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SILVA, Mayara Barbosa da. Caracterizacdo quimica de exsudatos radiculares de
genotipos hibridos comerciais de milho (Zea mays L.) e seus efeitos sobre a resposta
quimiotatica de Azospirillum brasilense e sobre o desenvolvimento inicial de plantas de
milho. 2016. 104 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

Os exsudatos radiculares produzidos por diferentes espécies vegetais sdo capazes de induzir
respostas quimiotaticas sobre a microbiota do solo, mediando interacdes planta-bactéria.
Dentre as biomoléculas presentes nestes exsudatos, estdo carboidratos, acidos organicos,
peptideos e flavonoides. Com isso o presente trabalho objetivou caracterizacdo quimica dos
exsudatos radiculares de diferentes genotipos de milho e avaliar o efeito dos exsudatos na
qguimiotaxia de Azospirillum e no desinvolvimento de plantas de milho. Fizemos a
caracterizacdo quimica dos exsudatos radiculares utilizando as técnicas de LCMS, RMN e
injecdo direta no massas, buscamos tambem avaliar os efeitos dos exsudatos sobre a
quimiotaxia de Azospirillum brasilense utilizando placa quimiotatica e formacdo de biofilme,
além de avaliar o efeito desses exsudatos na fisiologia do milho, através de testes de
germinacao inicial e em casa de vegetacédo. Identificamos 18 compostos presentes no exsudato
DKB 390 e 13 no DKB 240, dentre os compostos estdo agucares, acidos graxos, acidos
orgénicos, aminodcidos, enzimas, auxinas, citocininas e os flavonoides; sendo que esses
compostos tem acdo diferenciada, o gen6tipo DKB 390 promoveu uma maior quimiotaxia das
bactérias promotoras de crescimento vegetal em relacdo ao DKB 240 isso pode ser explicado
pelo fato de que o gendtipo DKB 390 apresenta um maior numero de diferentes flavonoides
além da presenca de isoflavonas; as determinacfes de UFC demonstraram que os exsudatos
radiculares dos genotipos DKB 240 e DKB 390 possuem alta capacidade quimiotatica sobre
A. brasilense Ab-V5, sendo que o gendtipo DKB 390 proporcionou maiores contagens de
UFC do que o gendtipo DKB 240. Nenhuma das outras substancias avaliadas apresentou
efeito quimiotatico significativo. Quando buscamos avaliar o efeito dos exsudatos radiculares
de milho na fisiologia do milho durante seu estagio de desenvolvimento e confirmar seu
potencial como quimioatraente para BPCV, foi possivel confirmar a agdo positiva dos
exsudatos radiculares no desenvolvimento de gendtipos de milhoassim fica claramente
estabelecido que exsudatos radiculares s&o fundamentais mediadores em interagdes na
rizosfera entre planta/microrganismos e sua acdo diferenciada em que o exsudato DKB 390 se
mostra mais eficiénte por apresentar presenca de um maior nimero de flavonoides presente no
exsudato.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense. Exsudatos. Inoculantes. Quimiotaxia, Bactérias
promotoras do crescimento vegetal.



SILVA, Mayara Barbosa da. Chemical characterization of root exudates of commercial
hybrid genotypes of maize (Zea mays L.) and its effect on the chemotactic response of
Azospirillum brasilense and the early development of corn plants. 2016. 104 p.
Dissertation (Master’s degree in Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2016.

ABSTRACT

The exudates produced by different plant species are able to induce chemotactic responses on
soil microflora, mediating plant-bacteria interactions. Among these exudates biomolecules are
carbohydrates, organic acids, peptides and flavonoids. Thus the present study aimed chemical
characterization of the root exudates of different genotypes of corn and evaluate the effect of
exudates in the chemotaxis of Azospirillum and desinvolvimento corn plants. We did the
chemical characterization of exudates using the LCMS techniques, NMR and direct injection
into the masses, seek also to evaluate the effects of exudates on the chemotaxis of
Azospirillum brasilense using chemotactic plaque and biofilm formation, and to evaluate the
effect of these exudates in physiology corn, through initial germination and greenhouse. We
identified 18 compounds present in the exudate DKB 390 and 13 240 in DKB, among
compounds are sugars, fatty acids, organic acids, amino acids, enzymes, auxins, cytokinins
and flavonoids; and these compounds have differentiated action, DKB genotype 390
promoted increased chemotaxis of bacteria that promote plant growth in relation to DKB 240
this can be explained by the fact that the DKB 390 genotype has a larger number of different
flavonoids and the presence of isoflavones; CFU determinations showed that root exudates of
genotypes and DKB DKB 240 390 have a high capacity for chemotaxis-V5 Ab A. brasilense,
wherein the genotype provided DKB 390 CFU counts greater than DKB 240. No other
genotype substances evaluated showed significant chemotactic effect. When we sought to
evaluate the effect of root maize exudates in the physiology of corn during its stage of
development and confirm its potential as a chemoattractant for BPCV, it was possible to
confirm the positive action of exudates in the development of milhoassim genotypes is clearly
established that exudates are key mediators of interactions between the plant rhizosphere /
microorganisms and their differentiated action that DKB 390 exudate is more efficient to
present presence of a larger number of flavonoids present in the exudate.

