ALTERACAO NO PERFIL DE EXSUDACAO EM PLANTULAS DE
MILHO TRATADAS COM ACIDOS HUMICOS E BACTERIAS
PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

LIVIA DA SILVA LIMA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO

CAMPOS DOS GOYTACAZES — RJ
Marco — 2014



FICHA CATALOGRAFICA
Preparada pela Biblioteca do CCTA / UENF 066/2014

Lima, Livia da Silva

Alteracdo no perfil de exsudacdo em plantulas de milho tratadas
com acidos humicos e bactérias promotoras do crescimento vegetal
/ Livia da Silva Lima. — 2014.

93f.
Orientador: Luciano Pasqualoto Canellas.
Dissertacdo (Mestrado - Producdo Vegetal) — Universidade

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias. Campos dos Goytacazes, RJ, 2014.
Bibliografia: f. 59 — 69.

1. H. serepedicae 2. Interacio endofitica 3. Substancias humicas .
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias. Il. Titulo.

CDD-  631.417




ALTERACAO NO PERFIL DE EXSUDACAO EM PLANTULAS DE
MILHO TRATADAS COM ACIDOS HUMICOS E BACTERIAS
PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

LIVIA DA SILVA LIMA

Dissertacdo apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias
para obtencdo do titulo de Mestre em
Producéo Vegetal.

Orientador: Prof.: Luciano Pasqualoto Canellas

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
MARCO - 2014



ALTERACAO NO PERFIL DE EXSUDACAO EM PLANTULAS DE
MILHO TRATADAS COM ACIDOS HUMICOS E BACTERIAS
PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

LIVIA DA SILVA LIMA

Dissertacdo apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias
para obtencdo do titulo de Mestre em
Produgéo Vegetal.

Aprovada em 20 de marco de 2014

Comissao Examinadora

Prof. Leonardo Barros Dobbss (D.Sc., Producéao Vegetal) - UVV

Prof. Rodrigo Rodrigues de Oliveira (D. Sc., Quimica de produtos naturais) —
UENF

Prof. Inga Goncalves Azevedo (D. Sc., Biociéncias e Biotecnologia) — UENF

Prof. Luciano Pasqualoto Canellas (Ph.D., Ciéncia do Solo) — UENF
(Orientador)



Ao meu filho Jodo Miguel por trazer alegria e forca para continuar em frente;
Ao meu companheiro Gonzaga pelo amor e apoio;

A minha familia,

DEDICO



Agradecimentos

Ao professor Luciano Canellas, pela oportunidade, pelos ensinamentos, pelas
criticas pela amizade;

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, pelo apoio ao
ensino e a pesquisa;

A FAPERJ pela concesséo da bolsa de estudos;

Ao NUDIBA, pelo suporte a pesquisa;

Ao professor Rodrigo Rodrigues e a professora Raquel Garcia, pela contribuicdo
nas analises de RMN;

Ao professor Fabio Olivares, pela concessao dos inéculos microbianos;

A todos os colegas e amigos do Nudiba, especialmente Lelly, Natalia Aguiar,
Silézio, Aminthia, Inga, Pollyanna, Jucimara, Nathalia Duarte e Kamillinha, por
todos os momentos agradaveis de alegria e companheirismo;

A familia Barbé e familia Marcon-Aguiar, por toda amizade e todo amparo, por
terem sido minha familia em Campos;

Aos amigos e a familia, que torcem muito por mim,

Ao Gonzaga, por todo suporte na nossa casa;

Gratidao.



SUMARIO

1 11V [ Vi
AB S T R A CT i e viii
L 370 516107\ T 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt 4
P2 I YW o = Vo= o N =T Lo U | = T 4
2.2 Métodos de coleta de exsudados.............ueeeiiiiiiiiiiieieieee e 12
2.3 SH e sua influéncia no metabolismo e exsudacéao radicular das plantas..... 15
2.4 Mudancas no perfil de exsudacao por interacbes

planta-solo-microrganismos e o envolvimento de SH............ccccoeiviiiiiiiiiiviivnnne. 18
3. HIPOTESE E OBJETIVO......ci ittt s 20
3.1 ODbjetivos €SPECITICOS. ...uuuiiiiiii e 20
4. MATERIAL E METODOS.......ocoieieiite ettt ers e ate e e e, 22
4.1 Extracdo das substancias hlmicCas..............ccoovvvviiieeiiiiiciici e 22
4.2 Obtencéo dos in6culos microbianos (Herbaspirillum

(YT 0] 0 1=T0 [T07= 1= ) TSSOSO 23
4.3 CoNAICOES A€ CUIIVO......uureeiiii e 23
4.4 Coleta dos exsudados radiCulares...........ceeeeeeeeeiiiineeeieeeeie e 24
4.5 Ressonancia magnética nuclear (RMN *H) ......cooooiiioiiiiieeeeeeeeeee e, 24
4.6 Analise dos componentes PriNCIPAIS.........cceeevvveririieiiiiii e e e eeeeeeeeeeeeeeeeaiaanns 25
4.7 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)...... 26

iv



4.8 Contagem da populacdo bacteriana inoculada na raiz..............ccceevvvvveennnnns 26

5 RESULTADOS E DISCUSSAO . ...ttt 28
5.1 Infecg@o dos tecidos radiCulares.............oooiiiiie e 28
5.2 Rendimento dos exsudados radiCUlares. ..........oooveeeiiee e 30
5.3 Ressonancia magnética nuclear 'H e anélise dos componentes

PHNCIPAIS (ACP)... ettt ettt ettt ettt te et e e teeaeeteen e eaeaae s 31
5.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS)...... 41
B. CONCLUSODES. ..ottt 58
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o oottt e 59
APENDICE. ... oo ettt e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e a e e e e 70



RESUMO

LIMA, Livia da Silva. Dissertacdo de mestrado — Producdo vegetal.
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Mar¢co de 2014.
Alteracdo no perfil de exsudacdo em plantas tratadas com acidos humicos e
bactérias promotoras do crescimento vegetal. Orientador: Prof. Luciano

Pasqualoto Canellas.

A exsudacdo radicular € um passo essencial para a adaptacdo das
plantas a diferentes ambientes e inclui a regulacéo da interacdo entre plantas e
bactérias na rizosfera. Ja foi observado que as substancias humicas promovem
mudancas na exsudacgdo de H* e nos acidos organicos por raizes de plantas de
milho. A hipétese foi que H. seropedicae e acidos humicos podem modificar o
perfil de exsudacdo de raizes de plantulas de milho e a identificacdo dessas
alteracdes pode ser utilizada para melhorar o ambiente quimico a fim de aumentar
o desempenho do crescimento de bactérias promotoras do crescimento vegetal
gue possam ser utilizadas como bioinoculantes. Foram coletados os exsudados
de raizes de plantulas de milho aos 7, 14 e 21 dias de tratamento (controle,

acidos humicos, H. seropediace e a combinacdo de acidos humicos e H.

Vi



seropedicae) colocando-as em agua ultrapura durante duas horas. Apoés esse
periodo, as solucdes recolhidas foram filtradas (0,22 pm), submetidas a
cromatografia liquida, utilizando-se uma coluna preenchida com silica C18 de fase
reversa como fase estacionaria, e analisadas por espectroscopia de RMN *H. As
diferencas foram reconhecidas por analise multivariada de dados (ACP) e os
principais compostos foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Os principais grupos estruturais encontrados
significativamente foram o0s compostos nitrogenados, acidos graxos, &acidos
organicos e derivados de esteroides e terpenos. Mudancas significativas no perfil
de exsudacao foram encontradas ap6s 14 dias. Plantulas tratadas com acidos
huamicos exsudaram &cidos graxos, fendis e acidos organicos em quantidades
diferentes em comparacdo aos outros tratamentos, jA& H. seropedicae e H.
seropedicae + acidos humicos exsudaram maiores quantidades de compostos
nitrogenados, principalmente estruturas heterociclicas. Aos 21 dias, o tratamento
com H. seropedicae, apresentou maiores quantidades de esteroides e terpenos
relacionados com precursores de &cidos giberélicos (acido caurenoico).
Mudancas no perfil de exsudacdo induzidas pelos tratamentos foram mais
evidentes aos 14 e 21 dias ap6és a aplicacéo e resultaram em maior exsudacgao de
acidos graxos em tratamentos com acidos humicos, assim como compostos
nitrogenados e terpenos pelos tratamentos com H. seropedicae. O entendimento
da influéncia dos inoculantes bacterianos e tratamentos com substancias humicas
nos exsudados de plantas pode ser uma importante ferramenta para a
compreensao do metabolismo das plantas em resposta ao bioinoculante e

melhorar o resultado das culturas de campo.

Palavras-chave: H. seropedicae, interacdo endofitica e substancias

humicas.
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ABSTRACT

LIMA, Livia da Silva. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. March, 2014. Changes in the profile of exudation in plants treated with

humic acids and plant growth promoting bacteria.

Root exudation is essential in the adaptation of plants to different
environments and includes the regulation of the interaction between plants and
bacteria in the rhizosphere. It was previously observed that humic matter changes
H* and organic acids extrusion in maize roots. The hypothesis is that H.
seropedicae and humic acids modify the maize seedling exudation profile and the
identification of these changes could be used to improve chemical environment for
better performance of plant growth promoting bacteria delivered as bioinoculants.
Maize root exudates were collected at 7, 14 and 21 days after treatments (control,
humic acid, bacteria and its combination) by placing roots in ultrapure water for
two hours. After this time, the exudate solutions were filtered (0.22 um), submitted
to liquid chromatography using C18 reverse phase as stationary phase, and

analyzed by 'H NMR spectroscopy. The main differences were visualized by
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multivariate projection analysis (PCA) and the main compounds were identified by
gas chromatography mass spectrometry. Nitrogenous compounds, fatty acids,
organic acids and steroids and terpenoids derivatives were the main structural
moieties founded in root exudates. Significant changes in exudation pattern were
observed after fourteen days. Seedlings treated with humic acids exuded fatty
acids, phenols and organic acids in different amounts compared to other
treatments whereas H. seropedicae and H. seropedicae + humic acids exudates
included a large number of nitrogenous compounds mainly with heterocyclic
structures. At 21 days, the treatments with H. seropedicae showed higher amount
of steroid and terpenoids derivatives related to precursors of giberellic acids
(kaurenoic acids). Changes on root exudation profile induced by the treatments
were more noticeable at 14 and 21 days after application and resulted in
enhanced of fatty acid exudation from HA treatment as well nitrogenated and
terpenes compounds from H. seropedicae treatment. Knowledge about influence
of bacterial inoculants and treatment with humates on plant exudates could be
important to understand the plant metabolism response to bioinoculants and

improve crop field responses.

Keywords: plant growth promoter bacterial, endophytic, humic substances



1. INTRODUCAO

As substancias quimicas secretadas pelas raizes no solo séo conhecidas
como exsudados (Bais et al., 2002). A exsudacdo de compostos organicos e
inorganicos € um dos principais mecanismos de adaptacdo das plantas ao
ambiente. Compostos exsudados na rizosfera podem regular a atividade da
comunidade microbiana, induzir resisténcia a herbivoros, estimular simbioses,
modificar propriedades quimicas e fisicas do solo, e inibir o crescimento de
espécies de plantas concorrentes (Nardi et al, 2000).

A composicdo e a quantidade de exsudados liberados pelas raizes
dependem de varios fatores, entre eles a espécie e a idade da planta, além de
fatores externos como o0s estresses bidticos e abidticos (Badri & Vivanco, 2009).
Por exemplo, a composicdo dos exsudados radiculares de plantas de milho (Zea
mays L. cv Alize), foi estudada por Azaizeh et al. (1995), que encontraram
acucares, (72-73%), fendis (17-18%), acidos organicos (7%) e aminoacidos (3%),
além de outros compostos liberados em quantidades muito pequenas como
acidos graxos, esteroides, enzimas e reguladores de crescimento de plantas (p.e.,
auxinas, giberelinas e citocininas) (Neumann e Romheld, 2007). A exsudacéao
altera a composicdo da matéria organica na rizosfera fornecendo compostos

labeis e prontamente utilizados por microrganismos no fornecimento de energia



(carboidratos) e de nitrogénio (amino&cidos) enquanto os produtos do
metabolismo secundario podem funcionar como antibioticos (fendis) e induzir
crescimento vegetal (hormonios).

A maior parte da matéria organica do solo é composta pelas substancias
humicas (SH) definidas por Piccolo (2002) como a reunido heterogénea de
diversas moléculas de baixa massa molecular, oriundas do produto da
transformacéo de residuos de origem vegetal e animal e produtos da ressintese
microbiana, em um complexo arranjamento supramolecular mantido unido por
forcas de interacdo fraca predominantemente hidrofébicas. As SH além de
condicionarem as propriedades quimicas, fisicas e biolégicas do solo (Stevenson
1994) podem modificar diretamente o metabolismo das plantas (Vaughan &
Malcolm, 1985). Canellas et al. (2002), observaram aumento na atividade
ATPasica em raizes de milho tratadas com substancias do tipo acidos humicos
(AH) isolados de vermicomposto. Também foram observadas mudancas no perfil
de exsudacéo radicular de acidos organicos (Canellas et al., 2008) com aumento
significativo de acidos citrico, succinico e oxalico na solugdo de cultivo em
plantas previamente tratadas com substancias do tipo humicas. A adicdo de
pequenas quantidades de acidos organicos, tais como, os exsudados pelas raizes
pode liberar componentes dos agregados humicos (Piccolo et al., 1999; Cozzolino
et al., 2001). Rima et al. (2011), verificaram que a adicdo de concentracdes muito
baixas (0,5 uM) de acido citrico potencializou a capacidade de estimulacdo do
crescimento radicular de plantulas de milho pelos AH, e principalmente, induziu a
inibicdo de uma série de proteinas de MP modificando o metabolismo celular das
raizes. Mudancas no perfil de exsudacdo podem modificar as caracteristicas da
matéria organica humificada e aumentar seu potencial de bioestimulacdo como,
por exemplo, aumentando a emergéncia de raizes laterais. Além disso,
mudancas quimicas induzidas pela adicdo de matéria humica na rizosfera foram
associadas a selecdo da comunidade microbiana (Puglisi et al.,, 2009). A
rizodeposicdo, € um processo ecolégico importante, pois fornece fontes de
carbono prontamente disponiveis aos microrganismos e pode gerar aumento da
biomassa microbiana em torno das raizes e afetar tanto a atividade como a
composicao da comunidade microbiana (Puglisi et al.,2009).

