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Introducéo

O Al+s é considerado um dos principais elementos limitantes da producéo vegetal
em solos acidos. O pH baixo favorece a atividade do ion Als, considerado a
principal forma toxica do Al+s no solo (Ryan et al., 2001). No Brasil, estima-se que
68% dos solos possuem pH &cido, o que contribui para a elevacao dos niveis de Al
toxico no solo (Bahia-Filho et al., 1997). O principal sintoma apresentado pelas
plantas expostas ao Al+3 € a restri¢cdo do crescimento do sistema radicular, sendo o
apice da raiz o sitio priméario da acdo do Al+3, onde o Al+3 pode interferir na divisdo
celular associando-se com &cidos nucléicos (Rout et al., 2001).
Os mecanismos de tolerancia ao Al+s podem ser classificados em basicamente dois
tipos: excluséo e tolerancia interna (Kochian, 1995). Os mecanismos de excluséo
impedem o Al+3 de penetrar no simplasto e aqueles relacionados com a tolerancia
interna imobilizam, compartimentalizam ou diminuem a atividade do Al+3 na célula.
A exsudacao de acidos organicos por células de apice de raiz pode atuar nas duas
classes de mecanismos, pois estes acidos possuem grupos carboxilicos que se ligam
ao Al+3, no simplasto ou no apoplasto (quando exsudados), reduzindo sua toxidez
(Barceld et al., 1996). Exsudacdo de acidos citrico e malico foi observada em
plantas de milho expostas ao Al+3, podendo estar associada a tolerancia da planta a
este elemento (Ryan et al., 2001; Alves et al., 2000; Delhaise et al., 1993).
A técnica de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ou CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), tem sido utilizada para a determinagdo
destes acidos em exsudatos de raizes (Jianbo et al. 1998, 1999a). No entanto, para
otimizar a obtencdo de resultados com esta técnica, em exsudatos de raizes de
milho, sdo necessarios ajustes metodoldgicos, sendo este 0 objetivo deste trabalho.
Assim, esta metodologia podera constituir-se como uma ferramenta eficiente para a
compreensdo de mecanismos tolerancia ao Al+z em milho.

Material e Métodos

Para a determinacdo de acidos organicos, foi utilizado um cromatografo liquido de
alta resolucéo, marca Shimadzu LC-10A, equipado com duas bombas reguladoras
de fluxo (LC-10AD), um desgaseificador (DGU-4A), um detetor ultravioleta



(SPD-10A), um forno para a coluna (CTO-10A) e um dosador automatico
(SIL-10A).

A solucdo padrdo do conjunto dos acidos organicos foi obtida de solucbes estoque
(100 mg.L-1, pH 2,5) dos seguintes acidos organicos: malico, citrico, succinico, t
-aconitico. Os reagentes utilizados foram da marca Sigma (St. Louis, MO, USA). A
concentracdo final da mistura dos padrées foi de 10 mg.L-1 para os acidos citrico,
malico, oxalico, succinico e lactico, 1 mg.L-1 para os acidos maleico e t-aconitico.
Os écidos foram identificados por comparacao do tempo de retencdo dos acidos
organicos em solucao padrdo com o tempo de retencdo dos acidos nas amostras.

Os &cidos organicos da solucao padrao foram separados em coluna GROM-SIL,
fase reversa, C-18, particula 5um, dimensdo 250x4 mm, usando como fase movel
uma solucéo de 18 mmol.L-1 KH2PO4 com o pH ajustado em 2,15 com H3POa. Os
acidos foram detectados por detetor UV Shimadzu (modelo SPD10A), regulado em
comprimento de onda () de 215 nm. A &rea dos picos e o tempo de retencéo foram
determinados por meio do programa Shimadzu Class 10-A.

Ap0Os 0s ajustes iniciais para a determinacdo dos acidos organicos com a técnica de
HPLC, foram realizadas avaliagdes de amostras de exsudatos de raizes de plantas de
milho, submetidas a tratamento com Al+s. Sementes de milho de duas linhagens com
tolerancia diferencial ao Al+s, L3 tolerantes ao Al+s, e L53 sensivel, ap6s
desinfec¢do com hipoclorito de sddio, foram colocadas para germinar em papel de
filtro umedecido com agua destilada. Depois de 3 dias, as plantulas foram
transferidas para bandejas contendo solucéo nutritiva (Clark modificada por
Magnavaca, 1982), pH 4,0 constantemente arejadas, onde permaneciam por 24
horas para adaptacdo. Apos este periodo, a solucdo nutritiva foi trocada e foram
aplicados os tratamentos de 0 uM e 222 uM de Al+s. As bandejas permaneceram em
camara de crescimento, com fotoperiodo de 12h, a 28°C/20°C de temperatura
diurna e noturna, com umidade relativa de 80%.