Keywords: Azospirillum brasilense. Exudates. Inoculants. Chemotaxis. Bacteria promoting
plant growth.
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1.INTRODUCAO

A interacdo entre bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) com diversas
culturas agricolas tem sido tema de pesquisas no mundo todo, devido ao potencial
biotecnologico que estes microrganismos possuem. Dentre os efeitos associados ao uso de
BPCV as plantas hospedeira estdo o aumento no desenvolvimento inicial das raizes,
proporcionam o fornecimento direto e indireto de nutrientes além de melhorias no
desenvolvimento vegetal resultando num aumento da produtividade. Neste sentido, a utiliza¢éo
de BPCV em cultivos comerciais possibilita a reducdo dos custos de producdo ao diminuir a
quantidade de fertilizantes e agroquimicos aplicados, e consequentemente contribuindo para a
conservacao dos recursos ambientais.

Dentre os mecanismos de promoc¢do do crescimento apresentados por BPCV, a
capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) tem grande destaque pela possibilidade
de atuar diretamente no fornecimento a planta de nitrogénio, um dos macronutrientes de mais
relevantes para o alcance de elevadas produtividades. Estudos dirigidos ao isolamento e
identificacdo de bactérias fixadoras de N avancaram bastante nos Gltimos anos, sendo isolados
e descritos diversos géneros e espécies deste grupo bacteriano em associacdo a diversas
espécies vegetais, incluindo varias gramineas de interesse agrondmico como o milho. Embora
0 uso de inoculantes contendo BPCV ndo seja pratica consolidada em cultivos comerciais de
plantas n&o-leguminosas, interagdes positivas entre BPCV diazotréficas e o milho tem sido
relatadas por varios autores, demonstrado que na maioria dos casos se observam melhorias no
desenvolvimento vegetal e incrementos na produtividade (VIANA, 2012).

A cultura do milho € uma das principais culturas agricolas do mundo, possuindo
grande importancia social, econémica e cultural. Segundo dados do CONAB (2015), sdo
cultivados aproximadamente 15 milhGes de hectares de milho no Brasil. Essa cultura é
exigente nas condictes de fertilidade do solo e nos tratos culturais, sendo geralmente
influenciada por problemas de estresse ambiental, dentre os quais se destaca a baixa
fertilidade dos solos, principalmente deficiéncia de N na maioria dos solos. Segundo Santos
(2012), a deficiéncia de nitrogénio pode reduzir o rendimento de grdos de 14 a 80 % em
milho. Estudos tém demonstrado que a espécie diazotréfica Azospirillum brasilense estimula
0 crescimento e a produtividade do milho e outras espécies de interesse agronémico (REIS
JUNIOR, 2008).
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Os beneficios destas bactérias podem ser diretos e indiretos. Dos quais 0s primeiros
sdo destacados o processo de fixacdo biolodgica de nitrogénio, producdo de fitorménios
(sobretudo auxinas) e solubilizacdo de fosfato inorganico. Os beneficios indiretos estdo
relacionados a inducdo sistémica de resisténcia a doencas, controle bioldgico e producdo de
compostos organicos que captam ferro (sider6foros) (DOBBELAERE & OKON, 2007).

Jé foi descrita a variabilidade na resposta de diferentes gendtipos de milho ao uso da
tecnologia de inoculagcdo com BPCV (SALOMONE e DOBEREINER, 1996), sendo
comprovada que a utilizacdo desse microrganismo contribui para em torno de 20 a 60% de
todo N fixado em gramineas (HUNGRIA, 2011).

A busca por fatores que possam favorecer a compatibilidade planta-bactéria, tem
estimulado a pesquisa sobre a influéncia dos exsudatos vegetais nestas interacfes. Estes
compostos sdo liberados pelas raizes ou sementes vegetais e compreendem uma mistura
complexa de substéncias, incluindo carboidratos e aminoécidos, além de flavondides (BADRI
E VIVANCO, 2009). Os exsudatos agem como quimioatraentes sobre grupos microbianos
especificos, componentes da biodiversidade nativa do solo, e induzem nestes organismos a
expressao de genes relacionados a sintese de outras biomoléculas, identificadas como lipo-
oligossacarideos ou oligossacarideos lipoquitinicos. Esses sinais moleculares, produzidos
pelas bactérias em resposta aos indutores presentes e liberados pelos exsudatos das plantas,
sdo responsaveis pelas alteracbes morfoldgicas nas raizes e pela compatibilidade associativa
(MARTINOIA et al., 2002).

A atracdo da bactéria pelo exsudato ocorre por quimiotaxia, que em sentido geral € o
movimento em direcdo a um gradiente quimico desenvolvido por alguns seres vivos. O
mecanismo quimiotatico € ativado por mudancas no pH, temperatura, osmolaridade,
viscosidade e produtos quimicos, onde alguns destes ultimos sdo nutrientes ou fatores
nutricionais, como metabdlitos secundarios (PUGLISI et al. 2008). O movimento
quimiotatico e as respectivas substancias quimicas envolvidas influenciam o metabolismo e o
comportamento de alguns organismos unicelulares, como por exemplo direcionando a busca
por nutrientes e a comunicagdo entre individuos durante a formacéo de colénias ou grupos
(SINGH, 2014).

