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Metodologia alternativa para quantificacao
de acido citrico em exsudados radiculares
de linhagens de milho contrastantes quanto
a tolerancia ao aluminio

Introducao

No Brasil, em torno de 127 milhdes de hectares disponiveis para a utilizacao
agricola sdo compostos por solos acidos (ROCHA, 1997), em que uma das
principais limitacoes a producao vegetal é a toxidez de aluminio. O apice radicular
é o sitio primério da acao téxica desse metal, que causa uma drastica inibicdo do
crescimento do sistema radicular, restringindo a absorcdao de agua e nutrientes
(KOCHIAN et al., 1995). Varios estudos tém evidenciado a exsudacao de acidos
orgénicos pelas raizes como o principal mecanismo de tolerancia ao aluminio

em espécies como trigo (dcido malico, DELHAIZE et al., 1993a; RYAN et al.,
1995a,b; PELLET et al., 1996), milho (4cido citrico, PELLET et al., 1995; JORGE;
ARRUDA, 1997; PINEROS et al., 2002), Arabidopsis thaliana (acido malico,
HOEKENGA et al., 2003), cha, Camellia sinensis L. (adcido oxalico, MORITA et
al., 2011) e sorgo (4cido citrico, KOCHIAN et al., 2002; MAGALHAES et al.,
2007). Acidos di e tricarboxilicos com massa molecular reduzida sdo capazes

de formar complexos estaveis com o AI** presente na rizosfera, reduzindo ou
mesmo anulando seus efeitos téxicos, uma vez que tais complexos sao incapazes
de atravessar a membrana plasmatica (KOCHIAN et al., 2004). Em valores de pH
tipicos do citosol, os acidos orgénicos estdao presentes em suas formas ani6nicas,
sendo o citrato capaz de formar complexos mais estaveis com Al** em relagdo ao
malato e ao oxalato (MA et al., 2000, 2001).

Estudos genéticos sugerem que a tolerédncia ao Al em milho é uma caracteristica
de heranca complexa (MAGNAVACA et al., 1987; PANDEY; GARDNER, 1992),
envolvendo provavelmente multiplos genes e, consequentemente, varios
mecanismos fisiolégicos (NINAMANGO-CARDENAS et al., 2003; PINEROS et

al., 2005; GUIMARAES et al., 2014). O principal mecanismo de tolerancia ao

Al em milho foi associado com a exsudacao de citrato pela raiz, que tem sido
frequentemente detectado pela técnica de eletroforese capilar (PELLET et al.,
1995; PINEROS et al., 2002, 2005). Embora seja uma técnica bastante versatil,

a eletroforese capilar requer que certos tipos de amostras passem por etapas de
pré-tratamento antes de serem introduzidas no sistema eletroforético, podendo
ocasionar o aumento do tempo de anélise, maior risco de contaminacao das
amostras, perda de precisdao das medidas, perda de analitos, além da manipulacao
indesejavel de reagentes e solventes téxicos (BAKER, 1995; MIRANDA et al.,
2002). Na auséncia de um equipamento de eletroforese capilar e de outros
equipamentos mais sensiveis com o LCMS, uma alternativa para quantificacdo de
acidos orgéanicos seria o uso de ensaios enzimaticos baseados na conversao do
anion citrato em oxaloacetato e acetato pela acao da enzima citrato liase (ANOOP
et al., 2003; LIU et al., 2013).

