eficiente Responsivo
ATF54B Eficiente Responsivo
P9401 - -
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Figura 5: Classificacdo de linhagens de sorgo com base na produtividade de grdos em
alto e baixo P (SCHAFFERT et al., 2001). Oito linhagens avaliadas quanto
a morfologia do sistema radicular apresentam-se circuladas: Linhagem 1
(BROO1B), 2 (BRO07B), 3 (SC283), 11 (BR008B), 12(BROO5R),
17(ATF06B), 29 (ATF40B), 35 (ATF54B).

4.2. Avaliacao de caracteristicas morfologicas do sistema radicular de sorgo

4.2.1. Cultivo de linhagens e coleta de plantas para analise

As linhagens de sorgo foram avaliadas na estacdo experimental da Embrapa
Milho e Sorgo, Sete Lagoas (MG), localizada a 19° 28’ de latitude S e longitude 44° 15’
08’* W a 732m, apresentando um clima, segundo Kdopen, do tipo Aw (clima de savana
com inverno seco). O periodo de cultivo foi de novembro a dezembro de 2007, sendo o
experimento instalado em canteiros preparados com solos em baixa e alta
disponibilidade de fosforo (5 e 20 mg dm>, respectivamente) (Tabela 2),
especificamente para a fenotipagem de plantas. A area experimental foi constituida por

seis canteiros, trés com solo com baixa disponibilidade de fosforo e trés com alta

21



disponibilidade, envolvida por um telado de sombrite 50%. Cada canteiro possui 12,0 m

de comprimento x 1,2 m de largura x 0,4 m de profundidade.

Tabela 2: Analise de solo dos canteiros experimentais utilizados para avaliagdo das

caracteristicas morfologicas do sistema radicular de linhagens de sorgo.

Canteiro contendo alta disponibilidade de fosforo (+ P)

PH Hial Al ca Mg K P SB CIC V MO
(H20) cmolc/dm’ mg/dm’ cmolc/dm’ (%) dag/kg
555 4,09 025 3,14 0,27 47 20,67 3,52 7,61 46 293
Canteiro contendo baixa disponibilidade de fosforo (- P)
PH Hial Al ca Mg K P SB CIC V M
(H20) cmolc/dm’ mg/dm’ cmolc/dm’ (%) dag/kg
5,61 3,56 0 3,5 0,61 59 55 427 7,83 545 3,02

O plantio das linhagens foi realizado, manualmente, em blocos casualizados,
com trés repeticdes. Cada parcela experimental era composta por duas linhas de 1,2 m
de comprimento com espagamento de 0,20 m entre plantas e entre linhas. A temperatura
média no periodo foi de 23,4 °C, com a minima média de 18,7 °C e a alta média de 30,0
°C. A precipitagao neste periodo foi de aproximadamente 176,5 mm e a irrigagdo,
quando necessdria, foi realizada por aspersdo (Dados obtidos: Estacdo Meteoroldgica
Embrapa Milho e Sorgo). Para a adequacao dos nutrientes foi feita uma adubagdo com
sulfato de amoénio e cloreto de potdssio no plantio ¢ uma de cobertura seguindo a
recomendacao para adubagdo de sorgo (EMBRAPA MILHO e SORGO, 2007).

Para a caracterizagdo morfologica foram coletadas trés plantas por tratamento
aos 40 dias ap6s a emergéncia, quando as plantas estavam na fase ECIl de
desenvolvimento. Com auxilio de uma espatula foi removida a planta inteira, parte aérea
e sistema radicular, do solo e transferida para uma peneira 60 Mesh para evitar a perda
das raizes. Em seguida, foi separada a parte aérea do sistema radicular. A parte aérea
das trés plantas foi levada para estufa de circulagdo forgada, a 72° C até atingir peso
constante, para determinacio de massa seca (MSPA — g 3plantas™). O sistema radicular,
ainda aderido a blocos de solo, foi transferido para uma peneira de 20 Mesh e lavado
com agua corrente. Em seguida as raizes das trés plantas foram armazenadas em etanol
70% até o dia da avaliagdo de sua morfologia, quando foram retiradas do alcool e

colocadas em uma bandeja contendo agua destilada.
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4.2.2. Avaliagéo da morfologia radicular de linhagens de sorgo

As caracteristicas do sistema radicular foram avaliadas com o analisador de
imagens WinRhizo v. 4.0, Regent Systems, Quebec, (Canada), acoplado a scanner
profissional Epson XL 10000 equipado com unidade de luz adicional (TPU), seguindo
os procedimentos de analise sugerido por Bouma et al., (2000).