Apesar de varios trabalhos relatarem os beneficios da inoculagdo da bactéria A.
brasilense na cultura de milho, ndo existem relatos sobre inoculacdo associado a adigédo de
exsudatos radiculares, principalmente sobre o efeito no desenvolvimento inicial de sementos
de milho, que influenciard diretamente no estabelecimento das plantulas a campo e por

consequéncia na produtividade da cultura. A identificacdo das substancias que compde 0s
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exsudatos sdo de extrema inportdncia, pois devem estar envolvidas nas respostas
quimiotéticas de atracdo, levando a caracterizagdo de variagcdes na composicao dos exsudatos
radiculares entre genotipos contrastantes na resposta a inoculacdo com BPCV.

De modo mais especifico, a identificacdo de biomoléculas exsudadas por raizes de
milho que atuem positivamente na compatibilidade entre a planta e bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) pode levar ao desenvolvimento de aditivos para compor
formulacGes biofertilizantes de alta eficiéncia.

Com isso, o presente trabalho foi dividido em dois capitulos e teve como objetivo a
caracterizagdo quimica dos exsudatos radiculares de genétipos de milho contrastantes na
interacdo com Azospirillum brasilense Ab-V5 e os efeitos dos exsudatos radiculares como
indutor de compatibilidade entre diferentes genotipos de milho e A. brasilense também foram
estudados.

O presente trabalho foi dividido em dois capitulos para posterior producdo de dois
artigos cientificos, o primeiro capitulo tem como titulo: Caracterizacdo quimia dos exsudatos
radiculares de genotipos hibridos comerciais de milho (Zea mays L.) sobre a quimiotaxia de
Azospirillum brasilense e o capitulo 2: Efeitos alelopaticos de exsudatos radiculares de milho

na fisiologia e desenvolvimento inicial de gendtipos hibridos de milho.
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2. OBJETIVO

Os objetivos deste trabalho foram determinar a composi¢do quimica de exsudatos radiculares
em dois gendtipos hibridos comerciais de milho, identificando variagbes na atividade
quimiotatica dos exsudatos sobre Azospirillum brasilense, bem como a ocorréncia de
possiveis efeitos alelopaticos sobre o desenvolvimento inicial de plantulas de milho e sua

colonizacdo por A. brasilense.

3. JUSTIFICATIVA

A tecnologia de inoculacdo com bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV)
pode contribuir significativamente para a reducdo do uso de agroquimicos, q diminui¢do do
uso de fertilizantes quimicos atua sobre a emissao de gases de efeito estufa, diminuindo direta
e indiretamente os efeitos deletérios ao ambiente associados a estes gases, diminuindo
também a contaminagdo ambiental relacionada ao uso indiscriminado de fertilizantes minerais
soltveis (THEODORO; ALMEIDA, 2013).

Estudos mostram que o uso de inoculantes em milho safrinha pode gerar um
incremento de até 50% na produtividade, dependendo da estirpe e do material genético
utilizado, e pode ocorrer ainda uma reducdo de custo em torno de 20% CANGAHUALA-
INOCENTE et al., 2013; TAULE et al., 2012; SAIKIA et al., 2012)

O cultivo do milho € dependente de altas doses de adubacdo nitrogenada, as quais sdo
responsaveis por elevados custos de producdo. Uma das alternativas concretas a diminuicao
da dependéncia da agricultura brasileira por fertilizantes minerais e por agroquimicos é a
ampliacdo de insumos bioldgicos de alta eficiéncia, (GLICK, 2012). A utilizagdo de
fertilizantes nitrogenados pela atividade agricola pode ser substituida parcial ou
completamente pelo uso de biofertilizantes contendo BPCV eficientes na fixacéo biologica do
nitrogénio (FBN). Neste contexto, a tecnologia de inoculacdo com bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCVs), leva a producdo de novas formulagdes de biofertilizantes de
alta eficiéncia, diminuindo a utilizacdo de N mineral e aumentando o rendimento da
plantagé&o.

O uso de biofertilizantes em larga escala é possivel pelo desenvolvimento de
formulacGes que funcionam como veiculo para o microrganismo, fornecendo a suplementacéo
necessaria para o seu desenvolvimento e que comece a estabelecer as interagcdes positivas com
a planta, além da viabilidade do produto, ou seja, para que 0 microrganismo se mantenha

Vivo.
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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).

Exsudatos radiculares representam uma importante fonte de nutrientes para o0s
microrganismos na rizosfera além de participar de colonizagdo precoce induzir respostas
quimiotaticas de bacterias rizosféricas aumentando a colonizacdo destes nas raizes (LIMA, et
al.,, 2014) . Apesar de sua importancia, existem relativamente poucos relatos sobre a
composicao e a proporcdo dos diferentes compostos exsudados pelas plantas (Oburger et al.,
2012). E necessario que haja um conhecimento prévio sobre a composicdo quimica desses
compostos, para entdo poder utiliza-los como aditivos, por esse motivo a caracterizacdo dos
exsudatos radiculares é a etapa inicial para o desenvolvimento deste estudo.