Alguns microrganismos sao capazes de promover o crescimento vegetal

pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), producdo de compostos similares aos



hormoOnios vegetais, solubilizacdo e disponibilizacdo de nutrientes, produgéao de
antibidticos. Esses microrganismos sdo conhecidos como promotores do
crescimento vegetal e sao considerados base para a nova geragcdo de
bioinoculantes em plantas ndo leguminosas. A Herbaspirillum seropedicae € uma
bactéria diazotrofica endofitica capaz de colonizar um grande nimero de plantas
como cana-de-agucar, milho, arroz e promover aumento na eficiéncia da
utilizacéo do nitrogénio pelas plantas (Baldani et al., 2000). Canellas et al. (2012),
observaram que a inoculacdo com H. seropedicae em milho na presenca de SH
isolada de vermicomposto aumentou a emergéncia de raizes laterais no estadio
inicial de crescimento das plantulas. Foi observado também, uma clara
estimulacdo da H* ATPase de MP e modificacdo significativa no metabolismo de
carboidratos e nitrogénio.

Nesse contexto é possivel que alteracdes provocadas no metabolismo
das plantas pelas SH e BPCV possam modificar a exsudacdo de compostos na
rizosfera e, consequentemente, alterar o padrdo da interacdo planta-
microrganismo. Entender os mecanismos dessa interacdo pode ser util para
melhorar as respostas das plantas a diferentes bioinoculantes.

Neste trabalho foram avaliadas as mudancas no perfil de exsudacédo dos
compostos liberados por raizes de plantulas de milho (Zea mays L.) promovidas
por acidos humicos e Herbaspirillum seropedicae aos 7, 14 e 21 dias de

tratamento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Exsudacéo radicular

As substancias quimicas secretadas no solo pelas raizes sdo conhecidas
genericamente como exsudados. Com a exsudacdo de uma grande variedade de
substancias, as plantas podem, entre outros efeitos, regular a comunidade
microbiana da rizosfera, lidar com herbivoros, favorecer simbioses, mudar as
propriedades quimicas e fisicas do solo, e inibir o crescimento de espécies de
plantas concorrentes (Nardi et al., 2000). Os exsudados podem também diminuir
os efeitos de toxidez de aluminio (AlI**) e de outros metais pesados (Kidd et al.,
2001), favorecer a absorcdo de nutrientes e a liberacdo de hormbnios vegetais
(Uren et al., 1988; Marschener et al.,1998), além de servir como sinalizadores
para o estabelecimento de simbioses com rizobios e fungos micorrizicos (Badri &
Vivanco, 2009).

Apesar de sua importancia, existem relativamente poucos relatos sobre a
composicdo e a proporcdo dos diferentes compostos exsudados pelas plantas
(Oburger et al., 2012). Um desses € o de Azaizeh et al. (1995), que estudaram a
composicado de exsudados de milho (Zea Mays L. cv Alize) e verificaram a

presenca de acgucares (72-73%), fenois (17-18%), acidos orgénicos (7%) e



aminoacidos (3%), além de outras substancias liberadas em pequenas
guantidades, como hormdnios, esteroides, acidos graxos e enzimas. A quantidade
e a classe dos compostos exsudados sdo determinadas pela idade, pela espécie
da planta e pelos fatores externos como estresse bidtico e abidtico (Badri &
Vivanco, 2009).

A idade das plantas interfere diretamente na composi¢cdo e quantidade de
compostos exsudados. Embora seja dificil quantificar o total de carbono fixado
fotossinteticamente que é transferido para a rizosfera em forma de exsudados,
estima-se que plantulas liberam cerca de 30-40% de suas emissdes de carbono
fixado como exsudados (Whipps et al., 1990) e plantas adultas cerca de 5% a
21%. Nguyen et al. (2003), relataram que na particio do **C de fotoassimilados
para raizes, respiracao rizosférica e residuos do solo diminuiram com a idade da
planta (28 a 600 dias) 43%, 28% e 20%, respectivamente. Keith & Oades (1986)
mediram a quantidade relativa de carbono translocado para as raizes e para a
rizosfera, em diferentes estagios de desenvolvimento de trigo cultivado no campo
e verificaram que com o decorrer do tempo menos carbono do total
fotossintetizado foi transportado para o solo, ocorrendo acentuado decréscimo
apos a floracdo. Ja em Aulakh et al. (2001), foram avaliadas em dez cultivares de
arroz (Oryza sativa L.) as taxas de exsudacao de carbono total (carboidratos e
acidos organicos) em diferentes estadios de desenvolvimento da planta, sendo
verificado em geral, que as taxas de exsudacdo foram menores na fase de
plantula, aumentando até a floracao e diminuindo na fase de maturacéo da planta.
Além disso, houve uma mudanca no perfil da exsudacdo com o avancar do
crescimento da planta, secretando mais carboidratos do que acidos organicos
com o decorrer do tempo, sugerindo assim que, além da idade da planta,
espécies diferentes possuem perfis de exsudacéao diferentes.

Em um dos primeiros trabalhos realizados comparando quantitativamente
compostos exsudados entre espécies diferentes de plantas, Rovira (1956)
verificou que em 21 dias de crescimento plantas de ervilha exsudaram 22
aminoécidos diferentes enquanto que plantas de aveia exsudaram 14. Além disso,
verificou-se que em relacdo aos carboidratos, as duas espécies de plantas
somente exsudaram frutose e glicose até os dez dias de crescimento.

Algumas espécies de plantas leguminosas, exsudam flavonoides e

isoflavonoides especificos, que ativam genes responsaveis pela nodulagéo e que



promovem a gquimiotaxia, ou seja, a aproximacao de rizObios para as raizes
dessas plantas, gerando uma relagao simbiética, em que as plantas se beneficiam
da fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN) (Bais et al., 2006). Ja outras espécies de
plantas, como, por exemplo, as Poaceas, exsudam carboidratos e aminoacidos
gue sédo fonte de energia e nutrientes para microrganismos, aumentando a
populacdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV) na rizosfera
(Gray & Smith, 2005), além disso, esses compostos exsudados aumentam a
direcdo dos microrganismos a rizosfera por ativacdo de movimentos flagelares.
Weert et al. (2002) verificaram que a exsudacao de alguns &cidos organicos como
malico, piroglutamico, succinico e fumarico e aminoacidos como &cido L-
aspartico, acido L- glutamico, L- isoleucina, L- leucina e L- lisina por plantas de
tomate, influencia a motilidade flagelar de Pseudomonas fluorescens. Essa
aproximacdo de BPCV beneficia as plantas, pois essas bactérias atuam na FBN e
na biossinsetese de horménios vegetais, como a auxina (Steenhoudt &
Vanderleyden, 2000).

Lesuffleur et al. (2007), avaliaram as taxas de liberacdo de aminoacidos
(glicina e serina) em seis diferentes espécies de plantas pertencentes a 4 familias:
Poaceas (milho e azevém-perene), Fabacea (trevo e alfafa), Brassicaceae (colza)
e Solanaceae (tomate) escolhidas devido a importancia econémica, diferencas
fisiologicas e diferencas nas vias metabdlicas de nitrogénio e carboidrato, e foi
verificado diferencas no perfil de exsudacdo entre as familias de plantas. As
Fabaceaes possuiram maior efluxo de glicina do que nas Poaceaes e o efluxo de
serina foi maior nas espécies de trevo, alfafa e colza, indicando que espécies
diferentes exsudam quantidades e compostos diferentes.

Alguns fatores abidticos sdo associados a mudancas no perfil de
exsudacdo das plantas. A fim de se adaptarem a condicbes adversas como
estresse nutricional, toxidez causada por alguns elementos, ambientes alagados
(anoxia), temperatura (frio) e intensidade luminosa, plantas exsudam compostos
especificos para minimizarem os efeitos causados por esses fatores (Badri &
Vivanco, 2009; Bais et al., 2002; Nardi et al, 2000)

Nutrientes como fosforo, potassio, zinco e cobre possuem mobilidade
limitada no solo. No caso do fésforo, quando se encontra na forma insoltuvel pode
ser mobilizado por compostos exsudados pelas raizes, como as fosfatases e 0s

acidos organicos. Além desses compostos, carboidratos podem atuar



indiretamente na solubilizagéo do fosforo, servindo como fonte de carbono para
microrganismos solubilizadores (Dimkpa et al., 2009).

A toxidez de alguns elementos prejudiciais para o desenvolvimento vegetal
também pode ser minimizada pela exsudacdo de determinados tipos de
compostos. O aluminio (AI*") é téxico para muitas plantas em concentracdes
micromolares. Muitas espécies de plantas desenvolveram mecanismos que
possibilitam seu crescimento em solos &cidos, nos quais as concentracdes de
AI** podem ser limitantes. Plantas como milho, trigo, algumas cultivares de feijéo
e soja liberam &cidos organicos, como o malato e alguns derivados de acidos
organicos como 0s sais citrato e oxalato, que sdo capazes de quelar o aluminio
formando fortes complexos que protegem as raizes das plantas (Ma et al.,
2001).

Plantas que sobrevivem em ambientes alagados e anoxicos,
desenvolveram estratégias de adaptacdo como a formacdo de aerénquimas,
(tecido com grandes espacos de ar que permite melhor difusdo de gas nas
plantas) (Jackson & Armstrong, 2009) e também a exsudacdo de compostos
especificos que envolvem mudancas rapidas no metabolismo do carbono e
transporte de acidos organicos como compostos exsudados na rizosfera (Jones,
2004).

Outra forma de alteracdo na composicdo e quantidade de exsudados
ocorre quando as zonas ao redor das raizes encontram-se em regides de baixas
temperaturas. Este fator causa mudancas na liberacdo mediada por difusdo pela
mudanca na velocidade do processo e permeabilidade da membrana (Pinton et
al., 2007).

A intensidade luminosa afeta diretamente a composicdo dos exsudados
em uma intensidade de 50 a 600 pmol m?s™ (Cakmak et al., 1998), pois grande
parte do carbono organico liberado pelas raizes é derivada da fotossintese feita
pela parte aérea das plantas (Pinton et al. 2007).

Rovira (1959), verificou que a diminuicdo na intensidade de luz altera a
guantidade e composicao dos aminoacidos exsudados por plantas de tomate e
trevo. JA4 Cakmak et al. (1998), relacionaram a maior taxa de exsudacdo de
fitosideroforos com alta intensidade de luz, em raizes de cevada e cultivares de
trigo deficientes em Fe e Zn. Watt & Evans (1999), verificaram que plantas de

tremoco branco quando cultivadas sob condicbes de hidroponia com baixa



concentracdo de fosforo, exsudam maiores concentracfes de acido organico
(&cido citrico) no periodo diurno onde h& maior taxa de fotossintese. Este
desempenho, pode ser reflexo da maior producéo de carboidratos (sacarose) que
podem servir como precursores de citrato (Pinton et al. 1997) pela parte aérea
das plantas durante o dia.

Rovira (1969), descreveu o0s compostos organicos liberados em
guantidades significativas na superficie de raizes jovens e associou-0os a

processos especificos no solo. Um resumo pode ser observado na Tabela 1.



Tabela 1: Compostos organicos liberados por raizes de plantas

Classe de compostos

Componentes
individuais

Funces

Carboidratos

Aminoéacidos e amidas

Acidos alifaticos

Acidos aromaticos

Diversos compostos fenélicos

Acidos graxos

Esterois

Enzimas e outros

Glicose, frutose, galactose,
maltose, arabinose, rafinose,
raminose, ribose, sacarose e

xilose.

Todos os 20 aminoacidos
proteinogénicos, &cido
aminobutirico, homoserina,
cistationina, acido mugineico,

fitosider6foros

Acido férmico, acético,
butirico, propiénico, maleico,
citrico, isocitrico, oxalico,
fumarico, malénico, succinico
tartarico, oxaloacético,piravico,
glicélico,chiquimico,

acetoénica,valérico, gluconico.

p-hidroxibenzdico, cafeico, p-
coumeérico, ferulico, galico,
gentisico, protocatecoico,

salicilico, siringico, sinapico

Flavonoides, flavonas,

flavanonas, antocianinas e

isoflavonoides.

linoleico, linolénico, oleico,

palmitico, estedrico.

Campestrol, colesterol,
sitosterol, estigmasterol.
Proteases, fosfatase acida,
peroxidases, hidrolase, lipase
(Badri, 2009)

Fornecer um ambiente
favoravel para o crescimento

de microrganismos.

Inibir nematoides e
crescimento de raizes de
espécies diferentes além da
solubilizacdo de nutrientes
como o P e Fe e alguns

micronutrientes.

Regulacéo do crescimento de
plantas e atenuacao da toxidez
causada por alguns elementos

como o AI**.

Estimulam a aquisicdo de
nutrientes, reduzem o estresse
anaeroébiconas raizes,
intemperismo mineral e atracdo

de patégenos.

Estimulo a interagoes
simbidticas entre plantas e

microrganismos.

Regulacéo do crescimento das

plantas.

Regulacéo do crescimento de
plantas
Solubilizag&o de nutrientes

Adaptado de Rovira (1969) apud Bertin et al., (2003).
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Exsudados radiculares podem também ser classificados de acordo com
sua massa molecular, ou seja, compostos de baixa massa molecular (< 1000 Da)
ou alta massa molecular.