Foram determinadas as seguintes caracteristicas: Comprimento total de raiz
(CTR) (cm); Area de superficie total (ATR) (cm?); Diadmetro médio de raiz (DMR)
(mm); Volume total de raiz (VTR) (cm’); Numero de ramificacdes (NR); Comprimento
de raiz muito fina (CRMF) (cm); Comprimento de raiz fina (CRF) (cm); Comprimento
de raiz grossa (CRG) (cm); Area de superficie de raiz muito fina (ARMF) (cm?); Area
de superficie de raiz fina (ARF) (cm?); Area de superficie de raiz grossa (ARG) (cm?);
Comprimento especifico (CE) (cm/g); Finura de raiz (FR) (cm cm); Densidade de
tecido de raiz (DeTR) (g cm™).

As caracteristicas de comprimento e area de superficie por classes de didmetro
(muito finas @ < 0,5 mm; finas 0,5 mm< & <2 mm e grossas G >2 mm) foram
determinadas segundo a classificagdo proposta por Bhom (1979). Apds avaliacdo do
sistema radicular, as raizes foram levadas para estufa para determinagdo de Massa seca
de raiz (MSR) (g 3plantas™); Massa seca total (MST) (g 3plantas™); Relagdo raiz/parte
aérea (MSR/MSPA); conforme citado para parte aérea. Os dados coletados de todas as
caracteristicas foram submetidos a andlise de varidncia (p<0,05) e comparagdes de

médias pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.3. Exsudacdo radicular: mecanismo fisiologico apresentado pelas plantas para a
modificacdo da rizosfera

4.3.1. Cultivo de linhagens e coleta dos exsudados

As linhagens de sorgo foram crescidas em sistema de cultivo acrescido de
solucao nutritiva sem fonte de fésforo, em camara de crescimento na Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas-MG. Oitenta sementes de cada linhagem de sorgo foram
transferidas para cada sistema de cultivo formado por um funil de buchner de 15 cm de
diametro esterilizado contendo 13 de vidro umedecida com 100 mL de 4agua destilada,
sendo este funil encaixado em um kitasato de 1000 mL (Figura 6). Foram montados 3

sistemas para cada tratamento, sendo os exsudados coletados aos 14, 15 e 16 dias de
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cultivo, em intervalos de 24 horas (uma repeti¢cao por dia). A 1a de vidro foi lavada com
150 mL de agua destilada 24 horas antes de todas as coletas e os extratos obtidos foram
descartados. Para a coleta, a 1a de vidro foi novamente lavada com 150 mL de agua
destilada e, com auxilio de uma bomba de vacuo, o extrato foi transferido para o

kitasato.

Figura 6: Sistema de cultivo adaptado para crescimento e coleta dos exsudados

radiculares das plantas de sorgo.

4.3.2. Extracao e separacao de exsudados

Os exsudados radiculares foram extraidos do meio aquoso por parti¢do,
utilizando 50 mL de acetato de etila. Apds agitacdo e separagdo, a fase organica foi
recolhida e reservada. Esse procedimento foi repetido por trés vezes. Em seguida, os
trés extratos de acetato de etila foram reunidos, evaporados em evaporador rotativo com
banho a 23 °C e estocados em freezer a -20 °C. Devido a baixa quantidade de exsudados
obtidos aos dias 14, 15 e 16, as amostras foram dissolvidos em acetonitrila, misturados,
evaporados e quantificados por pesagem para determinacdo de exsudados totais
liberados por cada linhagem. Os extratos de cada linhagem foram dissolvidos em 3 mL
de uma mistura 4gua:acetonitrila (AcN) (70:30, v/v) e separados em seis fracdes
utilizando cartuchos C18 Mega Bond Elut (Varian) de 6 mL, usando gradiente de
concentragdo de AcN como fase médvel (BESSERER et al., 2006). Os compostos
presentes na fracdo 6 (onde foi encontrada sorgolactona por Besserer) de cada linhagem
foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC) em

cromatégrafo marca Shimatzu, modelo LC10A, utilizando coluna de fase reversa C18
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Hypurity Elite (Hypersil) com 25 cm X 4.6 mm X 5 um de didmetro de poro. A
separacdo ocorreu por meio de um gradiente de 70:30 H,O:AcN para 100% AcN em um
fluxo constante de 600 pL min”. Foi necessario adaptar a metodologia de Besserer,
aumentando o fluxo de 200 pL min" para 600 pL min"' para evitar a formacio de
bolhas, o que resultou em reducao do tempo de retengdo. Devido ao fato de ndo se
possuir o padrdo de sorgolactona, realizou-se a separacdo dos compostos da Fracdo 6
seguindo os procedimentos utilizados por Besserer et al., (2006), sendo alterado apenas
o fluxo de elui¢do das amostras. Assim, com base no tempo de reten¢do do padrdo de
sorgolactona (40 minutos — Figura 7A) e do perfil cromatografico da fracdo 6 de
amostra, encontrados por este autor, identificou-se a regido do cromatograma onde
possivelmente se encontra a sorgolactona nas fracdes 6 das linhagens (35 minutos —
Figura 7B). Verificou-se que devido ao maior fluxo utilizado nas andlises dos
tratamentos, houve uma diferenga de 5 minutos na eluicdo dos compostos quando