A Dbusca continuada por tecnologias que promovam 0 aumento no rendimento
produtivo do milho, que sejam de baixo custo econémico e que favore¢cam a sustentabilidade
dos agroecossistemas, permitindo suprir a crescente demanda global por alimentos e energia,
encontra na prospecc¢do de recursos biotecnolégicos uma ferramenta de extrema importancia.
A promocéo do crescimento vegetal decorrente da exploragéo racional de associa¢fes naturais
benéficas, como as existentes entre a planta de milho e algumas bactérias associativas
(denominadas de BPCV), capazes de promover aumento do volume de raizes e atuar no
suprimento de nutrientes para esta cultura, € uma alternativa viavel para o alcance de elevadas

produtividades com baixo impacto econdmico e ambiental.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Milho

O milho (Zea mays L.) pertence a familia Poaceae (gramineas), sendo considerada
uma das plantas mais eficientes no armazenamento de energia (PECHANOVA et al., 2013).
Geralmente uma planta desenvolvida pode chegar a mais de 2,0 m de altura, dentro de um
espaco de tempo de cerca de nove semanas. Nos meses seguintes, essa planta produz cerca de
600 a 1.000 sementes similares aquela da qual se originou (SHAHZAD et al., 2013). Além do
elevado potencial produtivo, sua composi¢do quimica e valor nutricional contribuem para ser
uma das mais importantes culturas agricolas cultivadas e consumidas no mundo. Além disso,
o milho possui grande importancia econémica decorrente de sua multiplicidade de aplicacdes,
abrangendo desde a alimentacdo animal até a inddstria de alta tecnologia, assumindo relevante
papel sociecondmico (YAN et al., 2011).

Atualmente é o cereal mais plantado no mundo, abrangendo no Brasil 15.743,7 de
hectares de area plantada, ocupando a décima posi¢do em valores monetarios (FAO, 2015).
Na temporada 2014/15 a producdo de milho primeira safra no Brasil totalizou 30.244,1 mil
toneladas, representando um decréscimo de 4,4% em relacdo ao ocorrido no exercicio
anterior. A Regido Sul, Sudeste e MATOPIBA representaram as maiores participacoes
nacionais, contribuindo com 46%, 26% e 11%, respectivamente, da producdo nacional. Na
Regido Centro-Oeste, maior produtora do cereal de segunda safra, tendo uma producédo de
36.836,0 toneladas na ultima safra. J& a consolidacdo da producdo brasileira do milho,
reunindo as duas safras, aponta agora para 84.729,2 mil toneladas, representando um
acréscimo de 5,8% em relagdo a producdo passada, que atingiu 80.051,7 mil toneladas.
(CONAB, 2015). Dentro da evolugdo mundial de producdo de milho, o Brasil tem se
destacado como o terceiro maior produtor, ficando atrds dos Estados Unidos e da China
(Figura 1).
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3%
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South Africa (12 milhdes)

Ukraine (10 milhoes)

Figura 1 Participacdo na producdo mundial de milho pelos dez maiores paises produtores no
ano de 2014. Fonte: CONAB, 2015.

Nos programas de melhoramento genético de milho, é importante visar o aumento da
produtividade de grdos sem comprometer a qualidade nutricional e a constituigdo do grdo,
tanto em cultivares transgénicas como em convencionais (COLLI, 2011). Além disso, a
composicao proteica e aminoacidica dos grdos € influenciada pelo genotipo, ambiente e suas
interacdo entre esses fatores (CALDARELLI & BACCHI, 2012).

A maioria do milho comercial produzido nacionalmente ¢ do tipo duro ou “flint”, a
principal diferenca entre os tipos de milho é a forma e o tamanho dos grdos, definidos pela
estrutura do endosperma e o tamanho do gérmen (COELHO, 2010); considerando a
classificacdo comercial do milho, sdo considerados cinco tipos ou classes principais de graos,
classificados segundo a estrutura do endosperma - pipoca, duro, dentado, farinaceo e doce -
existindo tipos intermediarios, como o semi-duro ou semi-dentado (STOLLER, 2012).

Em 2050, estima-se que a populacdo mundial seja aproximadamente 50% maior que a
atual, com cerca de 9 bilhGes de pessoas, as quais irdo demandar cerca de 70% mais alimentos
que a populagdo atual (YAN et al., 2011). No entanto, a estimativa do aumento na produgéo
mundial de gréos € apenas o dobro do que é atualmente, havendo a necessidade de elevar os
indices de producdo, seja através do melhoramento genético vegetal ou da mudanga nas
praticas agronémicas. Contudo, o risco de aumentar os indices de produtividade traz consigo
altos custo ambientais devido, principalmente, da aplicacdo macica de fertilizantes sintéticos
(ROBERTSON; VITOUSEK, 2009; TILMAN et al., 2002; YAN et al., 2011).
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4.2 Exsudatos radiculares

As raizes das plantas liberam no solo uma gama de compostos organicos que variam
desde simples e solGveis em agua até aqueles muito complexos e insollveis em agua. Esses
compostos estdo agrupados nas seguintes categorias: Exsudatos, SecrecGes, Mucilagens,
Mucigel e Lisados.

Nesse trabalho abordaremos o grupo dos exsudatos, mais precisamente os radiculares,
geralmente possuem grande diversidade quimica, tem baixo peso molecular, geralmente sdo
soltveis em agua e sao liberados sem gasto de energia das células para o espago intercelular e
depois para o solo. Exsudatos sdo compostos orgéanicos produzidos pelas plantas que tém alta
diversidade quimica, esses compostos compreendem varios tipos de aminoacidos, acidos
organicos, carboidratos, derivados de acidos nucléicos, fatores de crescimento e enzimas,
além de diversos outros compostos. Em 1969 Rovira, descreveu 0s compostos organicos
liberados de forma significativa nos solos (Tabela 1).