Os objetivos deste trabalho foram padronizar um ensaio enzimatico e determinar
o teor de acido citrico em exsudados radiculares de gendtipos de milho
contrastantes quanto a tolerancia ao aluminio.
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Material e métodos

Germinacdo de sementes, coleta e purifica-
cao de exsudados radiculares

Sementes das linhagens de milho L53 e Cateto
Al237, sensivel e tolerante ao aluminio,
respectivamente, foram tratadas com solucéao
aquosa de hipoclorito de sédio 0,5% (m/v) por

5 minutos sob agitacdo constante e lavadas por
oito vezes com agua deionizada. As sementes
foram posicionadas entre duas folhas de papel de
germinacao umedecidas em agua deionizada por um
periodo de quatro dias em camara de crescimento
com temperatura média de 27 +3 °C e fotoperiodo
de 12 horas. Posteriormente, cinco plantulas foram
transferidas para copos plasticos perfurados, que
foram acomodados em recipientes com capacidade
para 8 litros de solucao nutritiva completa
(MAGNAVACA et al., 1987) sem aluminio por 24
horas. Em seguida, o copo contento as plantulas
foi transferido para tubo cénico contendo 50 mL
contendo solucdo de CaCl, 4,3 mM, pH 4,5 por
30 minutos para lavagem das raizes. Para a coleta
dos exsudados, o copo plastico com as plantulas
foi transferido para novo tubo cénico contendo

50 mL de CaCI2 4,3 mM, pH 4,5, com atividade
de {39} uM de Al, sob agitacdo constante de 50
rom por um periodo de 24 horas. A solucao foi
purificada em coluna ani6nica de prata OnGuard® I
Ag (Dionex, Sunnyvale, CA) e tratada com 3,75 g
de resina cationica Dowex® 50WX8 (Sigma Aldrich
St. Louis, MO) para remocéao de ions inorganicos.
Posteriormente, as amostras foram congeladas a
—-80 °C, liofilizadas e ressuspendidas em 1 mL de
agua ultrapura. As amostras foram submetidas a
sonicacao por 30 minutos, purificadas em filtro
Millex®GV de 0,22 um (Millipore, Milford, USA) e
armazenadas a -20 °C.

Quantificacdo de acido citrico por método
enzimatico baseado em espectrofotometria
de absorcao molecular UV/VIS

Inicialmente, uma curva padrao foi elaborada com
cinco diferentes concentracoes de acido citrico,
variando entre 5 e 25 mg L, equivalente a 26 e
130 uM, na mesma matriz analitica das amostras.
Para avaliar a interferéncia dos ions da solucao
nutritiva foi também elaborada uma curva padrao
sem a etapa de purificacao da matriz com as
resinas de troca iénica. A quantificacdao do acido
organico foi realizada com o kit comercial “Citric

Acid Assay Kit” (Megazyme, Wicklow, Ireland),
com modificacdes. As determinacdes foram
realizadas em espectrofotémetro UV/VIS UV-mini
1240 (Shimadzu Corporation, Columbia, MD) a 340
nm. Em uma cubeta de vidro de 1 cm de caminho
Optico foram adicionados 1,8 mL de agua ultrapura,
200 uL da amostra ou padrao, 500 uL de solucao 1
(tampao), 200 uL de solucdo 2 (NADH) e 20 uL de
suspensao 3 (L-malato desidrogenase e D-lactato
desidrogenase). A cubeta foi vedada com filme
plastico flexivel e homogeneizada por inversao por
dez vezes. A primeira leitura no espectrofotometro
(A1) foi realizada apdés incubacao das amostras por
4 minutos em temperatura ambiente. Em seguida,
foram adicionados 20 uL da solucao 4 (citrato
liase). A cubeta foi novamente vedada com filme
plastico flexivel e homogeneizada por inversao

por dez vezes. A segunda leitura (A2) foi realizada
apdés incubacdo das amostras por 5 minutos em
temperatura ambiente. Uma amostra em branco
contento dgua ultrapura em substituicdo a amostra
também foi realizada. Para quantificacdo do acido
citrico, foi calculada a diferenca de absorbancias
(A1 - A2) e subtraida a diferenca da amostra em
branco. Aos dados de absorbancia obtidos foi
ajustado um modelo de regresséo linear simples,

e como critério de aceitacao foi adotado um
coeficiente de correlacdo (R?) maior ou igual a 0,99.