comparados com o encontrado por Besserer et al., (2006).
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Figura 7: Perfil cromatografico de analise em HPLC da sorgolactona sintética e da
fragdo 6 de amostra encontrados por Besserer et al, (2006) (A). Perfil
cromatografico de analise em HPLC de fragdo 6 de amostra da linhagem
BRO07B utilizada para determinagdo da regido na qual estaria presente a

sorgolactona (B).
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Depois de identificar esta regido, foi preparada uma mistura teste (MT), com
maior quantidade de exsudados, a partir de coletas realizadas em outro experimento
executado nas mesmas condigdes citadas, porém utilizando 4 sistemas de cultivo e 3
coletas, em intervalos de 24 horas. A fracdo 6 desta MT foi aplicada no HPLC e uma
aliquota foi coletada na regido de 26 a 40 minutos para tentativa de confirmagao de

sorgolactona em andlise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas.

4.3.3. Analises de cromatografia gasosa (GC/MS)

A aliquota coletada apo6s separagdo em HPLC da MT e as fragdes 6 dos
tratamentos foram analisadas em cromatdgrafo a gas da marca Shimatzu, modelo
QP2010plus, acoplado a espectrometro de massas (GC/MS). As amostras, de cada
linhagem, foram evaporadas em evaporador rotativo com banho a 23 °C e diluidas em 3
mL de acetonitrila, sendo que destes foi injetado 5 uL em uma coluna capilar DB-5 (30
m x 0,25 mm) utilizando gas hélio como carreador. A temperatura inicial da coluna foi
de 130 °C nos primeiros 1,5 min, elevada para 270 °C em uma taxa de 16 °C por min,
permanecendo nesta temperatura por 5 min. Este procedimento foi realizado segundo

Yokota et al., (1998), que, entretanto, utilizou uma coluna DB-5 (5 m x 0,25 mm).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacao de caracteristicas morfolédgicas do sistema radicular de sorgo
cultivado em baixa e alta disponibilidade de fosforo

Os resultados da andlise de varidncia conjunta para as caracteristicas da
morfologia do sistema radicular estdo apresentados na Tabela 3.

A interacdo gendtipo e ambiente ndo foi significativa para nenhuma das
caracteristicas avaliadas (Tabela 3), indicando que o nivel de foésforo tem efeito
significativo na expressao das caracteristicas avaliadas independentemente do gendtipo.

Diferencas significativas entre o baixo e o alto nivel de fésforo foram verificadas
para as caracteristicas CTR, ATR, DMR, NR, CRMF, ARMF, MSR, MSR/MSPA, CE,
FR e DeTR (Tabela 3), indicando que os genotipos responderam diferentemente, em

relagdo a estas caracteristicas, a quantidade de fosforo dos solos onde foram cultivadas.
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Para as caracteristicas DMR, CRG, ARG, ARF, MSPA, MSR, MST ¢ FR os
genotipos apresentaram diferencas significativas independentemente do nivel de fosforo
(Tabela 3), indicando que os gendtipos possuem variabilidade genética para estas
caracteristicas. Entretanto, quando as plantas se desenvolvem em ambiente desfavoravel
quanto ao suprimento de nutrientes as raizes podem reagir a esta adversidade
apresentando alta plasticidade fenotipica (FITTER, 1991; MARSCHNER, 1995). Isso
pode ser verificado pela auséncia de diferenca significativa entre as linhagens para
DMR, CRG, ARG, MSPA, MSR, MST e FR quando as plantas foram crescidas no
ambiente de baixa disponibilidade de fosforo (Tabela 5), mostrando que as linhagens
tiveram um efeito de ambiente modificando a expressao fenotipica destas caracteristicas

e tornando-as estatisticamente semelhantes entre as linhagens.
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Tabela 3: Analise de variancia de dezoito caracteristicas de morfologia de raiz envolvendo nove gendtipos de sorgo em alto e baixo nivel de
fosforo. Sete Lagoas, Embrapa Milho e Sorgo, 2008.