S&o considerados substancias de baixa massa molecular (BMM) aguUcares
e polissacaridos simples (arabinose, frutose, maltose, glicose, manose,
oligossacarideos), reguladores de crescimento, esteroides, terpenoides,
alcaloides, poliacetilenos,aminodcidos (arginina, cisteina, asparagina, cistina,
glutamina), &cidos organicos (acido acético, ascorbico, benzoico, ferulico, acido
malico) e compostos fendlicos. Algumas dessas substancias, especialmente os
fendlicos, influenciam no crescimento e desenvolvimento de plantas e
microrganismos do solo pelo efeito quimiotdéxico (alelopatia e inibicdo de
crescimento de fungos, por exemplo).

Ja os compostos de alta massa molecular alta (AMM) séo constituidos por
polissacarideos, proteinas, acidos graxos, nucleotideos, taninos e carboidratos
gue sdo menos comuns, porém muitas vezes compdem a maior propor¢cdo de
exsudados radiculares (Rovira, 1969; Hale et al. 1978; Curl & Truelove, 1986;
Uren, 1988: Fan et al. 1997; Bais et al. 2006).

Os mecanismos pelos quais as raizes exsudam seus compostos séo
divididos em processos passivos e ativos. Sdo mediados por trés vias principais:
difusdo, canais idnicos e por transporte de vesiculas (Neumann & Rémheld 2007;
Bertin et al. 2003), além de outras vias como os transportadores ABC.

A difuséo é tipica para compostos organicos de BMM, que séo liberados
por um processo passivo que envolve gradientes de concentracdo entre o
citoplasma das células das raizes e o solo (Neumann & Rdmheld, 2007). A
permeabilidade da membrana determina se é possivel a difusdo direta através da
bicamada lipidica da membrana plasméatica (Bertin et al., 2003). Isto depende do
estado fisioldgico das células das raizes e da polaridade dos compostos a serem
secretados. Os fatores que afetam a integridade da membrana, e
consequentemente a difusdo, incluem a deficiéncia de nutrientes (K, P, Zn), as
temperaturas extremas e o estresse oxidativo (Cakmak & Marschner, 1988; Jones
& Darrah, 1995; Jones et al, 1994;Ratnayale et al, 1978; Rovira,1969).

Alguns produtos quimicos, tais como carboxilatos (citrato, malato, oxalato e
fitosider6foros), o0s quais sado normalmente exsudados em elevadas

concentragbes, ndo podem difundir-se através das membranas radiculares
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guando a raiz esta sob estresse especifico, como deficiéncia nutricional ou
toxidez por AI**. Nestes casos, canais de fons controlam a liberacdo desses
produtos pelas raizes. A liberacdo de anions carboxilatos através de canais de
ions, parece ser frequentemente associada com aumento da liberacdo de prétons
através das H* ATPase de membrana plasmatica ou do aumento dos canais de
K*, e provavelmente também a liberacdo de outros cations para manter o
equilibrio de carga (Sakaguchi et al.,1999; Zhu et al., 2005; Ryan et al., 1995).

O transporte de compostos de AMM geralmente envolve transporte de
vesiculas (Battey & Blackbourn, 1993). O transporte de polissacarideos
mucilaginosos através da coifa € mediado por vesiculas de Golgi, enquanto que
as proteinas, tais como ectoenzimas (fosfatase acida e peroxidase) sé&o
sintetizadas ligadas a membrana dos polissomos e entram no |[imen do reticulo
endoplasmatico usando segregacao vetorial (Neumann & Ro&mheld, 1999).
Através do complexo de Golgi, as proteinas sao separadas daquelas destinadas a
compartimentacdo vacuolar, e sdo transportadas para a membrana plasmatica
por transferéncia de vesiculas (Chrispeels, 1991; Chrispeels & Raikhel, 1992).
Fendis (Gagnon et al, 1992; Rougier, 1981), substancias quelantes (Nishizawa &
Mori, 1987), assim como compostos de AMM, sdo armazenados e liberados
usando vesiculas, mas 0s mecanismos exatos utilizados permanecem
desconhecidos.

Outro mecanismo de exsudacédo envolve os transportadores de membrana,
tais como os transportadores do tipo ABC que podem ser responsaveis pela
liberacdo de exsudados radiculares. Transportadores ABC utilizam a hidrélise do
ATP para o transporte quimicamente ativo e ndo séo relacionados a estruturas de
compostos de células (Martinoia et al., 2002). A maior parte dos transportadores
ABC de plantas caracterizados até agora sao localizados na membrana vacuolar
(Theodoulou, 2000). Transportadores ABC estdo envolvidos em diversos
processos celulares, tais como a excrecdo de compostos com potencial toxico, a
translocacéao lipidica, a tolerancia aos metais pesados, o transporte de nutrientes,
0 estresse salino e na resisténcia a doencas (Balzi & Goffeau, 1994; Szczypka et
al., 1994; Maathuis et al. 2003; Kobae et al., 2006; Stein et al., 2006; Badri et al.,
2008).
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2.2. Métodos de coleta de exsudados

No estudo da exsudacédo, a técnica de coleta dos exsudados determina o
resultado, sendo, portanto, fundamental estabelecer critérios para a escolha do
método a ser utilizado. Muitos trabalhos ja foram feitos com diferentes técnicas de
coleta de exsudados discutindo-se vantagens e desvantagens. A compreensao da
dindmica dos processos relacionados a rizosfera depende dos procedimentos
utilizados para seu estudo (Oburger et al., 2012). A Tabela 2, apresenta um
resumo dos métodos comumente utilizados para a amostragem de exsudados

radiculares.



13

Tabela 2: Técnicas convencionais utilizadas para amostragem de exsudatos
radiculares e suas vantagens e desvantagens

Crescimento da planta

Solugéo nutritiva (hidroponia)

Potes/rizotron

Colunas de areia/vermiculita/solo

Amostragem
dos exsudados

Solucéo de captura:
Hzo, CaC|2, CaS0,

Todo sistema
radicular: o solo-areia
é lavado e as raizes
transferidas para uma
solucéo de captura

Sistema radicular
inteiro: lixiviagdo em
colunas

Vantagens

esimplicidade;
eauséncia de
adsorgdo de
exsudatos por
particulas do solo;
edegradagio
microbiana pode ser
inibida;

eplantas crescem no
solo;

eauséncia de
adsorcéo de

exsudatos nas raizes;
o degradacéo

microbiana pode ser

inibida;

econdigdes de
crescimento proximas
das naturais;
eproliferagio natural
das raizes;
endo-destrutivo;

Desvantagens

ebaixa concentragdo
de exsudatos;
esem impedancia
mecanica;
ediferencas na
disponibilidade de
nutrientes devido a
status redox;
earquitetura radicular
é influenciada pela
hidroponia;
eresposta a estresse
devido a mudancas
no ambiente pode
alterar a taxa de
exsudatos;

edanos as raizes e
mudancas abruptas
no ambiente podem

modificar a
exsudacéo;
evolume grande de
amostra com baixa
concentracéo de
exsudatos;

econcentragdo de
exsudatos pode ser
alterada por
processos de
adsorcéo e pela
degradagéo
microbiana;
evolume de
amostragem grande
com baixa
concentracéo de
exsudatos;

Referéncias

Hoffand et al. (2006);
Liu et al. (2004)
Shahbaz et al. (2006)
Azaizeh et al. (1995);
Hoffand et al. (1989)
Liao et al. (2006);
Neumann e Romheld
(1999); Wouterlood
etal. (2004).

Aulakh et al. (2001)
Hayes et al. (2004)
Storm et al. (1994)

Lesuffleur et al.
(2007)
Paynel et al. (2001)
Sandnes et al. (2005)

(Adaptado de Oburger et al., 2012).

O cultivo de plantas em solucao nutritiva (hidroponia) com a subsequente

recolha dos exsudados radiculares tem sido comumente utilizado para evitar
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danos mecénicos as raizes, por estar livre de particulas sélidas (Jones, 1998,
Personeni et al, 2007). Essa técnica assegura que as taxas de exsudacdo nao
sejam superestimadas devido a lesdes na raiz, além de ndo haver risco de
degradacdo microbiana devido a presenca de particulas de solo (Jones, 1998).
Oburger et al., (2012) concluiram que, apesar do ambiente artificial ser decorrente
das técnicas de hidroponia, o método é adequado para triagem geral de reacdes
metabdlicas das raizes, porém é recomendo que o cultivo de plantas em solucao
seja acompanhado por aeracdo para prevenir o desenvolvimento de condi¢des
anaerdébias (Nardi et al., 2005; El-Baz et al., 2004;Tu et al., 2004; Bacilio-Jimenez
et al., 2003; Ishikawa et al., 2002).

Existem diferentes maneiras de recolhimento dos exsudados radiculares
em meio hidropbnico usando diferentes solu¢des de captura, tais como, a propria
solucao nutritiva, CaCl,, agua deionizada e CaSO,4 (Hodge et al., 1996; Lu et al.,
1999 e 2000; Aulakh et al., 2001). Além disso, o periodo de coleta dos exsudados
também é um fator importante a ser considerado. Por exemplo, Aulakh et al.,
(2001), estudaram métodos para o recolhimento de exsudados variando a
composicao da solucdo de captura, o tempo de coleta e os seus efeitos sobre a
taxa de exsudacdo e a composicdo de exsudados radiculares de diferentes
cultivares de plantas de arroz (Oryza sativa L.). Eles observaram que apos 2
horas comeca a diminuicdo da concentracdo de exsudados (mais precisamente
acidos organicos) nas solucbes de captura. Essa diminuicdo foi atribuida a
pequena meia vida das substancias de baixa massa molecular. O uso da agua
deionizada como solucdo de captura promoveu aumento de 20 a 60% nha
exsudacdo de compostos organicos totais em relacdo ao CaSO,4 (0,01 mol L™Y). O
desbalanco osmdético entre a solucdo do apoplasto e a de agua de captura
favorece a maior exsudacdo. O uso da agua deionizada pode ser vantajoso no
caso de baixas concentracfes de exsudados como no estudo com plantulas.

A Tabela 3 apresenta alguns exemplos de meios de captura de exsudados

em plantas crescidas em hidroponia/meio de cultura.



Tabela 3: meios de captura

hidroponia/meio de cultura.

15

de exsudados em plantas crescidas em

Idade Material Meio de Tempode  Recuperacdo  Referéncia
obtengdo obtencéo dos
exsudados
Plantulas de 5 dias Milho (Zea Agua 24 horas Acetato de etila Awad, et al.,
Mays) 3x1,5L 2006
Plantulas de 20 dias Arabidopsis Meio liquido 5 dias Liofilizacdo do Rudrappa et al.,
Murashige meio. 2008
eSkoog Ressuspensdo em
tampéo fosfato
pra analise por
HPLC
Plantulas de 10 dias Arabidopsis Murashige e 7,14,21,35¢e Particdo com Walker et al.,
Skoog 48 dias hexano 2003
Plantulas com 20 dias Arabidopsis 0,8% de placas Os exsudatos HPLC e ESI/ Walker et al.,
de agar/agua foram colhidos MS; compostos 2003
por meio da fendlicos que
imerséo das foram exsudados
raizesem2 mL  pelas raizes foram
de agua por 1 concentrados
hora. utilizando-se
colunas
descartaveis de 3
mL de C-18
Diferentes estadios de crescimento Arroz (Oryza Solucéo 2,4 e6 horas;  Carbono organico Aulakh et
sativa) nutritiva solucdo total por digestéo. al.,2001

nutritiva, agua
deionizada ou
CaS04 0,01 M

Carboidratos por
UV-VIS; &cidos
organicos HPLC.

2.3. Substancias humicas e a sua influéncia no metabolismo e na exsudacao

radicular das plantas

A maior parte da matéria organica do solo € composta pelas substancias
hamicas (SH) que desempenham multiplas fun¢cdes que beneficiam o crescimento
e desenvolvimento das plantas (Tan, 1998). O condicionamento das propriedades
fisicas, quimicas e biologicas do solo e os efeitos diretos das SH sobre o
metabolismo e a bioquimica das plantas sdo bem conhecidos (Nardi et al., 2000).
Plantas tratadas com SH, possuem aumento no teor de clorofila, que por sua vez
pode afetar a taxa fotossintética (Sladky, 1959, Nardi 2002), pela ativacdo de
enzimas relacionadas ao incremento da atividade da fotossintese (Ferretti et al.,

1991). Merlo et al. (1991), verificaram que este efeito positivo das SH foi
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observado no metabolismo fotossintético de folhas de milho, onde a diminui¢cao do
conteudo de amido acompanhou o incremento do conteddo de agucares soluveis,
sugerindo que esta mudanca pode ser mediada por variagdes da atividade das
enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos (Nardi et al., 2002).

Diferentes fracbes humicas podem afetar a atividade de enzimas
relacionadas a glicolise e ao ciclo de Krebs (Muscolo et al., 2007) dependendo da
concentracdo e das caracteristicas moleculares (Nardi et al., 2007). Além de
mudancas no metabolismo de carboidratos foram observados nos estudos de
Nardi et al. (2000), que SH de baixa massa molecular (> 3500 Da) sdo dotadas de
atividades semelhantes as do horménio vegetal giberelina e podem aumentar a
absorcdo de NO’3;, promovendo a expressdo de proteinas responsaveis pelo
transporte deste ion (Nardi et al., 2002, Vaughan et al., 1985).

Além disso, essas SH de baixa massa molecular sdo capazes de
aumentar a aquisicdo de nutrientes e diminuir os efeitos toxicos de alguns metais
por possuirem maior numero de grupos funcionais como carboxilicos, fendlicos e
aromaticos (Nardi et al., 2007, Nardi et al., 1988, Visser et al., 1986). Outras
associacOes em relacdo a estimulacdo metabdlica, sdo os estudos que relatam o
aumento da atividade das enzimas H'- ATPases de membrana plasmatica em
decorréncia da aplicacdo de SH em efeito analogo ao promovido pelas auxinas
(Canellas et al.,, 2002, Facanha et al., 2002, Canellas & Facanha, 2004,
Zandonadi, et al., 2007).