Resultados e discussao

O kit enziméatico avaliado é recomendado,
principalmente, para determinacdo de acido citrico
em alimentos e bebidas, em que os niveis sao
elevados (Megazyme, Wicklow, Ireland). Apesar
disso, o método enzimatico apresentou linearidade
no intervalo de concentracdo de O a 25 mg L' de
de acido citrico, incluindo a etapa de purificacdo da
matriz com as resinas de troca i6nica, com valor de
R? igual a 0,9952 (Figura 1).

Esse comportamento nao foi verificado na curva
padréo elaborada sem a etapa de purificacdo com
as resinas, indicando que a elevada concentracao
de céations e anions inorganicos provenientes

da solucdo nutritiva apds a liofilizacao interfere
na quantificacdo do acido citrico (dados nao
mostrados).

O ensaio enzimatico para determinacdo de acido
citrico é baseado na conversao do anion citrato em
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Figura 1. Curva padréo obtida para os valores de absorbancia em funcdo da quantidade de

acido citrico (0 a 25 mg.L™").

oxaloacetato e acetato pela acdo da enzima citrato
liase (CL). Em seguida, o oxaloacetato é convertido
em L-malato e NAD*, na presenca de NADH

e da enzima L-malato desidrogenase (L-MDH).
Entretanto, se a enzima oxaloacetato descarboxilase
estiver presente na amostra, o produto oxaloacetato
serd convertido em piruvato. Assim, para

assegurar que a determinacdo de &cido citrico seja
quantitativa, a enzima D-lactato desidrogenase
(D-LDH) é utilizada para conversao de piruvato em
D-lactato e NAD*. A quantidade de NAD* formada
nas reacOes acima serd diretamente proporcional

a concentracao de acido citrico. O consumo de
NADH é medido pela diminuicdo da absorbancia no
comprimento de onda de 340 nm (DAGLEY, 1974;
MOLLERING, 1989; DELHAIZE et al., 1993b).

Com base na curva padrao, determinou-se que a
concentracao de acido citrico nos exsudados da
linhagem L53 foi igual a 8,36 mg L', enquanto
o Cateto Al237 apresentou a concentracédo de
13,83 mg L', portanto dentro do intervalo de
concentracao da curva. Considerando que a
massa molar do acido citrico é de 192,123 g
mol', essas concentragcbes equivalem a 43,5 e
72,0 uM, respectivamente. Como as amostras
foram concentradas 50 vezes antes da anélise,

a concentracdo dos exsudados de cinco plantas
no periodo de 24 h foi igual a 0,87 uM para L53
e 1,44 uM para o Cateto Al237. Assim, a taxa
de exsudacao da linhagem L53 foi igual a 363
pmol planta’ h', enquanto para o Cateto Al237
foi igual a 600 pmol planta™® h'. Apesar da maior
sensibilidade da eletroforese capilar em relacdo aos

métodos enzimaticos (JORGE; ARRUDA, 1997;
PINEROS et al., 2005), os niveis de exsudacdo de
acido citrico em milho detectados neste trabalho
foram similares aos relatados em outros estudos
baseados na quantificacao por eletroforese
capilar (PINEROS et al., 2002, 2005). Assim,

a metodologia proposta podera ser utilizada na
caracterizacdo do padrdo de exsudacao de acido
citrico nas raizes de gendtipos contrastantes de
milho quanto a tolerancia ao Al.

Conclusao

A metodologia em estudo demonstrou-se
apropriada para a quantificacao de acido citrico em
exsudados radiculares, permitindo sua deteccao
mesmo no gendtipo de milho sensivel ao aluminio
que apresenta baixos niveis de exsudacao. Esta
metodologia podera auxiliar nos estudos fisiolégicos
e moleculares com objetivo de investigar mais
detalhadamente os mecanismos de tolerancia

ao aluminio baseados na exsudacao de acidos
organicos em milho.
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