Quadrado médio

Caracteristicas’ Médias CV (%) FV Bloco Amb. Genotipos Gen x Amb Residuo
GL 2 1 8 8 34
CTR 5639,05 23,42 4009763,5 12798940,5  2665753,8"™  1380378,1™  1744099,6
ATR 619,47 22,47 33635,70 86012,30" 28732,41™ 15764,26™ 19374,41
VTR 5,4542 23,39 2,2897 2,7009 ™ 2,8701™ 1,4868 ™ 1,6279
DMR 0,3526 6,77 0,0019 0,0028° 0,0017%* 0,0009 ™ 0,0005
NR 38907,35 33,72 3043028,3  16209003,6°  92525552,3"  11678878,4™  2618017.6
CRMF 4702,17 24,47 29754489  10588773,4"  1991919,80™  990208,06™  1323819,7
CRF 880,34 20,39 80607,72  102019,69™  59215,67™ 48840,08™ 32227,52
CRG 40,389 4726 2688,31 73,11™ 966,37 143,42 364,39
ARMF 246,00 26,64 8515,15 5078,63" 28819,25™ 3002,05™ 429532
ARF 243,021 19,44 423533 6471,84™ 5227,53 3763,80™ 2231,80
ARG 40,432 48,58 2902,85 67,09™ 1005,08" 135,09™ 385,76
MSPA 5,5318 30,43 21,99 0,3520"™ 8.8116 1,3711™ 2,8330
MSR 0,8137 23,38 0,0625 0,2453" 0,1105" 0,0222" 0,0377
MST 6,3455 28,85 23,558 0,0096 ™ 10,5483 1,5667 ™ 3,3524
MSR/MSPA 0,1586 21,87 0,0150 0,0133" 0,0021 ™ 0,0012™ 0,0012
CE 7273,41 25,58 7820492,0 76315776,17  6849731,7™  1468703,87™  3460444,02
FR 1045,55 12,82 60371,82 77843,96° 53911,02°° 30346,19™ 17975,59
DeTR 0,1509 14,13 0,0004 0,0174™ 0,0005 ™ 0,0002 " 0,0004

#% % = Sjgnificativo ao nivel de 1 ¢ 5 %, respectivamente, pelo teste F; ns = Nio significativo e ' Comprimento total de raiz (CTR) (cm); Area de superficie total de raiz
(ATR) (cm?); Didmetro médio de raiz (DMR) (mm); Volume total de raiz (VTR) (cm®); Numero de ramificagdes (NR); Comprimento de raiz muito fina (CRMF) (cm);
Comprimento de raiz fina (CRF) (cm); Comprimento de raiz grossa (CRG) (cm); Area de superficie de raiz muito fina (ARMF) (cm?); Area de superficie de raiz fina (ARF)
(cm®); Area de superficie de raiz grossa (ARG) (cm®); Massa seca de parte aérea (MSPA) (g 3plantas™); Massa seca de raiz (MSR) (g 3plantas™); Massa seca total (MST) (g
3plantas™); relagdo raiz/parte aérea (MSR/MSPA); Comprimento especifico (CE) (cm g); Finura de raiz (FR) (cm cm™); Densidade de tecido de raiz (DeTR) (g cm™)
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As médias das caracteristicas CTR, ATR, CRMF, ARMF, NR, CE, FR para os
genotipos cultivados em baixo nivel de fosforo foram menores que as médias do alto
fosforo (Tabela 4). Segundo Desnos (2008), o crescimento de raiz primaria e raizes
laterais sdo restringidas quando elas encontram um meio com baixo nivel de Pi. Essa
inibicao no crescimento € resultante da reduzida elongacao das células (WILLIAMSON
et al.,, 2001; REYMOND et al.,, 2006) e da atividade meristematica (SANCHEZ-
CALDERON et al., 2005; JAIN et al., 2007b), sendo este efeito irreversivel quando a
deficiéncia de fosforo ¢ mantida por muitos dias, (SANCHEZ-CALDERON et al.,
2005; JAIN et al., 2007b). Assim, como estas caracteristicas estdo relacionadas com o
alongamento da raiz, a inibicdo de seu crescimento reduz os valores de todas estas
caracteristicas em relacdo ao nivel de alta disponibilidade de fosforo.

Para as caracteristicas DMR, MSR, MSR/MSPA ¢ DeTR as médias no baixo
fosforo foram maiores que as médias do alto P (Tabela 4). O aumento na particdo de
carboidratos em dire¢do a raiz e a inibi¢ao do crescimento da parte aérea podem resultar
em um aumento na MSR e na razdo raiz/parte aérea em plantas deficientes de fosforo
(KHAMIS et al., 1990; MARSCHNER, 1995). A DeTR (MSR/VTR) varia de forma
direta com a MSR, portanto, o aumento da massa seca de raiz pode ser acompanhado de
um aumento na DeTR. O DMR nao apresenta uma resposta universal quanto a sua
diminui¢do ou aumento em baixa disponibilidade de foésforo (SCHROEDER e JANOS,
2005; LAMBERS et al., 2006). Gahoonia e Nielsen (2004) relatam que, possivelmente
devido a dificuldade de avaliacdo, ha poucos trabalhos que apresentam medidas de

DMR.
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Tabela 4: Médias das caracteristicas CTR, ATR, CRMF, ARMF, DMR, NR, MSR,
MSR/MSPA, CE, FR e DeTR. Analise das médias entre os ambientes de alta
e baixa disponibilidade de foésforo pelo Teste de F (p<0,05).