Tabela 1: Compostos presentes nos exsudatos liberados pelas raizes das plantas segundo
estudos de Rovira, 19609.

Classe de Compostos Componentes individuais Funcdes

Carboidratos Glicose, frutose, galactose, Fornecer um ambiente

Aminodcidos e amidas

maltose, arabinose,
rafinose, raminose,
sacarose e xilose
Todos 20 aminoéacidos
proteinogénicos, acido
aminobutirico, homoserina,
cistationina, acido

mugineico, fitosideréforos

favoravel para o
crescimento de
microrganismos.
Inibir nematoides e
crescimento de raizes
diferentes além da
solubilizagéo de nutrientes
como o P e Fe e alguns

micronutrientes.

Acidos alifaticos

Acido formico, acético,
butirico, propionico,
maleico, citrico, isocitrico,
oxalico, fumarico,

maldnico, succinico

Regulacéo do crescimento
de atenuacéo de toxidez
causada por alguns
elementos como o Al



Acidos aromaticos

Diversos compostos

fenolicos

Acidos graxos

Esterois

Enzimas e outros

tartarico, oxaloacético,
piravico, glicélico,
chiquimico, acetonico,
valérico, gluconico
p-hidroxibenzdico, cafeico,
p-coumérico, ferdlico,
galico, gentisico,
protocatecoico, salicilico,

siringico, sinapico

Flavonoides, flavonas,
flavononas, antocianinas,
isoflavonoides
Linoléico linolénico,
oleico, palmitico, estearico
Campestrol, sistoterol,
estigamasterol,

Proteases, fosfatase acida,

Estimulam a aquisicdo de
nutrientes, reduzem o
estresse anaerobicanas das
raizes, intemperismo
mineral e atracdo de
patdégenos
Estimulo a interacdes entre

plantas e microrganismos.

Regulacédo do crescimento
das plantas.
Regulacédo do crescimento
das plantas.

Solubilizacdo de nutrientes.
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peroxidase, hidrolase lipase

A composicdo dos exsudatos varia de acordo com a espécie da planta e com seu
estagio de crescimento, o qual se altera nas distintas fases do desenvolvimento das populacdes
microbianas tanto quantitativa quanto qualitativamente. Os exsudatos exercem agoes
guimiotaticas para determinados grupos de microrganismos, assim como podem atuar como
repelente para outros. As plantas, podem durante a exsudacéo, regular diversos efeitos, dentre
eles, a microbiota da rizosfera, a simbiose alem disso é capaz de mudar as propriedade fisicas
e quimicas do solo além de inibir o crescimentos de plantas concorrentes. (Nardi et al., 2000).

Para as plantas, exsudatos radiculares representam um componente importante da
comunicagdo com microrganismos que habitam rizosfera e, para esta comunicacdo, uma
ampla gama de substratos e moléculas de sinalizacdo séo produzidas por plantas (HAICHAR,
et al., 2014). Apesar da sua importancia h& poucos estudos sobre a composicao total desse
composto. Badri & Vaivanco (2009) verificaram nos exsudatos de milho (Zea Mays) a
presenca de acucares, fenois, acidos organicos, flavonoides, aminoacidos e também uma

pequena quantidade de &cidos graxos, hormonios esteroides e enzimas.
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A idade da planta interfere diretamente na quantidade e composi¢cdo dos compostos
exsudados, aléem de todos os fatores externos como estresse bidtico e abidtico (NGUYEN et
al., 2003). Aulakh et al. (2001) fez uma avalicdo de cultivares de arroz e observou que houve
uma mudanca no nivel de exsudacdo com o crescimento da planta que a qual libera mais
carboidratos que acidos organicos com o passar do tempo, afirmando assim que além da idade
da planta, espécies diferentes possuem perfis de exsudacdo diferentes.

Fatores bioticos e abidticos também estdo associados a mudanca no perfil de
exsudacdo das plantas, com o objetivo de se adaptarem as condi¢Ges adversas como toxidez,
anoxia, temperatura e intensidade luminosa as plantas exsudam compostos a fim de minimizar
os efeitos causados por esses fatores. (Bais et al., 2002; Nardi et al, 2000). A intensidade
luminosa afeta diretamente a composi¢cdo dos exsudatos, pois a maioria do carbono liberado
pelas raizes é derivada da fotossintese feita pela parte aérea das plantas. (Pinton et al. 2007).
Outra possivel classificacdo dos exsudatos, sdo feitas de acordo com sua massa molecular,
sendo assim, compostos de baixa ou de alta massa molecular.

Os principais componentes dos exsudatos sao flavondides pertencentes a uma ampla
classe de metabolitos secundarios, que sdo liberados por sementes e raizes de uma
determinada espécie, consistindo em uma mistura de indutores fracos e fortes (HARBONE,
1967). Os flavonoides sdo responsaveis por ativarem os genes da nodulacdo nas leguminosas
e por promoverem a quimiotaxia em gramineas fornecendo assim beneficios como a fixacao
biolégica de nitrogénio (FBN). Esses compostos quimicos, induzem a expressdo de genes,
tém sido identificados em exsudatos de muitas leguminosas, e agora estdo sendo testadas em
gramineas. Os flavonoides e seus glicosideos sdo compostos biologicamente ativos
vulgarmente encontrados em plantas constituem um as maiores classes de produtos naturais
conhecidos; estes produtos naturais exibem ampla atividade bioldgica e um grande poder
guimiotaxinémico (Harborne et al, 1975.; harborne e Mabry, 1982; Harborne, 1988).