Devido as alteracdes no metabolismo primario de plantas tratadas com SH,
foi postulado possiveis alteragbes no metabolismo secundario. Dentre o0s
metabolitos secundarios, os mais estudados sdo os compostos fendlicos (p.e.
flavonoides e fenilpropanoides), que sao sintetizados pela rota do &cido
chiquimico (Cesco et al., 2012) e tém a funcdo de proteger as plantas contra
estresses bidticos e abidticos (Dixon & Paiva, 1995).

A fenilalanina aménia-liase (PAL/TAL) destaca-se como uma enzima
chave e regulatéria da rota de biossintese dos fenilpropanoides e seus derivados,
catalisa a transformacéo de fenilanina para acido trans-cinamico e tirosina para
acido p-cumarico (Schiavon et al., 2010, Andersen et al., 2007).

Schiavon et al. (2010), verificaram que SH séo capazes de alterar a
atividade da enzima PAL/TAL. O aumento da expressao dos genes que codificam

a PAL/TAL e o aumento nos niveis de compostos fendlicos em plantas de milho
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tratadas com determinada concentragcdo de SH, vieram a confirmar esse
resultado.

Os acidos humicos (AH), sdo formados por agregados moleculares
heterogéneos estabilizados por pontes de hidrogénio e interacBes hidrofdbicas
(Piccolo, 2001). Essas substancias, tém sido amplamente testadas como
promotores de crescimento vegetal, uma vez que podem promover aceleracdo
das taxas de crescimento radicular, incremento de biomassa vegetal e alteragbes
na arquitetura do sistema radicular (incremento da emisséo de pelos radiculares e
de raizes laterais finas), resultando em aumento da area superficial e, ou, no
comprimento do sistema radicular (Pinton et al., 1999; Canellas et al., 2002,
Quaggiotti et al., 2004). No entanto, o isolamento de AH de turfas e carvao
mineral promove a degradacdo de ambientes frageis como as turfeiras e pode
exaurir fontes ndo renovaveis. A extragdo de substéncias do tipo humicas em
compostos e vermicompostos tem se mostrado uma alternativa viavel. Em
Facanha et al. (2002), verificaram que a presenca de grupamentos funcionais com
caracteristicas hormonais e a capacidade de ativar a bomba de protons da MP
séo indicadores potenciais da bioatividade dos AH.

Canellas et al. (2008), verificaram que plantulas tratadas com AH de
vermicomposto, alteram seu perfil de exsudacao de acidos organicos aumentando
a concentracdo de acido citrico e oxalico na rizosfera. Em solucéo, os AH podem
liberar parte de seus componentes com a adi¢cdo de pequenas quantidades de
acidos organicos (Piccolo et al., 1999; Cozzolino et al.,, 2001) tais como 0s
exsudados radiculares. Rima et al. (2011), verificaram que a adicdo de pequenas
concentracfes de acido citrico potencializou a capacidade de estimulacdo do
crescimento radicular de plantulas de milho pelos AH, e principalmente, induziu a
inibicho de uma série de proteinas de membrana plasmatica modificando o
metabolismo das raizes. Além de mudancas no perfil de exsudacdo de compostos
organicos, os AH também modificam o perfil de exsudacdo de compostos
inorganicos como ions H* (Canellas et al., 2002).

Devido as alteracbes no metabolismo primario e secundario, na extrusao
de H* e de &cidos organicos, é possivel que ocorram diferencas na composi¢do

dos compostos exsudados pelas raizes de plantas de milho tratadas com SH.
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2.4. Mudancas no perfil de exsudacdo por interacbes planta-solo-

microrganismo e o envolvimento de SH

A rizosfera é uma zona biologicamente ativa, onde ocorrem as interaces
entre planta-solo-microrganismos. A estrutura especifica e a diversidade de
comunidades bacterianas na rizosfera variam entre espécies de plantas e ao
longo do tempo (Baudoin et al., 2003). As zonas diferentes da raiz de uma mesma
planta dao suporte para o0 crescimento de distintas comunidades de
microrganismos, refletindo assim diferencas quantitativas e qualitativas na
exsudacao radicular (Yang & Crowley, 2000). Por exemplo, as plantas podem
alterar comunidades rizobacterianas exsudando diferentes substancias, que
podem variar de acucares até complexas estruturas aromaticas (Kamilova et al.
2006).

Outra forma de atrair microrganismos para a rizosfera € a sinalizacao
guimica feita pela liberacdo de determinadas substancias pelas raizes. Por
exemplo, a liberacdo de isoflavonas por raizes de soja atrai 0 microrganismo
mutualista Bradyrhizobium japonico (Bais et al., 2006). O mesmo fenémeno
acontece com outras plantas leguminosas, que liberam flavonoides e atraem
Rhizobium meliloti e sdo ativados genes responsaveis pela nodulacdo (Narula et
al., 2009). A exsudacéao de carboidratos e aminoacidos estimula a quimiotaxia de
microrganismos promotores do crescimento vegetal (MPCV) para raizes de
plantas ndo leguminosas (Kumar et al., 2007). Um desses processos, € a
rizodeposicao, que envolve a exsudacdo de carbono das raizes das plantas para
0 solo em forma de carbono orgéanico prontamente disponivel, promovendo um
aumento na biomassa microbiana ao redor das raizes, que afeta a atividade e
composicdo de comunidades microbianas (Puglisi et al. 2008). Puglisi et al.
(2009), verificaram que h4 mudanca na estrutura de comunidades microbianas na
rizosfera de plantas de milho com adicdo de diferentes fracbes de AH. Essas

alteracdes na comunidade microbiana na rizosfera de plantas ndo leguminosas
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como o milho, podem beneficiar as plantas como no caso da maior associacéo a
alguns microrganismos, como as BPCV que mobilizam nutrientes, principalmente
0 nitrogénio, o tornando disponivel para as plantas, além de fitormbnios que
estimulam o crescimento das mesmas (Paterson, 2003; Bonkowski et al.,2004;
Barea et al., 2005).

Estudos com bactérias endofiticas diazotroficas tém se intensificado gracas
as suas potencialidades como agentes de promocéo de crescimento e protecao
de plantas. Os AH podem atuar no aumento da populacdo de bactérias
diazotréficas, introduzidas em plantas e, consequentemente incrementar 0s
efeitos benéficos sobre a planta hospedeira (Marques Janior et al., 2008).
Canellas et al. (2012), verificaram que em milho inoculado com H. seropedicae
na presenca de SH isoladas de vermicomposto ocorreu a indugédo de raizes
laterais em estadios iniciais de crescimento da planta e uma clara estimulacéo da
H* ATPase de membrana plasmatica. Além disso, verificou-se que a proliferacéo
de raizes laterais favoreceu a colonizacdo por H. seropedicae, causando
alteragbes no metabolismo de carboidratos e nitrogénio, resultando em maior
eficiéncia fotossintética em condi¢des de baixa disponibilidade de nitrogénio. Em
experimento de campo foi observado que essa associacdo provoca aumento na
producdo de gréos indicando um efeito sinérgico entre SH e microrganismos

promotores do crescimento vegetal em alguns casos.
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3. HIPOTESE E OBJETIVO

A hipdtese da pesquisa € a de que mudancas na composicao quimica de
exsudados induzidas por microrganismos promotores de crescimento e
substancias humicas favorecerdo a colonizacdo de plantas hospedeiras e
ampliardo a resposta de estimulo ao crescimento vegetal dos bioinoculantes. O
objetivo geral deste trabalho foi avaliar possiveis mudancas no perfil quimico de
compostos exsudados pelas raizes de plantulas de milho tratadas com acidos

hamicos isolados de vermicomposto e H. seropedicae estirpe HRC 54.

3.1. Objetivos especificos:

1- Avaliar a colonizacdo por H. seropedicae na presenca de acidos humicos

em raizes de plantulas de milho;

2- Avaliar as taxas de exsudacéo aos 7, 14 e 21 dias de tratamento;

3- Identificar as principais classes de compostos exsudados por

espectroscopia de RMN *H;
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4- ldentificar as diferencas entre os compostos exsudados por meio de

analise multivariada;

5- Identificar os principais compostos exsudados nos diferentes tratamentos
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Extracdo das substancias humicas

As substancias do tipo humicas foram extraidas de vermicomposto
produzido a partir de torta de filtro proveniente da usina de cana-de-acucar
(Coagro, Campos dos Goytacazes). A extragdo das SH soluveis do
vermicomposto foi realizada com NaOH 0,1 mol L™, na razdo solvente:
vermicomposto de 1:10 (v:v) em atmosfera inerte de N,. A extracao foi repetida
até a obtencao de extrato descolorido adquirido, em média, apds cinco extracdes.
Os AH foram obtidos com o ajuste do pH da solucdo até aproximadamente 1,5
com HCl 6 mol L*. A operacdo de redissolucdo (com NaOH 0,1 mol/L) e
precipitacdo (com HCl 6 mol L™) foi repetida trés vezes. Em seguida, foram
adicionados 200 mL de solucéo aquosa diluida de HF e HCI (preparada com 5 mL
de HCI concentrado e 5 mL de HF concentrado, sendo o volume da solucdo
completado para 1 L com agua deionizada). A amostra ficou sob agitacdo durante
oito horas e os AH separados por centrifugacdo. Os AH foram lavados com agua

deionizada até teste negativo contra cloreto utilizando-se AgNOg3, seguido por
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dialise contra agua deionizada, utilizando uma membrana de 1000 Da. Antes da
liofilizac&o o pH foi ajustado a 7,00 com KOH 0,01 mol L™,

4.2. Obtencao dos in6culos microbianos (Herbaspirillum seropedicae)

Os in6culos da bactéria Herbaspirillum seropedicae estirpe HRC 54 foram
obtidos no Laboratério de Biologia Celular e Tecidual (LBCT/UENF). As bactérias
foram crescidas em meio liquido DYGS sob rotacdo de 120 rpm a 30°C por 24h. A
suspensdo de bactérias foi ajustada para 10° células por mL (Dobereiner et al.,
1995).

4.3- Condic¢des de cultivo

Sementes de milho hibrido (Zea mays L., DEKALB 7815) foram
desinfestadas com solucdo de hipoclorito de sédio (0,5%) por 30 minutos, e em
seguida, apos lavagem em agua corrente, foram imersas em agua destilada por
seis horas. As sementes foram acondicionadas em papel filtro para germinacao
no escuro a 27°C e em incubadora BOD. Dois dias ap0s a germinacdo, as
plantulas com 1,0 cm de raiz foram transferidas para vasos com 1L de capacidade
preenchidos com solucédo nutritiva de Clark 1/4 da forca i6nica (FI), sendo o teor
de N ajustado a uma concentracdo baixa (1 mmol L ' NOs; + NH,). Foram
adicionados 0s seguintes tratamentos a esta solucdo: controle (somente a
solucdo nutritiva); AH (35 mg C L Y); H. seropedicae (concentracéo final de 10’
células mI'Y), AH e H. seropedicae (35 mg C L™ *+ 107 células ml" ). As solucdes
tiveram pH ajustado para 5,8 - 6,0. As plantulas foram mantidas em hidroponia
com aeracao continua (minicompressores) e crescidas em sala de cultivo com
fotoperiodo ajustado para 14 h dia (luz) e 10 h noite (escuro) com temperaturas
respectivamente de 25 °C e 22 °C. Foram utilizadas 25 plantulas por vaso e trés
vasos por tratamento. As plantulas foram coletadas aos 7, 14 e 21 dias, sendo a

FI da solucdo nutritiva aumentada para 1/2 da forca aos 14 dias.
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4.4, Coleta dos exsudados radiculares

A coleta dos exsudados foi realizada ap6s 7, 14 e 21 dias de tratamento.
Para tanto, as plantas foram retiradas dos tratamentos e as raizes imediatamente
imersas em uma solucdo de KOH 0,01 mol L™ por cinco minutos para remocéo de
anions organicos aderidos a superficie da raiz. ApGs este periodo, as raizes foram
lavadas com abundante agua, sendo a lavagem final feita com agua destilada.
Apos a lavagem, vinte e cinco plantulas foram acondicionadas em recipientes de
vidro contendo 100 mL de agua ultrapura (Mili-Q) autoclavada, durante duas
horas para coleta dos exsudados (Aulakh et al., 2001). Imediatamente apos a
coleta, o material foi filtrado com filtro de membrana polietersulfonica, com
tamanho de poro de 0,45 pum e totalmente vedado para utilizacdo em seringas,
removendo assim os detritos da raiz e as células microbianas. As amostras foram
mantidas congeladas até que fossem submetidas a cromatografia liquida de baixa
pressdo. Foram utilizadas colunas cromatograficas de vidro (20 x 2,5 cm)
preenchidas (10 cm) com silica C18 de fase reversa LiChroprep® RP-18 (15-25
um) (Merck, Damstadt, Alemanha). Esse tipo de coluna foi escolhido, pois os
componentes da amostra sdo separados com base nas suas diferencas de
polaridade, as quais criam forcas de interacdo especificas entre o gel, a fase
movel e os analitos, a fase reversa € mais adequada para analise de compostos
organicos hidrofilicos, embora moléculas ibnicas também possam ser analisadas,
otimizando-se a fase movel. Os compostos foram eluidos da coluna com metanol
usando somente a forca da gravidade. O solvente foi removido a baixa
temperatura (rotoevaporador) e o extrato foi pesado para analise de rendimento
(mg de exsudato g* massa seca de raizes h™). Os extratos foram analisados por
ressonancia magnética nuclear (RMN *H) e ap6s a andlise foram derivatizados
para analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM).

4.5. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H)

Uma massa de 30 mg dos exsudados radiculares foi dissolvida em 700 mL

de dimetilsulfoxiamida deuterada (DMSO - d6) e transferidos para tubos de RMN
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de 5 mm. Todos os espectros foram registrados a temperatura ambiente em um
espectrometro Bruker Avance 500 DRX (Bruker GmbH , Rheinstetten, Alemanha),
operando a 500,13 MHz para ‘H e equipado com uma sonda de deteccéo inversa
de 5 milimetros. Para cada amostra, 360 scans (FID) foram gravadas com os
seguintes parametros: 64k pontos de dados; largura de pulso de 8,5 mS (900),
largura espectral de 4401 Hz, tempo de aquisicdo de 7,4 s, e demora de
relaxamento de 1,0 s. Para o processamento de espectro, pontos 64K foram
usados e uma multiplicacéo exponencial associada a um alargamento de linha de
0,3 Hz foi aplicada. Os espectros foram referenciados ao tetrametilsilano (TMS) a
0,0 ppm.