Caracteristicas Medias
Baixo P (Amb 1) Alto P (Amb 2)

CTR 515221 b 6125,90 a
ATR 579,56 b 659,38 a

CRMF 4259,36 b 514499 a
ARMF 22291b 269,11 a
DMR 0,360 a 0,345 b

NR 34767,99 b 43046,72 a
MSR 0,881 a 0,746 b
MSR/MSPA 0,174 a 0,143 b

CE 6084,61 b 8462,22 a

FR 1007,58 b 1083,52 a
DeTR 0,169 a 0,133 b

Meédias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem significativamente pelo teste F (p<0,05).
Comprimento total de raiz (CTR) (cm); Area de superficie total de raiz (ATR) (cm?®); Didgmetro médio de
raiz (DMR) (mm); Nimero de ramificagdes (NR); Comprimento de raiz muito fina (CRMF) (cm); Area
de superficie de raiz muito fina (ARMF) (cm?); Massa seca de raiz (MSR) (g 3plantas™); Massa seca
raiz/parte aérea (MSR/MSPA); Comprimento especifico (CE) (cm g'); Finura de raiz (FR) (cm em’);
Densidade de tecido de raiz (DeTR) (g cm™)

As linhagens apresentaram diferengas significativas para as caracteristicas DMR,
CRG, ARG, MSPA, MSR, MST, FR (Tabela 5) apenas no canteiro contendo alta
disponibilidade de fosforo, indicando que as linhagens apresentaram variabilidade para
a realizagdo de sele¢do de plantas com base nestas caracteristicas apenas no ambiente de
alto fosforo. As raizes grossas (>2mm diametro) estdo ligadas ao suporte e ancoragem
da planta e absorvem pequenas quantidades de agua e nutrientes (WILCOX et al.,
2004). O DMR ¢ uma caracteristica relacionada a aquisi¢do de nutrientes (GAHOONIA
e NIELSEN , 2004), entretanto, ¢ menos importante na absorcdo de fosforo que o
comprimento de raiz (CASPER e JACKSON, 1997; SCHROEDER e JANOS, 2005).
Os resultados encontrados neste trabalho sdo compativeis com os encontrados, para
milho, por Parentoni (2008), o qual sugere mecanismos diferentes de aquisi¢do de
fosforo atuando nos ambientes de alto e baixo fosforo. O fato das linhagens de sorgo

testadas ndo apresentarem diferencas significativas no ambiente de alto fosforo para as
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caracteristicas da morfologia radicular (CTR, CRMF, CRF, ATR, ARMF, ARF) que
sdo relatadas como relevantes na aquisicdo de fosforo indicam a possibilidade de que
outros mecanismos de aquisi¢do estdo relacionados com a resposta das linhagens ao

ambiente de alto fosforo.

Tabela 5: Analise de variancia de dezoito caracteristicas de morfologia de raiz
envolvendo nove gendtipos de sorgo em alto fosforo. Sete Lagoas,
Embrapa Milho e Sorgo, 2008.

Quadrado médio

Caracteristicas Médias CV (%) FV Gendtipos Residuo
GL 8 16

CTR 6125,90 26,65 2017407,42™ 2665177,04
ATR 659,3825 24,66 21432,85"™ 26430,09
VTR 5,6778 23,75 2,1515™ 1,8181
DMR 0,3454 5,41 0,0013" 0,0003
NR 43046,72 33,72 177601550,2™  210663309,11
CRMF 5144,99 27,87 1492727,88 ™ 2056690,29
CRF 923,81 22,13 57549,75™ 41797,77
CRG 39,2261 31,32 476,2672" 150,9716
ARMF 269,1094 30,59 3249,05" 6774,67
ARF 253,9693 20,31 5004,26 " 2661,86
ARG 39,3180 27,55 451,6208"" 117,3202
MSPA 5,6125 20,57 6,4495"" 1,3326
MSR 0,7462 21,33 0.0625" 0,0253
MST 6,3588 19,50 7,5629" 1,5371
MSR/MSPA 0,1429 22.40 0,0013" 0,0010
CE 846221 27,77 5933686,24™ 5520724,57
FR 1083,52 9,92 48543,14" 11560,79
DeTR 0,1329 17,50 0,00029" 0,00055

** % = Sjonificativo ao nivel de 1 e 5 %, respectivamente, pelo teste F; ns = Nio significativo e '
Comprimento total de raiz (CTR) (cm); Area de superficie total de raiz (ATR) (cm?); Didmetro médio de
raiz (DMR) (mm); Volume total de raiz (VTR) (cm’); Numero de ramificagdes (NR); Comprimento de
raiz muito fina (CRMF) (cm); Comprimento de raiz fina (CRF) (cm); Comprimento de raiz grossa (CRG)
(cm); Area de superficie de raiz muito fina (ARMF) (cm?); Area de superficie de raiz fina (ARF) (cm?);
Area de superficie de raiz grossa (ARG) (cm®); Massa seca de parte aérea (MSPA) (g 3plantas™); Massa
seca de raiz (MSR) (g 3plantas™); Massa seca total (MST) (g 3plantas™); relagdo raiz/parte aérea
(MSR/MSPA); Comprimento especifico (CE) (cm g'); Finura de raiz (FR) (cm cm™); Densidade de
tecido de raiz (DeTR) (g cm™).