A exsudacdo parece estar relacionada com os grupos de bactérias que se estabelecem
em populagbes consideraveis na rizosfera, tais como solubilizadores de fosfato, fixadoras de
nitrogénio de vida livre e simbiotico, sendo de grande interesse a relagcdo entre esses grupos
de bactérias e os fungos micorrizicos. Os microrganismos como Rhizobium e Azuspirillum,
aumentam a exsudagéo afetando o crescimento da planta.

Exsudatos radiculares representam uma importante fonte de nutrientes para o0s
microrganismos na rizosfera e parecem participar de colonizagdo precoce induzir respostas
quimiotaticas de bactérias rizosféricas (BACILIO-JIMENEZ, et al., 2003).
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Na etapa inicial da comunicacdo molecular entre 0 macro e microssimbionte, as
plantas hospedeiras exsudam substancias, incluindo carboidratos, aminoacidos, além de
flavonoides, que atuam como quimioatraentes para a bactéria; e promovem no
microssimbionte a sintese de outros sinais, identificados como lipo-oligossacarideos ou
oligossacarideos lipoquitinicos. Esses sinais moleculares, produzidos pelas bactérias em
resposta aos indutores presentes e liberados pelas raizes das plantas, sdo responsaveis pelas

alteracdes morfologicas nas raizes e pela compatibilidade associativa.

4.3 BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL E EFEITO NA
RIZOSFERA

Os microrganismos do solo desempenham papel fundamental na génese do solo e
ainda atuam como reguladores de nutrientes, pela acdo na decomposi¢do da matéria organica
e na ciclagem dos elementos, atuando na disponibilizacdo de nutrientes para o crescimento
das plantas (LISBOA, 2012). O solo contém uma grande variedade de microrganismos,
incluindo bactérias, fungos, protozoarios. Os componentes microbianos vivos do solo séo
também denominados de biomassa microbiana dentre eles as bactérias e fungos respondem
por cerca de 90% da atividade microbiana (JAMES e BALDANI, 2012).

Os microrganismos estdo envolvidos em diversos processos que contribuem
principalmente para agricultura, destacam-se a decomposi¢cdo da matéria organica; ciclagem
de nutrientes; transformacdes bioquimicas especificas (nitrificacdo, desnitrificacdo, oxidacédo
e reducdo do enxofre); fixacdo biolégica do nitrogénio; acdo antagbnica a patdgenos e
producéo de substancias promotoras ou inibidoras de crescimento (MOREIRA e SIQUEIRA,

2002). Microrganismos do solo também influenciam acima do solo nos ecossistemas, contribuindo para a

nutricdo das plantas, na estrutura e a fertilidade do solo (CARNEIRO, 2000). Devido a sua heterogeneidade
fisica, quimica e bioldgica, o solo é um dos maiores reservatérios de biodiversidade microbiana, constituindo um

importante recurso para a exploracéo biotecnologica (OLIVEIRA, et al. 2014).

As bactérias promotoras de crescimento em vegetal (BPCV) representam uma parcela
funcionalmente ativa da biota do solo presente na rizosfera e no interior da planta hospedeira.
A literatura aponta suas potencialidades como componente do manejo sustentavel dos
sistemas agricolas, conferindo ao seu hospedeiro caracteristicas como maior resisténcia a
condicBes de estresses bidtico e abiodtico, promogdo de crescimento vegetal e amplo uso
biotecnolégico (OLIVARES, 2009; TRO et al., 2009).
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As BPCV podem estimular o crescimento das plantas por diversas maneiras, sendo as
mais relevantes: capacidade de fixacéo bioldgica de nitrogénio (Huergo et al., 2008); aumento
na atividade da redutase do nitrato quando crescem endofiticamente nas plantas (Cassan et al.,
2008); producdo de hormonios como auxinas, citocininas (Tien et al., 1979), giberelinas
(Bottini et al., 1989), etileno (Strzelczyk et al., 1994) além uma variedade de outras moléculas
(Perrig et al., 2007); solubilizacdo de fosfato (Rodriguez et al., 2004); por atuarem como
agente de controle biolégico de patogenos (Correa et al., 2008), producao de antibidticos entre
outros. Em geral, acredita-se que tais microrganismos favorecam o crescimento das plantas
por combinagdes entre esses mecanismos (NAIMAN; LATRONICO; SALAMONE, 2009;
STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).

Sé&o determinados rizocompetentes 0s microrganismos que se destacam na colonizacao
da rizosfera de uma espécie vegetal qualquer (OLIVEIRA, et al. 2014). A rizocompeténcia
possibilita a colonizacdo do ambiente rizosférico pelas espécies microbianas mais
competitivas, que deslocam deste habitat os grupos incompativeis ou de menor
competitividade, por serem as primeiras mais adaptadas e eficientes na utilizacdo dos recursos

disponibilizados pelos exsudatos radiculares de determinada espécie vegetal (Figura 2).