4.6. Analise dos componentes principais

A analise dos componentes principais (ACP) permite a identificacdo das
medidas responsaveis pelas maiores variacdes entre os resultados, sem perdas
significativas de informagoes, transformando um conjunto original de variaveis em
outro conjunto, os ACP de dimensdes equivalentes (Vicini, 2005). Para a
determinacdo dos ACP, € necessario calcular a matriz de variancia-covariancia,
ou a matriz de correlagédo, encontrar os autovalores e os autovetores e, por fim,
escrever as combinacdes lineares, que serdo as novas variaveis, denominadas de
CP (Cruz & Regazzi, 2001). Consiste em encontrar combinacbes nao
correlacionadas que descrevam a variacao entre as amostras.

Os espectros de RMN *'H foram integrados nos intervalos de
deslocamentos quimicos 0 — 2,0 ppm (alifaticos), 2,0 - 3,0 ppm (CH; de
acetilados), 3,0 — 4,0 ppm (OCH3; — metoxilas e H de acucares), 4,0 — 5,0 ppm
(metilenos oleofinicos, H anoméricos), 6,0 — 7,50 ppm (H aromaticos) e 9,0 — 10,0
(H de OH quelados ou aldeidos). As areas correspondentes a cada classe de
compostos foram calculadas e retirados os pontos relativos ao solvente utilizado
(DMSO). O conjunto de dados foi autoescalado e utilizado para a analise de
componentes principais (ACP) e aplicado ao software estatistico Unscrambler x
10.1 (Camo Inc., Oslo, Noruega). Este método é capaz de identificar as principais

semelhancas e diferencas entre as caracteristicas estruturais moleculares.
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4.7. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

O extrato foi derivatizado (alquilagdo seguida de metilagéo) utilizando-se
hidréxido de tetrametil ambénio (TMAH, Sigma) 25% em metanol (100 pL) durante
uma hora a 37°C e posteriormente silanizado com tetrametilsilano (TMS) (50 pL)
por 30 minutos. As amostras foram secas em dessecador a vacuo com silica gel e
solubilizadas em metanol para analise de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM).

As andlises de CG-EM foram conduzidas em um cromatégrafo a gas
acoplado ao espectrometro de massas Shimadzu GCMS-QP 2010 plus equipado
com uma coluna capilar RTX-5MS WCOT (Restek, 30 m x 0,25 mm, espessura do
filme de 0,25 pm) acoplada através de uma linha de transferéncia de calor (310°
C) com o espectrometro de massa quadrupolo. A separacdo cromatografica foi
obtida com o seguinte programa de temperatura: 60°C durante 1 min (isotérmico),
levantou a 7°C min * a 100°C e em seguida a 4°C min™ a 320°C, seguido de 10
min a 320°C (isotérmico ). O hélio foi o gas portador em 1,90 mL / min, a
temperatura do injetor foi de 250°C, e o0 modo de injecéo tinha um fluxo dividido
em 30 mL / min. Os espectros de massa foram obtidos no modo EI (70 eV) , a
digitalizacdo na gama de m/z 45-850 com um tempo de ciclo de 1 s. A
identificacdo dos compostos foi baseada na comparacédo com espectros de massa

registrados na livraria NIST08, espectros publicados e padrbes empregados.

4.8. Contagem da populacéo bacteriana inoculada na raiz

A contagem da populacdo bacteriana inoculada na raiz, foi realizada por
meio da técnica do Numero mais provavel (NMP). O numero de bactérias na raiz
(expresso em log n° de bactérias por g de massa fresca da raiz) foi estimado,
tomando-se amostras de 1 g das raizes por repeticdo para todos os tratamentos,
diluidas seriadamente em solucdo salina (NaCl 0,85 %) de 102 até 107 e
aplicando-se 100 uL das diluicbes em frascos de vidro (v = 16 mL), com 5 mL de
meio JNFb semissdlido sem adicdo de N (Baldani et al.,, 1992). A composicao

guimica média do meio JNFb por litro é: acido malico (5,0 g); K:HPO,4 ( 0,6 g );
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KH2PO, (1,8 g), MgS0,4.7H,0 (0,2 g); NaCl (0,1 g) ; CaCl, (0,02 g), 0,5 % azul de
bromotimol a 0,2 N de KOH (2 mL), solucdo de vitaminas (1 ml); solu¢cado de
micronutrientes (2 mL), 1,64 % de solucdo de Fe. EDTA (4 mL); KOH (4,5 g). Em
100 mL, a solugéo de vitaminas continha: biotina (10 mg) e pyridoxol - HCI (20
mg), 1 L da solucdo de micronutrientes consistiu de: CuSOy4 (0,4 g); ZnS0O4.7H0
(0,12 g); H3BO3 (1,4 g); Na;M004.2H,0 (1,0 g), MnSO4.H,O (1,5 g). O pH foi
ajustado para 5,8 e foi adicionado 1,9 g L"* de Agar (Olivares et al, 1996). Os
frascos foram incubados a 30°C, por sete dias. Decorrido este periodo, avaliou-se
0 crescimento pela presenca de uma pelicula branca na superficie do meio. O
namero de bactérias foi obtido pela consulta a Tabela de McCrady (Débereiner et
al., 1995) para trés repeticdes por diluicdo; tendo os valores sofrido transformacao

logaritmica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Infeccao dos tecidos radiculares

A estimativa da populacdo de bactérias associadas as raizes frescas de
plantulas de milho foi realizada aos 7, 14, 21 e 30 dias ap0s a inoculagao (Figura
1). Em todos os tratamentos, o NMP de células bacterianas nos tecidos das
raizes foi mais elevado nos tratamentos que receberam a inoculacdo com H.
seropedicae. A comparacdo entre os tratamentos que receberam o inéculo
(BPCV) e os tratamentos que tiveram a combinacdo entre acidos humicos e
bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV + AH), demonstra que
(BPCV + AH) manteve-se com maior numero de células viaveis de H. seropedicae
até o final das coletas (Figura 1). Estes resultados foram qualitativamente
semelhantes aos observados por Canellas et al. 2013, indicando que os AH, por
si s6, podem aumentar os numeros de células de H. seropedicae que ja se
encontram naturalmente nos tecidos das raizes e ajudam a preservar alto o
namero de bactérias que foram inoculadas por mais tempo.

Puglisi et al. (2009), demonstraram que a adicdo de AH a plantas de milho
estimulou a rizodeposicao pelas raizes enriquecendo a rizosfera de formas de C

prontamente disponiveis aos microrganismos aumentando assim a biomassa
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microbiana. Para que ocorra a colonizacao de raizes por bactérias é necessério
gue haja movimentacdo dos microrganismos até a superficie da raiz, seguido de
adsorcdo e ancoragem. AH sdo estruturas heterogéneas, irregulares e anfifilicas
com alta densidade de carga e nacleos hidrofébicos, facilitando assim fendmenos
de adsorcdo (Piccolo, 2002). Como H. seropedicae é um microrganismo
flagelado, é possivel que ocorra a existéncia da inducdo da atividade flagelar por
compostos liberados pelas plantas (quimiotaxia), como ja descrito para outras
bactérias promotoras do crescimento vegetal (Weert et al. 2002).

9
8 i
R2= 0.9932
4
7 \\\—4 AH + BPCV

R2=09874

b BPCV
R*=0.9999

AH

R== 09962

log de células g-1 raiz em massa fresca
o))

Controle

7 14 21 28

Dias depois da inoculagido

Figura 1: Estimativa da populacdo de H. seropedicae estirpe HRC 54 associadas
as raizes frescas de plantulas de milho (log do nimero de células bacterianas por
grama de tecido fresco) submetidas aos tratamentos: Controle (solugcédo nutritiva),
AH (35 mg C L), BPCV (10’células mL?) e AH + BPCV (35 mg C L* +
10"células mL™) aos 7, 14, 21 e 30 dias ap6s a inoculacgéo.
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5.2. Rendimento dos exsudados radiculares

O rendimento dos exsudados radiculares é mostrado na Tabela 1. A
variacdo na massa dos exsudados foi de 0,25 a 4,05 mg de exsudados. g™ de raiz
em massa seca. h™ de coleta. A quantidade de exsudados mudou de acordo com
o tempo e o tratamento. Nos tratamentos Controle e AH + BPCV, observou-se
reducdo linear com o tempo, enquanto que a massa dos exsudados nos
tratamentos AH e BPCYV foi maior aos 14 dias seguindo forte queda aos 21 dias
de tratamento.

Alguns trabalhos associam o decorrer do tempo com a reducdo de C
translocado para as raizes e a rizosfera do total que é fotossintetizado pela parte
aérea, ou seja, quanto maior a idade das plantas menos C é transportado para o
solo pelas raizes (Nguyen et al. 2003, Keith & Oades, 1986).

As condicdes de crescimento das plantas, o modo de coleta dos exsudados
e os sistemas utilizados influenciam diretamente nas analises quantitativas. Nesse
trabalho, as plantulas de milho cresceram em sistema de hidroponia com solucao
nutritiva ajustada e os exsudados foram coletados durante duas horas com agua
ultrapura autoclavada (Aulakh et al. 2001). Uma das desvantagens deste método
de recolha € a baixa concentracdo de exsudados (Hoffand et al.2006, Liu et al.
2004). Alem disso, foram utilizados sistemas de colunas preenchidas com silica
C18 de fase reversa (C18-FR) que possibilitam a seletividade dos compostos que
serdo analisados (Tang & Young, 1982, Petersen & Boéttger, 1991) influenciando

dessa forma na quantidade de exsudados finais (tabela 1).
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Tabela 1: Rendimento dos exsudados produzidos por raizes de plantulas de milho
tratadas com &cidos humicos (AH), bactérias promotoras do crescimento vegetal
(BPCV), a associacdo entre &cidos humicos e bactérias promotoras do
crescimento vegetal (AH + BPCV) e controle (solugdo nutritiva) aos 7, 14 e 21
dias de tratamento.

7 dias 14 dias 21 dias

Controle 3,16 £ 1,30 2,12+2,01 2,17 £ 0,03
AH 2,86+1,81 4,05 £+ 0,64 2,70 £ 0,35
BPCV 1,15+ 0,89 2,35+ 0,56 0,95 + 0,56
AH + BPCV 3,68 £ 1,00 0,55 + 0,55 0,25+ 0,28

*QOs valores correspondem a média de trés repeticdes seguidos por desvio padréo

5.3 Ressonancia magnética nuclear 'H e Anélise dos componentes

principais (ACP)

A ressonancia magnética nuclear (RMN *H) em conjunto com a andlise
multivariada (ACP) permitiu a discriminagéo rapida de exsudados radiculares. Os
espectros de RMN 'H foram obtidos a partir de amostras de exsudados que
passaram por colunas C18-FR eluidas com metanol. Nas Figuras 2, 3 e 4
encontram-se 0s espectros relativos aos compostos encontrados aos 7, 14 e 21
dias de coleta dos exsudados nos 4 diferentes tratamentos.

A Tabela 2, apresentou as areas de integracdo dos deslocamentos
guimicos utilizadas, que foram definidas em intervalos de deslocamentos
guimicos de 0 — 2,0 ppm (alifaticos), 2,0 - 3,0 ppm (CH; de acetilados), 3,0 — 4,0
ppm (OCH3; — metoxilas e H de acucares), 4,0 — 5,0 ppm (metilenos oleofinicos, H
anomericos), 6,0 — 7,50 ppm (H aromaticos) e 9,0 — 10,0 (H de OH quelados ou
aldeidos). Visualmente nota-se que os espectros de RMN 'H apresentam
predominancia de sinais na regido de carboidratos (2,5 - 4,5 ppm), seguida de
acidos organicos/ alifaticos (0,0 — 3,0 ppm) e regifes aromaticas (5,0 — 8,0 ppm) e
gue existem diferencas nos perfis dos compostos exsudados em comparagao ao

tratamento controle e aos tempos de coleta.
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Aos 7 dias (figura 2), ocorreram poucas alteracdes no perfil de exsudacao
entre os diferentes tratamentos. Os espectros do controle, foram caracterizados
por alguns deslocamentos quimicos na regido referente aos compostos alifaticos,
apresentando sinal pequeno em 0,96 ppm e sinal curto, porém acentuado em
1,24 ppm, na regido referente a acucares, apresenta principal sinal em 3,47 ppm
e outros sinais com baixa intensidade em 3,74 e 3,93 ppm. Na regido dos
compostos aromaticos é possivel observar pequenos sinais em 6,69- 6,74 e em
6,99 ppm. Os sinais em 1,24 ppm, podem ser relacionados a presenca de
compostos CH3z de acidos alifaticos e BCH; de aminoacidos encontrados em
extratos de milho. A forte absor¢cdo em 3,47 ppm pode ser atribuida a presenca de
glicosideos (B- Glc e a- Glc). Os sinais em 6,7 ppm séo tipicos de acidos
hidroxibenzoicos como o acido cinamico e protocatecuito. O triptofano, a histidina
e 0 acido galico possuem sinais proximos de 7,0 ppm. No tratamento contendo
AH houve alteracdes na regido de absorcéao alifatica onde sinais adicionais foram
observados em 0,84, 0,88 e 1,10 ppm. Estes sinais também foram observados
nos exsudados de plantas que foram tratadas com H. seropedicae que
expressaram sinal adicional em 1,64 ppm nao observado no tratamento controle.
Quando H. seropedicae foram utilizados em conjunto com acidos humicos, sinais
adicionais estavam presentes em 1,08 — 1,10 ppm, 1,20 e 2,0 ppm. O espectro de
plantulas tratadas com AH exibiu absorcdo extra em 3,91 ppm, que pode ser
atribuida a sacarose (3,48; 3,84; 3,90; 4,22 e 5,42 ppm) e/ou a lisina, uma vez
gue o sinal em 1,64 ppm, que é tipico desses compostos, foi encontrado nesse
tratamento (8CH2). Nos espectros de exsudados de plantulas de milho tratadas
com AH em conjunto com o inOculo, ocorreram sinais complementares, porém
muito pequenos em 6,34- 6,62 ppm, que € a regido atribuida aos compostos
aromaticos e um sinal muito pequeno em 8,52 ppm. Compostos semelhantes a
niacina mostraram sinais nessa regiao.