Pelos resultados apresentados na Tabela 6, verifica-se que existem diferengas
significativas para as caracteristicas CTR, ATR, NR, CRMF, CRF, ARMF ¢ ARF entre
as linhagens quando cultivadas em baixo fosforo (Tabela 6). Estes resultados indicam a
existéncia de variabilidade em sorgo para estas caracteristicas do sistema radicular
quando cultivadas em ambientes com baixo nivel de fosforo e que a expressdo destas

caracteristicas resultam na plasticidade morfologica que as raizes apresentam para
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aumentar a captacao de nutrientes. Assim, estas caracteristicas podem ser mais bem
exploradas em programas de melhoramento genético que buscam melhor entender os
mecanismos de adaptacdo de sorgo sobre estresse de fosforo. A sele¢do de plantas com
base nestas caracteristicas deve ser realizada em ambientes com baixa disponibilidade

de fosforo.

Tabela 6: Analise de variancia de dezoito caracteristicas de morfologia de raiz
envolvendo nove genétipos de sorgo em baixo fosforo. Sete Lagoas,
Embrapa Milho e Sorgo, 2008.

Quadrado médio

Caracteristicas’ Médias CV (%) FV Gendtipos Residuo
GL 8 16
CTR 5152,21 16,87 2028724,48* 755585,83
ATR 579,56 16,27 23063,83" 8898,15
VTR 5,2305 18,43 2,2054 "™ 0,9296
DMR 0,3598 7,22 0,0013"™ 0,0007
NR 34767,98 21,97 200988967,79** 58359022,98
CRMF 4299.48 17,71 1489399,98" 568908,58
CRF 836,88 16,92 50506,00* 20062,26
CRG 41,55 42,11 633,52™ 306,21
ARMF 222,91 19,64 4831,64* 1916,73
ARF 232,07 16,34 3987,08" 1438,37
ARG 41,55 42,22 688,56 ™ 307,76
MSPA 5,4511 29,31 3,73 2,55
MSR 0,8811 21,57 0,0703 ™ 0,0361
MST 6,3322 27,59 4,5521"™ 3,0524
MSR/MSPA 0,1743 20,03 0,0020™ 0,0012
CE 6084,61 21,19 2384749,38 ™ 1663859,13
FR 1007,58 14,59 35714,07™ 21625,87
DeTR 0,1689 12,02 0,0005™ 0,0004

#* % = Sjonificativo ao nivel de 1 e 5 %, respectivamente, pelo teste F; ns = Nio significativo e '

Comprimento total de raiz (CTR) (cm); Area de superficie total de raiz (ATR) (cm?); Didmetro médio de
raiz (DMR) (mm); Volume total de raiz (VTR) (cm’); Numero de ramificagdes (NR); Comprimento de
raiz muito fina (CRMF) (cm); Comprimento de raiz fina (CRF) (cm); Comprimento de raiz grossa (CRG)
(cm); Area de superficie de raiz muito fina (ARMF) (cm?); Area de superficie de raiz fina (ARF) (cm?);
Area de superficie de raiz grossa (ARG) (cm?”); Massa seca de parte aérea (MSPA) (g 3plantas™); Massa
seca de raiz (MSR) (g 3plantas™); Massa seca total (MST) (g 3plantas™); relagdo raiz/parte aérea
(MSR/MSPA); Comprimento especifico (CE) (cm g'); Finura de raiz (FR) (cm ¢cm™); Densidade de
tecido de raiz (DeTR) (g cm™).

As médias de CTR, ATR, CRMF, CRF, ARMF, ARF e NR das nove linhagens
cultivadas em baixo fosforo estdo apresentadas na Tabela 6. Observa-se que a linhagem
BROO5R, mais eficiente, apresentou as maiores médias para estas caracteristicas e a

linhagem ATF06B, menos eficiente, apresentou as menores médias. As linhagens

eficientes SC283, BRO0O8B e ATF40B e as ineficientes BR0O07B e BROO1B

32



apresentaram valores de médias proximos e estatisticamente semelhantes. Entretanto as
linhagens BROOSB e ATF40B apresentaram baixa massa seca de raiz (Tabela 7),
fazendo com que os valores de CE para estas linhagens sejam superiores as demais, o
que pode estar relacionado com uma diferenca no padrio de alocacdo de
fotoassimilados nas raizes destas plantas, podendo estar formando aerénquimas em seus
tecidos radiculares. Entre as linhagens eficientes somente a SC283 apresentou média
inferior a linhagem ineficiente BRO0O7B para CE, as outras linhagens eficientes
(BROO5SR, BROOSB, ATF40B e ATF54B) apresentaram as maiores médias de CE. Estes
resultados indicam uma possivel relagcdo entre eficiéncia e CE em sorgo, sinalizando
para a importancia de aspectos rizoecondmicos (custo de massa radicular por potencial
retorno) na adaptacdo das plantas de sorgo em ambientes de estresse de fosforo
(RYSER, 20006).