Figura 2. Estrutura geral da raiz, incluindo o ambiente rizosferico e seus efeitos.
Fonte: Adaptado de Maier et al. (2000).
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O uso de BPCVs na biotecnologia tem se intensificado, incluindo a producdo de
antibidticos e outras moléculas bioativas, aplicacdo nos processos de biorremediacdo e nas
técnicas de transgenia. A principal caracteristica destes micro-organismos € a de favorecer o
desenvolvimento vegetal por diferentes mecanismos, onde destacam-se a maior
disponibilizacdo de nutrientes seja pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), pela
solubilizacdo de fosfatos, ou através de mecanismos indiretos como a producdo de
fitohormbnios e o consequente aumento do volume radicular (LUGTENBERG e
KAMILOVA, 2009).

Os principais géneros de BPCVs incluem Azotobacter, Azospirillum, Acetobacter,
Pseudomonas, Bacillus, Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Burkholderia. A partir destes
géneros, varias formulacGes comerciais estdo disponiveis para uso como inoculantes,
desenvolvidas principalmente para gramineas (KOKALIS-BURELLE et al., 2006).

Com base nos efeitos benéficos das BPCV, os estudos utilizando misturas de
inoculantes sdo muito promissores (Berg 2009). Beneficios promovidos pela interagdo planta
X BPCV incluem aumentos na taxa de germinacdo de sementes, crescimento foliar,
produtividade, area foliar, teor de clorofila, a absor¢do de nutrientes, teor de proteina,
tolerancia a estresses, massa de parte aérea e raizes, controle biol6gico e atraso na senescéncia
(YANG et al., 2009).

O género Azospirillum abrange um grupo de BPCV de vida livre amplamente
distribuido. Tem sido demonstrado que o Azospirillum estimula o crescimento e a
produtividade de inimeras espécies de plantas, sendo que muitas dessas plantas tém
importancia agrondmica e ecologica (BASHAN e HOLGUIN, 1997). E um género de vida
livre, encontrada em quase toda a Terra (BASHAN, 1999). Os primeiros isolados foram
primeiramente descritos como pertencentes ao @género Beijerinckia, sendo entdo
reclassificados para o género Spirillum lipoferum (NCBI, 2012) devido a facilidade de cultivo
utilizando acidos organicos como fonte de carbono e ao formato espiraldide observado em
determinadas condigdes de cultivo (HARTMANN; BALDANI, 2006).

Azospirillum é um género versatil, o qual coloniza principalmente gramineas, embora
também realize interagcGes com outras familias de plantas ( JUGE et al., 2012; WHITE-JR et
al.,, 2012). Na maioria das espécies vegetais estudadas, a colonizacdo bacteriana ocorre
principalmente na zona de alongamento da raiz (PEREYRA et al., 2012). Azospirillum sp.
pode existir de forma livre ou endofiticamente, e em qualquer dos casos pode realizar a

fixacdo do nitrogénio atmosférico convertendo-o em ion amonio, em condicGes de baixa
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aeracd0 ou em baixos niveis deste nutriente, de forma que seja facilmente utilizado pelas
plantas. (SAIKIA etal., 2012; WHITE-JR et al., 2012).

O aumento da produtividade devido a inoculacdo com Azospirillum nos ensaios
conduzidos no Brasil foi correlacionado ndo s6 com o aumento do N, mas também com outros
nutrientes, como o P e K, fato também relatado em outros paises (BASHAN & HOLGUIN,
1997; STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000; BASHAN ET AL., 2004).

Azospirillum produz substancias promotoras, como o0 &cido indol acético (IAA),
giberelinas e citocininas, atuando na fisiologia de raizes das plantas, podendo promover
aumento da massa radicular e numa maior superficie especifica, auxiliando na melhor
exploracdo do solo e na captacdo de agua e nutrientes (TAIZ e ZEIGER, 2012)

Determinados isolados bacterianos podem apresentar certa eficiéncia em alguns
gendtipos de plantas como milho, mas ndo em outros (MIYAUCHI et al., 2008); por outro
lado algumas bactérias sdo capazes de colonizar tanto a rizosfera quanto o interior das raizes,
assim a utilizacdo de BPCV permite elevar a contribuicdo da FBN apresentando com isso
beneficios ndo s6 econdmicos mas também ambientais.

A rizosfera é um habitat mutavel, sendo que a sua composicdo e a sua estrutura sdo
influenciadas durante o ciclo vegetativo. Suas dimensdes também sdo determinadas pelo tipo,
composicdo e umidade do solo. A planta pode modificar as caracteristicas quimicas do solo
nas proximidades de suas raizes através dos fragmentos descascados da superficie das raizes e
dos exsudatos radiculares sollveis, enriquecendo o solo com uma variedade de compostos
organicos; do consumo de O e liberacdo de CO, modificando a atmosfera radicular; da
absorcdo seletiva de ions nutritivos, diminuindo a concentracdo de sais; e do consumo de
H20, reduzindo a umidade, etc. (COMPANT, 2010). A presenca das raizes e as modificacdes
fisicas e quimicas que elas produzem criam um ecossistema especializado, onde o
crescimento das populagbes na comunidade microbiana pode ser beneficiado ou inibido. As
propriedades fisico-quimicas da rizosfera tém elevada estabilidade, que, associadas ao
fornecimento constante de substratos organicos e fatores de crescimento, favorecem intensa
atividade metabolica das populagées, influenciando diretamente e positivamente o tempo de
geracdo microbiano (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

No contexto de eventos que ocorrem na interface raiz-solo, a interacdo
microrganismo-microrganismo €é crucial para entendermos a caracteristica do processo
dindmico da estabilidade da rizosfera e a manutengéo da reciclagem de nutrientes, onde estes
microrganismos que interagem com a rizosfera participam de vérios ciclos, tais como:

nitrogénio, carbono, fosforo e enxofre. Estes microrganismos interagem com a raiz das
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plantas, suprem nutrientes e tem uma participagao ativa na nutrigdo e crescimento das plantas
(GONZALEZ, 2012).