O perfil dos exsudados recolhidos aos 14 dias (figura 3) € muito diferente
dos que foram apresentados aos 7 dias de tratamento. Neste tempo de coleta, o
sinal em 1,23 ppm aparece em todos os tratamentos com grande intensidade e
corresponde, no tratamento H. seropedicae, ao maior sinal detectado. No perfil
dos exsudados do tratamento controle aos 14 dias, existe baixa intensidade dos
sinais relativos aos compostos aromaticos, apenas um sinal visivel em 5,70 ppm.

No entanto, esta regido foi marcada por fortes diferencas nos exsudados dos
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tratamentos com AH e H. seropedicae. No tratamento com AH, foi possivel
observar uma sequéncia diversificada de sinais em 4,99-5,13; 5,65-5,71; 6,69-
6,80 e sinais individuais em 6,99 e 7,18 ppm. A inoculagdo com H. seropedicae
produziu sinais mais nitidos nesta regido em comparagcdo com o tratamento AH,
estes sinais bem definidos podem ser observados em 5,64; 5,85; 6,67; 6,77; 6,93
e 7,20 ppm. Este espectro foi marcado pela intensidade de sinais em 3,54 e 3,72
ppm. Absorgdes adicionais foram observadas na regido dos compostos alifaticos,
com aparecimento de sinais em 1,48; 1,77 e 2,03 ppm que ndo foram
encontrados nos tratamentos controle e AH. As caracteristicas do espectro de
RMN 'H de plantulas de milho tratadas com AH + H. seropedicae foram muito
semelhantes as do tratamento contendo somente H. seropedicae, ou seja, houve
modificacdo intensa na regido dos compostos aromaticos incluido um sinal
evidente em 6,98 ppm. Porém, ocorreram alteracdes na regiao dos carboidratos,
incluido aumento da intensidade do sinal em 3,72 ppm.

Aos 21 dias de tratamento (figura 4), as plantulas sdo menos dependentes
das reservas de nutrientes encontradas nas sementes, neste tempo de coleta, os
perfis dos exsudados também foram modificados pelos tratamentos. A analise
dos espectros nesta fase demonstrou ser a mais complexa em comparacao aos
outros tempos de coleta, apresentando maior niamero de sinais em todos os
tratamentos. O perfil dos exsudados do tratamento controle mostrou uma ampla
variedade de sinais pequenos na regido dos compostos alifaticos, mas
diferentemente do que ocorreu aos 7 e 14 dias 0s principais sinais nessa regiao
estdo em 2,08 ppm. Sinais adicionais foram observados na regido de
carboidratos, entre 3,03 — 3,45 ppm, incluindo um sinal intenso em 3,18 ppm. A
principal absorcdo nesta regido foi observada em 3,73 ppm como apresentado
nos outros tempos de coleta de exsudados. Pequenos sinais adicionais foram
observados em 9,69; 9,76 e 9,78 ppm. No perfil dos exsudados das amostras
tratadas com AH ocorreram algumas semelhancas com o perfil do tratamento
controle, porém existiram diferencas significativas, por exemplo, o sinal de alta
intensidade em 2,25 ppm ocorreu no tratamento AH e 0 mesmo ndo aconteceu no
controle. Também houve a adi¢cdo do sinal acentuado em 5,77 ppm no tratamento
AH, este sinal ocorreu igualmente no tratamento AH + H. seropedicae, sendo o

principal sinal deste tratamento, 0 mesmo nao ocorreu no controle e no H.
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seropedicae. Ocorreram muitas semelhancas entre o perfil do tratamento H.
seropedicae e o controle.
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Figura 2: Espectros de ressonancia magnética nuclear *H dos exsudados
radiculares de plantulas de milho tratadas com: controle (solucéo nutritiva), AH, H.
seropedicae e AH + H. seropedicae aos 7 dias de coleta.
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Figura 3: Espectros de ressonancia magnética nuclear *H dos exsudados
radiculares de plantulas de milho tratadas com: controle (solucéo nutritiva), AH, H.
seropedicae e AH + H. seropedicae aos 14 dias de coleta.
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Figura 4: Espectros de ressonancia magnética nuclear 'H dos exsudados
radiculares de plantulas de milho tratadas com: controle (solucéo nutritiva), AH, H.
seropedicae e AH + H. seropedicae aos 21 dias de coleta.
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Tabela 2: Areas de Integracdo dos deslocamentos quimicos (ppm) dos espectros
de ressonancia magnética nuclear *H dos exsudados radiculares de plantulas de
milho tratadas com: controle (solugdo nutritiva), AH, H. seropedicae e AH + H.
seropedicae aos 7 dias de coleta.

7 dias
Areas de integragdo Controle AH BPCV AH + BPCV
ppm % das integragoes
0,0-2,0 6,74273 6,35897 4,46700 4,25752
2,0-3,0 3,73443 4,00000 1,62436 2,18068
3,0-4,0 87,65560 85,64102 91,97969 92,00415
4,0-5,0 0,72614 3,17948 1,62436 1,24610
5,0-7,5 1,14107 0,82051 0,30456 0,31152

7,5-9,0 - - - -

Tabela 3: Areas de Integracdo dos deslocamentos quimicos(ppm) dos espectros
de ressonancia magnética nuclear 'H dos exsudados radiculares de plantulas de
milho tratadas com: controle (solucdo nutritiva), AH, H. seropedicae e AH + H.
seropedicae aos 14 dias de coleta.

14 dias
Areas de integragdo Controle AH BPCV AH + BPCV
ppm % das integragées
0,0-2,0 41,41104 26,63934 27,02149 14,51776
2,0-3,0 0,20449 0,71721 1,63766 4,06091
3,0-4,0 55,82822 63,52459 58,85363 59,18781
4,0-5,0 1,73824 3,99590 7,67656 10,35532
50-7,5 0,81799 5,12295 4,81064 10,76142
7,5-9,0 - - - 1,11675

Tabela 4: Areas de Integracéo dos deslocamentos quimicos (ppm) dos espectros
de ressonancia magnética nuclear *H dos exsudados radiculares de plantulas de
milho tratadas com: controle (solucéo nutritiva), AH, H. seropedicae e AH + H.
seropedicae aos 21 dias de coleta.

21 dias
Areas de integragdo Controle AH BPCV AH + BPCV
ppm % das integragdes
0,0-2,0 33,82663 17,60176 33,12236 53,60576
2,0-3,0 8,56236 14,85148 8,96624 10,93750
3,0-4,0 35,83509 35,42354 27,84810 18,14903
4,0-5,0 4,75687 7,70077 7,48945
5,0-7,5 14,58773 24,42244 18,88185 13,34134

7,5-9,0 2,43128 - 3,69198 3,96634
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As similaridades e as divergéncias entre os tratamentos e 0os tempos de
coleta dos exsudados foram confirmadas utilizando-se a anélise dos componentes
principais (ACP) (Figura 5), utilizando-se as é&reas de integracdo dos
deslocamentos quimicos dos espectros de ressonancia magnética nuclear ‘H
(tabelas 2, 3 e 4). Observou-se que a PC1 representou (89%) e que a PC2 (10%),
ou seja, 99% da variancia total do conjunto de dados de RMN *H foi capturada.
Observando-se os scores de dispersdo no PC1 vs PC2, pode-se encontrar trés
grupos separados de acordo com o tempo de coleta dos exsudados. O grupo
formado pelo material coletado aos 7 dias localizou-se na PC1l na area
correspondente aos valores positivos e na PC2 aos valores negativos. Os valores
positivos na PC1 e os loadings responsaveis pelo coeficiente de distincdo entre os
compostos, demostraram que aos 7 dias os espectros de RMN *H tiveram mais
carboidratos em sua composicado devido a correspondéncia com regido de 3-4
ppm. O grupo dos espectros de compostos coletados aos 14 dias apresentou
valor negativo na PC2 no tratamento HA + PGPB e valores positivos nos outros
tratamentos. Neste tempo de coleta, os tratamentos HA e PGPB néao diferiram
entre si e 0 controle demonstrou possuir altos valores de compostos do grupo dos
alifaticos correspondendo & regido do espectro de RMN 'H de 0-2 ppm.
Finalmente, aos 21 dias de coleta dos exsudados, os tratamentos HA+PGPB e
HA apresentaram composicdo muito diferente quando comparados. O tratamento
HA+PGPB demonstrou possuir alto conteddo de compostos aromaticos enquanto
gue HA alto contetdo de compostos alifaticos, ja os tratamentos controle e PGPB
foram bastante semelhantes. A analise de PCA ajuda na interpretacdo e
comparacao dos dados. Portanto, foi possivel verificar que aos 7 dias de coleta a
composicdo dos exsudados ndo mudou significativamente de acordo com o
tratamento, porém aos 14 e 21 dias de tratamento as diferencas foram muito

claras (Figura 5). Estas evidéncias foram comprovadas pela anadlise de CG — EM.
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Figura 5: Andlise dos componentes principais (ACP) dos espectros de
ressonancia magnética nuclear (RMN 'H) de plantulas de milho tratadas com
acidos humicos (HA), Herbaspirilum seropedicae (PGPB), acidos hamicos +
Herbaspirillum seropedicae (HA + PGPB) e controle (C) aos 7, 14 e 21 dias de
coleta dos exsudados . Scores estao representados na figura 3 (A) e loadings na
figura 3 B.
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5.4. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS)

Os cromatogramas podem ser vistos nas Figuras 6, 7 e 8 e 0s compostos
exsudados identificados por CG-EM estdo apresentados nas Tabelas 5, 6 e 7.
Aos 7 dias de coleta, os cromatogramas foram bastante semelhantes e os
principais compostos observados foram os nitrogenados e os acidos graxos
como os eésteres metilicos. No entanto, algumas diferencas podem ser
observadas entre os tratamentos, que incluem maior exsudacdo de compostos da
classe dos carboidratos por raizes de plantulas tratadas com AH e AH + H.
seropedicae (tabela 5). As areas destes compostos nos cromatogramas foram
duas vezes maiores comparando-se com o tratamento controle e foi identificada a
presenca de estruturas piranosidicas como manose, galactose e glicose. Alguns
grupos D-glicopiranosideos associados a anéis aromaticos foram encontrados
nos exsudados do tratamento controle enquanto que 1,6 B — glicose ocorreu em
exsudados de plantulas tratadas com AH e AH + H. seropedicae. A quantidade e
diversidade de compostos nitrogenados também foram maiores em exsudados
dos tratamentos contendo AH e AH + H. seropedicae comparando-se com 0
controle aos 7 dias (Tabela 5). Foram encontradas benzilaminas, poliaminas,
derivados de pirrol, aminoacidos complexos e derivados de nucleotideos, porém,
benzilaminas e poliaminas somente foram encontradas nos tratamentos com AH e
AH + H. seropedicae. Compostos nitrogenados da rota da fenilalanina estavam
presentes como a pirimidina, pirrol- 3- acido carboxilico e do derivado da hidrolise
do acido p- cumarico com tempo de retencdo em 28.91 min. Que foi identificado
como cafeina. Estruturas derivadas da adenosina foram encontradas em todos os
tratamentos, enquanto que procedentes de purina somente foram encontradas no
tratamento com H. seropedicae. Em uma visao geral, os tratamentos contendo AH
e AH + H. seropedicae induziram uma alta exsudacao de compostos nitrogenados
em comparacdo com as plantas controle, incluindo tanto maior quantidade quanto
diversidade de compostos.

Os acidos graxos foram a segunda classe de compostos mais exsudados
ao final dos 7 dias. Os tratamentos contendo H. seropedicae e AH + H.

seropedicae tiveram menor participagdo desta classe de compostos em relagao
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ao tratamento controle e principalmente o tratamento com AH. A area do
cromatograma com estes compostos, possui um incremento de 52% nos
tratamentos com AH em relacdo ao controle aos 7 dias. O principal acido graxo
exsudado pelas plantulas foi o &cido hexanoico (&cido palmitico). O &cido
estearico (octadecanodico) foi exsudado principalmente por plantulas controle,
enquanto que os &cidos tridecanoico e eicosanoico, também conhecidos como
acidos araquidicos, que sao pequenos constituintes do 6leo de milho, foram
encontrados apenas em exsudados de mudas tratadas com AH. Os &cidos graxos
obtidos nos exsudados de H. seropedicae foram os &cidos tridecanoico, palmitico
e esteérico. Apesar da técnica de CG-EM nao ser muito adequada para a analise
de acidos orgéanicos de cadeias curtas, foi possivel observar a presenca de acido
propenoico, mas associado a cadeias longas de carbono no controle e no AH e
acido succinico associado a grupos aromaticos em AH + H. seropedicae. O acido
benzenodicarboxilico foi um dos principais compostos aromaticos encontrados e
um esteroide identificado com isosteviol foi obtido em todos os exsudados. Outros
esteroides como o Cholene e Androstano foram encontrados nos tratamentos AH,
H. seropedicae e AH + H. seropedicae.