A caracteristica que melhor agrupou as linhagens eficientes, separando-as das
ineficientes foi a densidade de tecido de raiz (DeTR) (Tabela 7). As linhagens eficientes
apresentaram uma tendéncia a valores médios menores que as linhagens ineficientes
(Tabela 7), indicando que as plantas com superior adaptagdo tendem a desenvolver
raizes com uma menor densidade dos seus tecidos, reduzindo assim, o gasto metabdlico
com a taxa respiratoria das raizes. Esta caracteristica estd relacionada com
caracteristicas anatomicas das raizes, como a formag¢do de aerénquima, ¢ com a taxa de
crescimento radicular (LYNCH e HO, 2005).

A eficiéncia de aquisicdo foi duas a trés vezes mais importante que a eficiéncia
de utilizagdao em plantas de milho cultivadas em baixo nivel de fosforo para a eficiéncia
de uso (PARENTONI, 2008). A combina¢do de aquisicdo e translocacdo de Pi
eficientes sdo essenciais para as plantas manter adequados os niveis de Pi celular para o
normal funcionamento (RAGHOTHAMA e KARTHIKEYAN, 2005). Isso demonstra e
reitera a importancia das caracteristicas morfoldgicas do sistema radicular que
favorecem a absorcdo de nutrientes e o desenvolvimento das plantas cultivadas em

ambientes com baixa disponibilidade de fosforo.
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Tabela 7: Média das linhagens cultivadas em baixo fosforo para as caracteristicas' CTR, ATR, NR, CRMF, CRF, ARMF, ARF, CE ¢
DeTR. Médias avaliadas pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Linhagens Classificagdo CTR ATR CRMF CRF ARMF ARF NR MSR CE DeTR

BRO05B Eficiente 6.606,29 B 724,19 b 552252 b 1.026,29 a 300,26 b 27494 a 51.362,89 b 098 a 6.744,55 a 0,1594 a
BRO0OSB Eficiente 4.739,29 Ab 521,86 ab 3.938,35 ab 755,10 a 21042 ab 202,87 a 28.565,78 a 0,73 a 6.891,78 a 0,1571 a
ATF40B Eficiente 5225221 Ab 561,21 ab 4.343,05 ab 840,65 a 230,62 ab 22284 a 33.88556 ab 0,72 a 7.180,79 a 0,1517 a

SC283 Eficiente 4.504,16 Ab 519,03 ab 3.689,42 ab 77041 a 19428 ab 22220 a 27.984,11 a 0,78 a 5.784,03 a 0,1641 a
ATF54B Eficiente 6.161,34 Ab 672,80 ab 5.084,25 ab 1.023,97 a 259,52 ab 28290 a 43.536,44 ab 095 a 6.577,73 a 0,1629 a
BRO07B Ineficiente ~ 5.222,86 Ab 560,89 ab 4.410,56 ab 753,87 a 22593 ab 20509 a 3483689 ab 091 a 6.111,19 a 0,1872 a
BRO0O1B Ineficiente  5.063,12 Ab 648,00 ab 4.051,26 ab 921,04 a 209,16 ab 273,93 a 34.84422 ab 1,17 a 428193 a 0,1773 a
ATF06B Ineficiente ~ 3.872,73 A 440,31 a 3.17535 a 64437 a 15726 a 180,96 a 25.031,89 a 0,72 a 5.536,22 a 0,1805 a

P9401 - 497494 Ab 567,76 ab 4.11945 ab 796,24 a 218,70 ab 22294 a 32.864,11 ab 096 a 5.653,25 a 0,1802 a

Médias seguidas de mesma letra na vertical nio diferem significativamente pelo Teste de Tukey (p<0,05).' Comprimento total de raiz (CTR) (cm); Area de superficie total de
raiz (ATR) (cm?); Numero de ramificacdes (NR); Comprimento de raiz muito fina (CRMF) (cm); Comprimento de raiz fina (CRF) (cm); Area de superficie de raiz muito fina
(ARMF) (cm?); Area de superficie de raiz fina (ARF) (cm?); Comprimento especifico (CE) (cm g); Densidade de tecido de raiz (DeTR) (g cm™)
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5.2. Exsudacao radicular: mecanismo fisioldgico apresentado pelas plantas para a
modificacdo da rizosfera

Pode-se verificar que houve diferengas significativas entre os valores de
exsudados totais das linhagens de sorgo cultivadas em estresse de fosforo (Figura 8).
Das quatro linhagens estudadas, a BROO7B foi a que apresentou maiores quantidades de
exsudados totais, sendo que ela foi 2,8 vezes maior que a linhagem SC283, que menos
exsudou. Isto indica que ha diferencas nas respostas fisiologicas das linhagens de sorgo
estudadas quando cultivadas em estresse de fosforo, confirmando, portanto, que ha
variabilidade genética para a exsudacao de compostos em sorgo cultivado em estresse

de fosforo, conforme observado também por Czarnota et al. (2003).
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Figura 8: Quantidade média de exsudados totais liberados em 24 horas por planta

cultivada em estresse de fosforo.