A coleta do exsudato radicular foi realizada 24 horas ap6s o inicio do tratamento
com Al+s. As raizes foram lavadas por trés vezes com agua 18Q e em seguida
colocadas em 9 L da mesma agua, com arejamento por 30 min. Apoés este periodo,
as plantas foram colocadas entre duas camadas de papel de filtro umedecido,
cobrindo toda a raiz, exceto nos espacgos onde foram colocados discos de papel de
cromatografia (Watmam com 3 mm de didmetro), lavados com agua 18Q por 15
minutos, visando a coleta dos exsudados. Os discos foram colocados no apice das
raizes (1-3 mm). Apo6s 2 horas os discos foram retirados, colocados em frascos
contendo 300 uL de 4gua 18Q, e agitados por 20 segundos. Em seguida foi feita a
centrifugacdo (14000 rpm por 15 min.), transferindo-se uma aliquota para outro
frasco e congelando-a em nitrogénio liquido para posterior analise no HPLC.

Resultados e Discussdo

Para 0 ajuste metodolégico de andlise no HPLC, foram trabalhados o fluxo da fase
movel (Figura 1), a temperatura da coluna (Tabelal), o comprimento de onda
utilizado e a absor¢do do UV pelos acidos organicos (Tabela 2).

Primeiramente, foram realizadas leituras com alteracéo do fluxo da fase movel (0,3,
0,4 e 0,5 ml.min-1). Observou-se a diminui¢do do tempo de retencdo com o aumento
do fluxo (Figura 1), semelhante a resultados obtidos por Jianbo et al. (1999a). O



fluxo de 0,4 ml.min-1 proporcionou melhor resolu¢éo do cromatograma (Figura 1A)
e 0s tempos de retencdo dos &cidos foram semelhantes, mas ndo iguais, aos obtidos
por Jianbo et al. (1999a). Estes autores trabalharam testando diferentes fluxos na
coluna, porém com diferente temperatura (37 °C), pH (2,10) e coluna (ODS-C18), o
que justifica as diferencas dos tempos de retencéo (Jianbo et al., 1998; Jianbo et al.,
1999a). Testando-se duas temperaturas da coluna (35 °C e 40 °C), verificou-se que
a diminuicdo da temperatura aumentou o tempo de retencdo e diminuiu a absor¢éo
do UV pelos &cidos (somente o &cido succinico aumentou sua absor¢do no UV),
diminuindo, consequentemente, a altura dos picos (Tabela 1). Estes resultados
concordam com aqueles verificados por Jianbo et al. (1999a).

51 ){\1 2
N I B SN N W

154
10 ) 4 B
1
5 L1 2 II
) 3 |
04 _
i 0 10 20 -1 40 i
15 | II
10 " I ]' 4 C
i | '|
v 2 i
5 3 . | :
0- — — |
o 10 20 30 40 Fivi

Figura 1- Cromatograma de padrdes de acidos organicos (1-malico, 2-citrico, 3-succinico, 4-t
-aconitico) com diferentes fluxos, 0,3 ml.L-1 (A), 0,4 ml.L-1 (B) e 0,5 ml.L-1 (C), temperatura da
coluna fixada em 40 °C e o comprimento de onda (A) em 215 nm.

Tabela 1. Tempo de retencdo e absor¢do ultra-violeta de quatro acidos organicos em funcéo de duas

diferentes temperaturas da coluna (35 ° e 40 °C), no HPLC. Embrapa Milho e Sorgo 2002.

Temperatura da Coluna

) 35°C 40°C
Aewdos Orglnicos Tempo de Absorcdo UV Tempo de Ahsorgio UV
Retencio (tnin ) (trdvhs) Eetencio (min ) (téhs)
Idalicao 9.05 1401 8,80 2183
Citrico 15,51 1732 14,40 1855
Succinico 16,54 930 15,93 298
t-Aconitico 26,87 14 24,01 4036

Segundo Jianbo et al. (1998) os melhores picos de absor¢do observados no UV
situam-se entre 200 e 220 nm, elegendo 214 nm como o comprimento ideal.
Entretanto, trabalhando com trés comprimentos de onda (214, 215 e 216 nm)
(Tabela 2), verificou-se que o comprimento ideal para as condi¢Oes destas analises
foi de 215 nm, onde os acidos apresentaram maior absor¢do no UV e melhor
resolucdo dos picos no cromatograma.