As principais classes de compostos encontradas aos 7 dias de tratamento
também foram observadas aos 14 e 21 dias (tabelas 6 e 7), mas a diversidade de
compostos reduziu progressivamente com o crescimento das plantulas. Algumas
diferencas podem ser observadas entre os tratamentos aos 14 dias de coleta,
como a maior participacdo dos compostos nitrogenados nos tratamentos com AH,
H. seropedicae e AH + H. seropedicae, que foi de trés a quatro vezes maior em
relacdo ao controle. Contrariamente ao observado aos 7 dias, ndo foram
identificados adenosina e outros derivados de nucleotideos. Produtos que fazem
parte da formacdo da fenilalanina e da piridina foram encontrados em H.
seropedicae e AH + H. seropedicae, enquanto que o cianato de fenila e derivados
de pirrol foram encontrados em exsudados de plantulas tratadas com AH. Os
compostos presentes em H. seropedicae e AH + H. seropedicae foram muito
semelhantes (tabela 6), porém, apenas o0 benzeno e o 1l-isocianato-4-metoxi
foram exsudados em H. seropedicae e o &cido carb6nico, a monoamida, o N-(2,4
dimetoxifenil), éster de butilo por AH + H. seropedicae. A maior exsudacdo de
carboidratos foi encontrada nos tratamentos AH e H. seropedicae com o0s

mesmos compostos identificados aos 7 dias, ja o tratamento AH + H. seropedicae,
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apresentou derivados de carboidratos em menores quantidades e o controle n&o
apresentou esses acgUcares. Os acidos graxos foram encontrados em todos o0s
tratamentos, todavia a maior diversidade foi observada no tratamento com H.
seropedicae e AH + H. seropedicae, diferentemente do que foi visto aos 7 dias
onde o tratamento AH mostrou maior quantidade e diversidade. Semelhante ao
observado nos produtos dos 7 dias de tratamento, o isosteviol foi encontrado em
todos os exsudados, além de outros esteroides derivados de androstan.

Os compostos identificados aos 21 dias estdo apresentados na tabela 7.
Este tempo de coleta foi caracterizado pela menor diversidade de compostos
guando comparado com os encontrados aos 7 e 14 dias. O hexanol, apresentou
maior participagdo nos exsudados do controle enquanto que produtos de
fenoxietanol foram encontrados no tratamento H. seropedicae, provavelmente
devido a reacdes de hidrdlise de carboidratos. Os compostos nitrogenados, fazem
parte dos principais grupos de compostos que sdo retidos na coluna C18-FR,
contudo, somente o acido carbonico,N-(2,4-dimetoxi fenil) monoamida, -butil éster
foi encontrado nos exsudados do tratamento controle aos 21 dias. O 2,5-dimetoxi
fenil isocianato foi encontrado em maior quantidade nos tratamentos com AH, H.
seropedicae e AH + H. seropedicae, assim como um derivado de acetamida e 3,4-
dimetoxi, 6-amino tolueno. Finalmente, os produtos da acetamida, parecem ser
tipicos de exsudados de H. seropedicae e AH +H. seropedicae e foram

encontrados aos 21 dias nos tempos de retencédo 29.34 e em 32.13 minutos.
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Figura 6: Cromatogramas dos exsudados radiculares de plantulas de milho
tratadas com: controle (solucéo nutritiva), AH, H. seropedicae e AH + H.
seropedicae aos 7 dias de coleta.
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Figura 7: Cromatogramas dos exsudados radiculares de plantulas de milho
tratadas com: controle (solucdo nutritiva), AH, H. seropedicae e AH + H.

seropedicae aos 14 dias de coleta
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Figura 8: Cromatogramas dos exsudados radiculares de plantulas de milho
tratadas com: controle (solucdo nutritiva), AH, H. seropedicae e AH + H.
seropedicae aos 21 dias de coleta
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Tabela 5: Principais compostos exsudados por plantulas de milho tratadas com:
controle (solucdo nutritiva), AH, BPCV (H. seropedicae) e AH + BPCV (H.
seropedicae) identificados por CG-EM aos 7 dias de coleta.

7 dias
Classe Nome TR (min) C AH BPCV AH +
BPCV
Carboidratos
1,6-Anidro D-glicose, trimetil 18,168 0 1,35 0 0,83
éter
Metil 2,3,4,6-tetra-O-metil-a D- 34,846; 1,74 3,17 0,73 4,24
glicopiranésideo 37,199;
38,368
Nitrogenados
3,4-Dimetoxi -6-amino tolueno 20,634 8,54 8,93 7,41 0
5- Metil- formil-1-(metoxi metil)- 21,787 4,22 0 0 12,14
1H-pirrol-3-carboxilato, ME
3,4,5-Trimetoxi benzilamina 21,795 0 511 3,47 0
2,5-Dimetoxi fenil isocianato 24,878 11,41 16,78 14,36 4,56
2,4-Dimetoxi fenilamina, N-etoxi 25,952 0,48 0 0 18,82
carbonila
N, N, 9-trimetil-9H-purin-6-amida 26,019 2,15 1,30 1,97 0,68
Biciclo [2.2.1] heptano-2- 28,503 3,04 4,69 3,561 1,84
acetamida, N-(1,3-dihidro-5,6-
dimetoxi-3-0x0-4-
isobenzofuranila
Cafeina 28,915 0 0,48 0 5,26
N, N, 3- trimetil-3H-Purin-6-amina 30,952 0 0 0,61 0
3-metil-3,5-di-O-metil, Uridina 35,077 0 0 0 0,58
N-metil-2,3,5-trimetil éter, 35,926 0,62 1,44 1,52 0,19
Citidina
N,O,O-trimetil, Timidina 36,019 0,91 1,62 2,24 0,55
N-(12-dodecilamina), Aziridina 37,792 0,52 0,58 0 3,37
N,N,O,O-tetrametil, Adenosina 41,125 0 0,65 1,60 0,95
N,N-dimetil-3-amino, Adenosina 42,007 0 0,20 0,46 2,11
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Tabela 5 cont.

Classe Nome TR Controle AH BPCV AH +
(min) BPCV

Acidos

graxos ]
Acido tridecanoico, 12-metil, ME 26,320; 0,77 0,28 1,06 0,80
) 27,901
Acido tetradecanoico, ME 26,323 O 1,22 0
Acido hexadecanoico, ME 27,419 O 0,32 0,37
Acido hexadec-9-enoico, ME 30,133 1,06 2,94 0,84 0,47
Acido octadec-9-enoico, ME 30,181 O 0 0 0,13
Acido hexanoico, ME 30,625 4,22 7,28 4,05 3,22
Acido octadec-9-enoico, ME 34,053 1,27 0 0 0
Acido octadec-8-enoico, ME 34,164 0,67 0 0 0
Acido octadecanoico, ME 34,548 0,95 1,36 2,15 1,40
Acido eicosanoico, ME 38,161 O 0,16 O 0

Acidos

organicos )
Acido succinico, di (5-metoxi-3- 40,052 0 0 0 0,36
metilpent-2-il) éster

Aromaticos
Fenol, 4,6-bis (1,1- dimetil)-6-metil 19,337 O 0,24 0 0,23
(1-metildodecil) Benzeno 37,592 0,31 0 1,98 0,80
Acido 1,2- bezenodicarboxilico, 41,779 0 0 1,49 0,44
éster
Acido 1,2- benzeno dicarboxilico, 41,784 1,55 0 0 0
2-etilexil monoéster

Esteroides
17B-hidroxi-6a-pet-4-0x-58- 43,074 O 0,74 0,93 0
androst-3-ano
Diidroxi isosteviol 43,412 3,88 3,94 5,05 3,46
Diidroxi isosteviol 43,481 O 0 0,40 0,23
3, 24- diidroxi 5-Cholene 39,849 O 0 0 0,12

Alcools
2-(2-metoxietoxi) etanol 3,974 0 0 0 0,33
2- etil, 1- hexanol 6,715 1,65 2,71 0,86 3,39
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Tabela 5 cont.

Classe Nome TR Controle AH BPCV AH+
(min) BPCV
Derivados de
lignina )
2-Acido propenoico, 3-(4- 25,152 0 1,17 0 0
) metoxifenil), ME
2- Acido propenoico, 3-(3,4- 29,738 0,49 0 0 0,23
) dimetoxifenil), ME
2- Acido propenoico, 2-metil, 36,154 0 0 0 0,12
dodecil éster
Artefatos
Dimetil sulfona 3,551 0,49 0,94 1,19 0,41
Decametil, ciclopentasiloxano 11,113 3,70 3,23 0 1,16
Dodecametil, ciclohexasiloxano 16,403 1,04 0,81 0
1,3,5-trimetil-2,4(1H,3H)-pirimidina 19,601 0 0,60 0
Octametil, trisiloxano 28,924; 0 0 2,12 0,4
36,544;
37,009
4,6-Dimetil-1,2-diidro-3- 36,323; 0 0 1,16 0,16
piridinacarbonitrila 36,411;
36,540;
Octadecil, trietoxisilano 38,683 0 0,30 0 0
Hexametil, ciclotrisiloxano 39,401 0 1,90 0
Octametil, trisiloxano 38,088 0 0 1,17
4,6-Dimetil-1,2-diidro-3- 38,088 0 0 0 0,19
piridinacarbonitrila
Dodecil trietoxi, silano 38,685 0 0 3,33 1,41
Acido fitalico 38,688 0,52 0 0 0
Naftaleno 39,401 0 0 0,47 0
Hexametil, ciclotrisiloxano 39,403 1,81 5,77 0 1,73
Octametil, trisiloxano 39,625 24,03 5,77 30,04 6,33
Nao
identificados
- 38,362 0 0 0 0,42
- 39,253 0 0 0 0,09
- 40,230 0 0,20 0 0,37
- 40,964 0 0 0 0,31
- 41,908 0 0,49 0 0,41
- 44,305 0 0 0 0,27
- 45,275 0 0,74 0,35 0,89
- 46,026 0 0 0 0,11
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Tabela 6: Principais compostos exsudados por plantulas de milho tratadas com:
controle (solucdo nutritiva), AH, BPCV (H. seropedicae) e AH + BPCV (H.

seropedicae) identificados por CG-EM aos 14 dias de coleta.

14 dias
Classe Nome TR Controle AH BPCV AH +
(min) BPCV
Carboidratos
3,4,6-tri-O-metil-D-glicose 17,688 0 0,54 0,83 0
Metil 4-metil-a-manose 18,128; 0 0 0,55 0
18,890
1,6-Anidro D-glucose, trimetil 18,339 0 0 0,77 0
éter
Acido 2,4,5,6,7-pentametoxi 21,355 0 0,33 0 0
heptanoico, ME
1,2,3,4-tetrametil manose 28,814 0 1,85 1,75 0,58
Fenil, 2,3,4,6-tetra-O-metil-a- 37,425; 0 41,61 22,57 5,62
D-glicopiranose. 46,564,
47,216;
47,998
Nitrogenados
3-4cido butenoico 3-metoxi- 9,575 0 3,82 0 0
4-nitro, ME
1-isocianato,4-metoxi 14,754 0 0,82 0,83 0
benzeno
3,4-dimetoxi-6-amino tolueno 20,756 2,75 4,78 5,00 5,43
5- Metil- formil-1-(metoxi 21,934 0 1,21 0 0
metil)-1H-pirrol-3-carboxilato,
ME
3,4,5-Trimetoxi benzilamina 21,938 0 0 1,18 1,21
2,5-Dimetoxi fenil isocianato 25,066 7,41 13,18 10,64 24,19
2,4-Dimetoxi fenilamina, N- 26,137 0 0 0,26 0,70
etoxi carbonila
3,4,5-Trimetoxi fenil cianato 28,703 2,23 0 0
Tris (2,4,6-dimetilamino) 28,709 0 1,75 3,34
pirimidina
1,3-Benzenodiamina, N,N'- 29,537 0 0,41 0 0
dietil
4- metoximetil- 6- metil-2- 29,543 0 0 0,89 0
propoxi- pirimidina
carboxiamida
2-acido carboxilico-3-(2-etoxi 30,774 0 12,62 0 0
carbonila-etil)-4-metil-1H-
) pirrol, etil éster
Acido carbdnico, N-(2,4- 30,775 0 0 0 6,93
dimetoxi fenil), monoamida,
butil éster
3-amino-N-(2,5-dimetoxi 30,801 0 0 14,99 0
fenil)-3-(hidroximino),
propamida
N-acetil-2,3,4,5-tetrametoxi- 31,834 0 0 2,83 0

N-acetil- Benzenoetanamina
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Tabela 6 cont.

Classe Nome TR Controle AH BPCV AH +
(min) BPCV
Acidos
graxos )
Acido tridecanoico, 12-metil, ME 26,506 0 0 1,26 1,62
6-Acido octadecenoico, ME 30,327 0 0 0 0,82
Acido hexadecanoico, ME 30,823 2,26 0 0 3,31
9-Acido octadecenoico, ME 34,261 0 0 0.73 0.84
Acido octadecanoico, ME 34,757 1,11 0,57 1,61 1,60
Octadecil trietoxisilano 38,907 24,56 0,57 3,41 5,65
Acido ciclopropano carboxilico, 43,743 0 0 0,70 0
2,2-dimetil-3-(2-metil-1-propenil),
2-metil-4-oxo-3-(2-propenil)-2-
) ciclopenteno, éster
Acidos
organicos )
Acido benzoico, 4,5-dimetoxi-2- 26,507 0 1,31 0 0
(4-metoxi amino-benzeno-
sulfonil)
Aromaticos
2,6-dimetoxi-4-(2-propenil) fenol 21,512 0 0,25
2-metoxi-4-(amino metil) fenol 26,134 0 0,33
1,5-his [[(3,4-dimetoxi fenil)-metil 30,741 1,25 0
amino]-metil] naftaleno-2,6-diol
2,3,4-trimetoxi-5-metoxi fenol 35,007 0 0,22 0 0
1-Metil-nonadecil, 37,803 0,78 0 1,15 1,36
benzeno
Esteroides
Dihidro-isosteviol, ME 42,582 2,04 0 0
Dihidroxi-isosteviol 42,592; 0 3,95 0,73
43,675
Metil dihidro-isosteviol 43,332 0 1,47 0 0
Patcholeno 43,430 0 0,36 0 0
Isosteviol, ME 43,665 2,88 4,81 4,90 4,68
3-Etil-3-hidroxi-androstan-17- 45,538 0,78 2,89 1,03 2,30
ona
Alcools
1-Hexanol, 2-etil 6,841 0,39 0
9-t-Butil- triciclo [4.2.1.1(2,5)] 42,010 0 1,03
decano-9,10-diol
Derivados
de lignina )
Acido benzoico, 4- hidroxi-3,5- 22,015 0 0,21 0 0
dimetoxi
1,2,3,4-Tetrametoxi benzeno 22,016 0 0 0 0,27
Acido benzoico, 3,4-dimetoxi, ME 23,399 0,72 0 0
2- &cido propenoico, 3-(4-metoxi 25,316 1,03 0,65 0,66
fenil), ME
2- &cido propenoico, 3-(3,4- 29,933 0 2,61 0,75 1,24

dimetoxi fenil), ME
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tabela 6 cont.