Na Figura 9A, estd destacado o perfil de cromatografia gasosa da regido eluida
no tempo de 6,8 minutos para a aliquota coletada no tempo de 26 a 40 minutos da MT
(mistura teste) e para as linhagens cultivadas em estresse de fosforo. O espectro de
massas do composto eluido neste tempo apresentou um pico molecular 97 m/z de
intensidade de 30 %, indicando a possibilidade de presenca de um fragmento estavel
(anel D) caracteristico das estrigolactonas (Figura 9B). Devido a facil hidrdlise da
ligacdo dos anéis C e D das moléculas de estrigolactonas (AKIYAMA et al., 2005), a

alta temperatura usada no processo de separacdao por cromatografia gasosa fragmenta as
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moléculas de estrigolactonas sendo que, o anel D possui considerdvel estabilidade,
podendo ser identificado em GC/MS (YOKOTA et al., 1998).

Verifica-se com base na intensidade dos picos no tempo de 6,8 minutos que
houve diferengas na quantidade encontrada do composto eluido para as linhagens de
sorgo (Figura 9). A linhagem BROO7B (pico 2) foi a que apresentou maior quantidade
do composto sendo, entretanto, pouco superior a linhagem BROO5SR (pico 3). A
linhagem SC283 (pico 4) apresentou quantidades um pouco menor, mas ainda assim,
superior a linhagem P9401 (pico 5), que apresentou uma quantidade eluida tdo pequena
que o sistema de cromatografia ndo foi capaz de integrar o seu pico cromatografico.
Segundo Rich et al., (2004) as linhagens de sorgo apresentam variagao na quantidade e
no tipo de estimulante de germinagdo de sementes de Striga liberado, sendo aquelas que
produzem pouco ou nada destes compostos tem se mostrado resistentes a Striga em
campo (HESS et al., 1992). A linhagem P9401 apresenta baixo efeito estimulante de
germinagdo de Striga (RICH et al.,, 2004), assim, era esperado que esta linhagem
liberasse pouca quantidade de estrigolactonas, condizendo com o encontrado para o
composto eluido no tempo de 6,8 minutos. Trabalhos realizados na Embrapa Milho e
Sorgo mostram que linhagens de sorgo apresentam colonizagdo por micorrizas de forma
diferenciada, indicando também variagdo na liberagdo dos compostos sinalizadores
(estrigolactonas) pelas linhagens de sorgo cultivadas em estresse de fosforo (Dr.
Ivanildo Evodio Marriel - comunicagdo pessoal).

Estes estudos de sinalizacdo entre planta-micorriza sdo iniciais no programa de
pesquisa da Embrapa Milho e Sorgo e a sua continuidade ¢ essencial para o melhor

entendimento desta estratégia utilizada por plantas para a aquisi¢do de fosforo.
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Figura 9: Perfil cromatografico da fragdo 6 da linhagem BROO7B (pico 2), BROO5SR
(pico 3), SC283 (pico 4), P9401 (pico 5) e da aliquota coletada na regido de
eluicgdo da sorgolactona da mistura (MT) (pico 1) separados em
cromatdgrafo a gas destacando a regido de eluicdo no tempo de 6,8 minutos

(A). Estrutura de estrigolactonas com destaque no anel D, correspondente ao

pico m/z = 97 encontrado por Yokota et al., (1998) (B).

6. CONCLUSOES

1. Existe variabilidade genética para CTR, CRMF, CRF, ATR, ARMF, ARF e NR
quando as plantas sdo cultivadas em baixa disponibilidade de fosforo.

2. O comprimento ¢ a area de superficie das raizes apresentaram-se mais importantes
na adaptagdo das plantas em baixa disponibilidade de fosforo que o volume e o
diametro médio das raizes.

3. Diferentes mecanismos de aquisicao de fosforo podem estar atuando nos ambientes
de baixa e alta disponibilidade de fosforo.

4. Os valores de CTR, ATR e NR encontrados em baixa disponibilidade de fésforo no
solo sugerem uma inibi¢ao do desenvolvimento radicular de sorgo.

5. As caracteristicas CE e DeTR podem estar relacionadas com a eficiéncia das
linhagens em baixo fosforo.

6. Existe resposta fisiologica diferenciada entre linhagens de sorgo cultivadas em
ambientes ausentes de fosforo.

7. Ha fortes indicacdes para existéncia de variabilidade genética entre as linhagens de
sorgo cultivadas na auséncia de fésforo para exsudacdo de compostos relatados

como sinalizadores para a colonizagdo de fungos micorrizicos.
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