Apos a realizacdo de analises com a mistura dos padrdes dos acidos organicos, foi



feita a leitura das amostras obtidas em exsudatos de plantas, com o fluxo de 0,4 ml.L
-1, comprimento de onda de 215 nm e temperatura da coluna de 40 °C (Figura 2),
que mostraram-se mais adequados a realizacdo das analises. As amostras nestas
condi¢des, mostraram 0s picos dos acidos observados com boa resolugdo, com
excecdo do acido malico, que ficou préximo do primeiro pico, provocado por uma
interferéncia do nitrato, originado da solugéo nutritiva usada (Figura 2A e 2B). Esta
proximidade pode interferir na determinacdo do acido malico. Uma das alternativas
para a diminuicdo deste problema seria 0 uso de resina trocadora de ions na
amostra, o que de acordo com Jianbo et al. (1999b), poderia solucionar este
problema. Outra maneira de diminuir a interferéncia do nitrato, seria o0 aumento do
numero de lavagens da raiz dentro da meia hora antes da coleta dos acidos
organicos, visando a retirada do nitrato do espaco livre aparente da raiz.
Observando o cromatograma do exsudato coletado do apice de raiz da linhagem L3
(tolerante ao Al+3), na presenca e na auséncia de Al+3, verifica-se que existe
diferenca entre a altura dos picos de &cido citrico no tratamento com e sem Al3
(Figura 2A). Na linhagem L53, suscetivel ao Al+3, ndo foi observada diferenca
significativa nos picos do &cido citrico coletado nos &pices das raizes analisadas
(Figura 2B). Foi verificado ainda, uma pequena diminui¢do no picos do &cido malico
(Figura 2B). Estes resultados mostram a eficiéncia da técnica utilizada, onde a
determinacao de alteracdes na exsudacao dos acidos organicos, pode ser verificada
pelo comportamento dos picos do cromatograma.

Alguns trabalhos mostraram a quelagdo do Al+s pelos &cidos organicos, formando
compostos de menor toxidez, como um dos fatores responsaveis pela tolerancia ao
Al+3 (Delhaise et al., 1993; Pellet et al., 1995). Alves et al. (2000), trabalhando com
algumas linhagens de milho, entre elas L3 e L53, também verificaram resultados
semelhantes aos das amostras, sugerindo a exsudacdo de acidos organicos
(principalmente &cido citrico) como um possivel mecanismo de tolerancia ao Als,
presente na linhagem L3. Ryan et al. (2001), verificaram que no milho, o principal
acido organico exsudado, relacionado a tolerancia ao Als, foi o &cido citrico.

Tabela 2. Absorcéo ultra-violeta (mAbs) de quatro acidos organicos em funcéo de trés diferentes
comprimentos de onda (214, 215 e 216 nm), utilizados no HPLC. A temperatura da coluna foi fixada
em 40 °C e o fluxo da fase moével em 0,4 ml.L-1. Embrapa Milho e Sorgo 2002.



Aridos Organicos

Comprinento de onda (A)

214 nim 215 nm 216 nn
Ilalica 1930 2163 1742
Citrico 1835 1855 1670
Succinico 865 298 91
- Aconitico 537E 4036 5269
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Figura 2. Cromatograma de exsudados de apice de raizes de milho das linhagens L3 (A) e L53 (B),
coletados apds 24 horas em solucdo com e sem Al+3, e analisados no HPLC para a identificacdo de
acidos organicos (1- malico, 2- citrico, 3- succinico, 4- t-aconitico).

As amostras apresentaram um pico (provocado provavelmente por alguma
substancia interferente) entre 28 e 30 minutos. Portanto, o tempo total da analise foi
de 40 minutos, pois foi fixado um tempo de 10 minutos (para limpeza da coluna)
entre o Ultimo pico observado e o inicio da leitura de outra amostra. Porem, ha
possibilidade deste tempo ser diminuido, bastando-se observar, em outras amostras,
se a linha de base do cromatograma permanece constante apés 10 minutos do Gltimo
pico. Esta diminuicdo contribuird para o aumento da eficiéncia das analises.

Assim, o0 uso do HPLC na determinacéo de &cidos organicos em exsudatos de raiz,
constitui-se numa ferramenta eficiente, desde que adaptacdes da metodologia sejam
realizadas. Além disso a técnica mostrou-se adequada a verificacdo de exsudacao de
acidos organicos em partes especificas da raiz (apices, pélos radiculares), o que
contribuird para elucidacdo dos mecanismos de tolerancia ao Al+sem milho,
associados a exsudacao de acidos organicos.
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