Classe Nome TR Controle AH BPCV AH +
(min) BPCV
Artefatos
Dimetil sulfona 3,610 0 0,47 0,37 0,43
3-Etoxi-1,1,1,5,5,5-hexametil-3- 11,258 0,41 0 0 0
(siloxitrimetil) trisiloxano
Dodecametil, pentasiloxano, 12,278 4,55 0 0 0
N&o
identificados
- 31,825 0 1,63 0 0
- 32,184 0 0,79 0 0
- 35,248 0 0,77 0 0
- 40,033 0 0 0 0,43
- 42,157 0 0 0 0,24
- 43,746 0 0 0,43 0
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Tabela 7: Principais compostos exsudados por plantulas de milho tratadas com:
controle (solucdo nutritiva), AH, BPCV (H. seropedicae) e AH + BPCV (H.
seropedicae) identificados por CG-EM aos 21 dias de coleta.

21 dias
Classe Nome TR Controle AH BPCV AH +
(min) BPCV
Carboidratos
1,6- anidro, 3-D-glicopiranose 20,206 0 0 1,02 0
2,3,4,6- tetra-O-metil, a- D- 28,631 3,33 0 0 0,53
Manopiranose
2,3,4,6-tetra-O-metil, fenil, a-D- 46,294 0 31,93 0 0
glicopiranose
Nitrogenados
3,4-dimetoxi-6-amino tolueno 20,618 6,08 9,70 3,35
5- Metil- formil-1-(metoxi metil)- 21,811 0 2,65 0
1H-pirrol-3-carboxilato, ME
3,4,5-Trimetoxi benzilamina 21,842 0 1,18 0
2,5-Dimetoxi fenil isocianato 24,873 24,30 48,74 16,91
4- dietilamino-2- 26,982 0 2,87 0
hidroxibenzaldeido
2,3,4-Trimetoxi fenilacetonitrila 27,134 0 0,94 0
Biciclo [2.2.1] heptano-2- 28,515 530 13,17 3,32
acetamida, N-(1,3-dihidro-5,6-
dimetoxi-3-oxo-4-isobenzofuranila
N- [2-(3,4-Dimetoxi fenil) etil] 29,340 0 0 4,06 0
acetamida
4- metoximetil- 6- metil-2-propoxi- 29,346 0 0,53 0 1,49
) pirimidina
Acido carbbnico, N-(2,4-dimetoxi 30,534 9,55 0 0 0
fenil), monoamida, butil éster
2,4-Dimetoxi fenilamina, N- 30,879 0 0 0,57 0
etoxicarbonila
N- (3,4,5- trimetoxi fenetilamina, 32,132 0 0 0,91 0,40

acetamida
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tabela 7 cont.

Classe Nome TR Controle AH BPCV AH +
(min) BPCV
Acidos
graxos ]
Acido hexadecanoico, ME 30,626 0 0 1,04 1,96
Acido octadecanoico, ME 34,552 0,28 0,67
Octadecil trietéxisilano 38,706 0,26 0
Acidos
organicos
Aromaticos
2-Metoxi-4-vinilfenol 15,817 0,3
3,4,5-Trimetoxi benzilamina 21,796 4,30
5 (1-propenil)-1,2,3- 24,653 0,49
trimetoxi, benzeno
1,2-4cido benzeno 41,790 0 2,37 0 7,49
dicarboxilico, mono (2-
etilhexil) éster
1,2-acido benzeno 41,801 69,71 0 0 0
dicarboxilico, diisoctil éster
Esteroides
3-etil-3-hidroxi, androstan- 42,226 0 0 0,50 0
17-one
Isosteviol, ME 43,099 17,18 0
5a,6a-Epoxi-17-0x0-63 42,354 0 0 0,31
pentil-3,5-secoandrostan,
ME
5B Pregnan-17a, 21-diol- 43,091 0 0 0 25,88
3,20-dione
Dihidroxi isosteviol 43,425 0 9,42 17,03
Pregnan-20-one, (5a, 17a) 43,434 2,48 0 0
Alcools
2-etil, 1-Hexanol 6,06 7,48 1,13 0 1,19
2- fenoxi, Etanol 12,925 0 0 0,63 0
2-(2-fenoxietoxi), etanol 21,172 0 0 1,18 0
Derivados
de lignina )
Acido benzoico, 3,4- 23,242 0 1,41 0 1,65
) dimetoxi, ME
Acido benzoico, 3,4,5- 26,328 0 0 2,70 0
) trimetoxi, ME
Acido benzenopropanoico, 26,277 0 5,14 0 3,27
3,4-dimetoxi, ME
2-acido propenoico, 3-(3,4- 29,738 0 5,02 4,24 3,21

dimetoxifenil), ME
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tabela 7 cont.

Classe Nome TR Controle AH BPCV AH +
(min) BPCV
Artefatos
Dimetil sulfona 3,518 0 0,44 1,30
Ciclotetrasiloxano, 5,801 0 0,98 0
) octametil
Acido fitalico, metil octil 32,775 7,45 0 0 2,86
éster
Trisiloxano, octametil 39,641 0 0 0,57 0
Nao
identificados

- 30,542 0 0 0 3,14
- 31,625 0 0 0 0,74
- 40,833 0 0 0 0,18
- 44,532 0 0 0 0,45
- 46,277 0 0 0 1,72

- 46,606 0 0,53 0 0

A lista dos compostos individuais exsudados pelas plantas é longa e inclui
acucares, aminoacidos e amidas, acidos alifaticos e aromaticos, compostos
fendlicos, acidos graxos e esterois que afetam de forma relevante a populacéo
microbiana na rizosfera (Neumann & Rémheld, 2007). Neste trabalho foi utilizada
a espectroscopia de RMN *H (figuras 2, 3 e 4), para fornecer as diferencas entre
os perfis de exsudacéo induzidas por H. seropedicae e AH com apoio na analise
de principais componentes (figura 5) que revelou que apés 14 dias de tratamento
comecam a existir diferencas significativas entre os tratamentos. Roncato -
Maccari et al. (2003), observaram que apoOs trés dias de inoculacdo com H.
seropedicae, as raizes de milho tiveram colonizacdo composta principalmente por
células isoladas dessas BPCV e que somente depois de doze dias de inoculacéo,
observou-se células bacterianas conectadas, formando um halo. Mesmo sendo
considerada rapida a sinalizacdo entre plantas e bactérias, s6 foram observadas
alteracdes nos espectros de RMN 'H apés 14 dias de tratamento, quando a
colonizacéo foi bem estabelecida. A ativacdo de quérum sensing (QS) tem sido

atribuida a uma série de compostos que atuam como agentes indutores, como
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alguns oligopeptideos, &cido 3-hidroxipalmitico metil éster, 3,4-diidroxi-2-
heptilquinolina e furanosil borato diéster (Uroz et al, 2003). Nas tabelas de CG-MS
(tabelas 5, 6 e 7), observa-se que o0 acido palmitico ocorre em todos os
tratamentos aos 7 e 14 dias, porém aos 21 dias, este composto sé ocorre no
tratamento com H. seropedicae. Os compostos nitrogenados apresentaram
notaveis diferengas entre os tratamentos com o decorrer do tempo. No tratamento
controle houve diminuicdo desses compostos no final dos 21 dias de coleta,
enquanto que 0s outros tratamentos apresentaram aumento na quantidade e
diversidade desses compostos com o tempo. Alguns compostos nitrogenados
como a bezenamina (CesHsCONHy), o 2,4-dimetoxi, 3,4-Dimetoxi-6-amino-tolueno
e 2,5-dimetoxi fenil isocianato, foram encontrados nos exsudados e
provavelmente, sdo formas derivadas de compostos aromaticos / fendlicos que
reagiram com o TMAH (utilizado na derivatizacdo das amostras), ja 0S compostos
fendlicos sdo os principais metabolitos secundarios sintetizados por plantas de
milho e estes reagem prontamente com o NH,. A pirimidina é a classe de
compostos quimicos caracterizados por um anel de piridina substituido por duas
carbonilas. O 2,4 (1H, 3H)- piridina, 1,3,5-trimetil é tipico de derivados de uracila e
pode fazer parte das necleobases do acido nucleico de RNA. O pirrol derivado de
acido carboxilico pode ter sido originado a partir da via do L-triptofano, que ja
foram descritos como agentes antibacterianos. Verificou-se uma poliamina
derivada de espermina. Este composto tem sido associado a uma grande
variedade de processos metabdlicos em plantas que vao desde a divisédo celular e
organogenese a protecdo contra o estresse (Uroz et al., 2003).

Os compostos nitrogenados e 0s acidos graxos como os ésteres metilicos
(devido a alquilacdo quimica e processo de metilacdo para a diminuicdo da
polaridade da amostra) foram os principais produtos liberados pelas raizes de
plantulas de milho.

Os é&cidos estearico e palmitico foram os principais acidos graxos
exsudados por raizes de plantulas de milho. Estes acidos graxos em plantas sao
predominantemente sintetizados pela acetil-CoA carboxilase e pelo acido graxo
sintetase. Terpenoides derivados do acido caurenoico envolvidos na via de
producdo de acido giberélico foram encontrados em todos os tratamentos,
ocorendo maior diversidade nos tratamentos com H. seropediae e AH +

H.seropedicae. Amaral et al. (2013), verificaram que a inoculacdo de H.
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seropediae em plantulas de milho provocaram aumento significativo na
transcricdo de genes oxidase ent-caurenos, que estdo associados a sintese de
giberelina.

Para que ocorra a colonizacdo de bactérias nas raizes das plantas é
necessario que ocorra movimentacdo dos microrganismos para a superficie da
raiz, adsorcéo e de ancoragem . A adsorgéao pode ser facilitada pela presenca de
AH, devido principalmente a suas estruturas heterogéneas, irregulares e
anfifilicas com alta densidade de carga e nucleos hidrofébicos (Piccolo , 2002). A
movimentacdo flagelar de microrganismos pode ser ativada por compostos
liberados pelas raizes de plantas (quimiotaxia), como H. seropedicae possuli
flagelo em sua estrutura, pode ter ocorrido estimulo para aproximagdo da BPCV a

rizosfera como ja visto com outros microrganismos (Weert et al. 2002).
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6. Conclusdes

Exsudados de plantulas de milho sdo compostos principalmente por acidos

graxos e compostos nitrogenados;

Plantulas tratadas com acidos humicos e com H. seropedicae mudam o

perfil de exsudacéao de raizes de plantulas de milho;

Mudancas no perfil de exsudacédo induzidas pelos tratamentos foram mais
evidentes aos 14 e 21 dias ap0s a aplicacdo e resultaram em maior
exsudacdo de &cidos graxos em tratamentos com acidos humicos e
compostos nitrogenados e terpenos pelos tratamentos com H. seropedicae.
O entendimento da influéncia dos inoculantes bacterianos e tratamentos
com substancias humicas nos exsudados de plantas pode ser uma
importante ferramenta para a compreensdo do metabolismo das plantas
em resposta ao bioinoculante e melhorar o resultado das culturas de

campo.
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Apéndice A

Figura 1A: Espectro de RMN *H dos exsudados radiculares de plantulas de milho
controle (solucao nutritiva) aos 7 dias de coleta.
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Figura 2A: Espectro de RMN *H dos exsudados radiculares de plantulas de milho
tratadas com AH aos 7 dias de coleta.
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Figura 3A: Espectro de RMN *H dos exsudados radiculares de plantulas de milho

tratadas com H. seropedicae aos 7 dias de coleta.
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Figura 4A: Espectro de RMN *H dos exsudados radiculares de plantulas de milho
tratadas com AH+ H. seropedicae aos 7 dias de coleta.

N
o

| FETE

o o o
~ co [(=]
1 1 1

||||||||||| IEIREIRENISTENU FRTHE FTRTE RRTRI FENT]

Intensity
o o
o (=]

ITE NET

o o
W i =N
A FNETE FTRRE FRTEE N

||||||

2.52

Chemical Shi

=

(ppm)



75

Apéndice B

Figura 1B: Espectro de RMN *H dos exsudados radiculares de plantulas de milho
controle (solucado nutritiva) aos 14 dias de coleta.
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Figura 2B: Espectro de RMN *H dos exsudados radiculares de plantulas de milho
tratadas com AH aos 14 dias de coleta.
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Figura 3B: Espectro de RMN *H dos exsudados radiculares de plantulas de milho
tratadas com H. seropedicae aos 14 dias de coleta.
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Figura 4B: Espectro de RMN *H dos exsudados radiculares de plantulas de milho
tratadas com AH + H. seropedicae aos 14 dias de coleta.
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Apéndice C

Figura 1C: Espectro de RMN 'H dos exsudados radiculares de plantulas de milho
controle (solucao nutritiva) aos 21 dias de coleta.
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Figura 2C: Espectro de RMN 'H dos exsudados radiculares de plantulas de milho
tratadas com AH aos 21 dias de coleta.
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Figura 3C: Espectro de RMN 'H dos exsudados radiculares de plantulas de milho
tratadas com H. seropedicae aos 21 dias de coleta.
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Figura 4C: Espectro de RMN 'H dos exsudados radiculares de plantulas de milho

tratadas com AH + H. seropedicae aos 21 dias de coleta.
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