A comunidade microbiana na rizosfera é representada por populacdes diversificadas e
numerosas em estado de equilibrio dinamico, refletindo o ambiente fisico, quimico, biolégico
e suas relacdes. (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

O processo de interagdo dos microrganismos pertencentes a este grupo com as plantas
se da primeiramente pela disponibilizacdo de substratos pela planta, que nada mais sdo que as
rizodeposicdes, como exsudatos e lisados, que sdo utilizados como fonte de energia para as
rizobactérias, as quais irdo multiplicar-se e se estabelecer na rizosfera de forma que se
associem as plantas ndo leguminosas (MOREIRA et al., 2010). Como diazotréficos de vida
livre, as BPVVC colonizam preferencialmente o rizoplano e a rizosfera onde os exsudatos estdo

envolvidos nessa associacgao.

4.4 Métodos e técnicas para estudo de exsudatos radiculares e efeito sobre os

microrganismos

4.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas -
UPLC-MS

Como técnica analitica das mais versateis e das mais sensiveis, a espectrometria de
massas (MS) é atualmente uma das ferramentas analiticas valiosas em diversos estudos nas
areas de Biologia, Ciéncias Médicas e Ciéncias Tecnoldgicas. E possivel determinar a massa
molecular e quantificar biomoléculas, tais como proteinas, carboidratos, lipideos e
oligonucleotideos, e também fragmenta-las de forma a elucidar sua estrutura e confirmar sua
identificacdo. Para analise por MS, as amostras podem ser inseridas diretamente no
espectrometro de massas, ou 0 equipamento pode ser acoplado a uma tecnica de separagéo,
como a cromatografia gasosa (GC), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou a
eletroforese capilar (CHIARADIA, et al., 2008).

O acoplamento de um MS a HPLC que é um método de alta seletividade e eficiéncia de
separacdo, resulta em um sistema determinado LC-MS que entdo torna-se uma ferramenta
poderosa nas analises de misturas complexas, para determinacdo de compostos ao nivel de
tracos (LI, et al., 2009). A possibilidade de automacéo aliada a rapidez das analises permite
gue grande nimero de amostras seja analisado em curto periodo de tempo (segundos ou

minutos para cada amostra).
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A andlise por MS (Figura 3) consiste na geracdo de ions com base em compostos
(orgénicos ou inorganicos) por meio de um método de ionizacdo apropriado. Em seguida, 0s
ions sdo separados por meio de sua relagdo massa—carga (m/z) em um analisador de massas ¢
detectados qualitativamente e/ou quantitativamente por meio de um detector, o qual “conta”
0s ions. A magnitude do sinal elétrico em funcdo da razdo m/z é convertida por um

processador de dados, o qual gera o espectro de massas correspondente (GROSS, 2004).

A [l / A
Fonte * Analisador * Detector
de
ions

Espectro de Massas

Figura 3. Componentes basicos de um espectrdmetro de massas.

Dentre as técnicas de ionizacdo a denominada ionizacdo por eletrospray (ESI) €
considerada uma técnica branda de ionizacdo no qual fornece, intrinsecamente, poucos ions
para ajudar na confirmagdo da identidade dos analitos de interesse em baixos niveis de
concentracédo, por meio da alta corrente idnica dos poucos ions gerados.

Desde seu surgimento, ESI-MS tornou-se uma das técnicas analiticas mais poderosas e
amplamente utilizadas. Dentre as vantagens de ESI-MS incluem alta sensibilidade e
seletividade, facilidade de uso e consumo reduzido de amostra. Uma ampla variedade de
substancias pode ser analisada, incluindo proteinas, acidos nucléicos, e até mesmo complexos
metalicos, desde que sejam iGnicos ou apresentem sitios acidos ou basicos ( LOO, 2000).

Uma outra vantagem da utilizacéo desta técnica € a quantificacdo dos analitos com base
na area gerada por EIC, essa ferramenta permite que os ions de interesse sejam isolados
tornando-se possivel calcular as porcentagens dos compostos presentes na amostra.

Ha essencialmente trés caracteristicas que fazem com que ESI seja considerada uma técnica

distinta das outras técnicas de ionizacdo. A primeira destas caracteristicas € a capacidade para
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produzir ions multiplamente carregados, reduzindo assim a razdo m/z, de tal modo que é
possivel analisar compostos de elevada massa molecular. A segunda caracteristica é que as
amostras a serem analisadas devem ser introduzidas em solucdo, o que faz com que seja
possivel o acoplamento com muitas técnicas de separacdo. Por Gltimo, ESI é uma técnica de
ionizacdo suave, provocando pouca (ou nenhuma) fragmentacdo dos analitos estudados
(HECK e HUEVEL, 2004).

O uso dessa técnica vem ganhando destaque na caracterizacdo de compostos organicos
presentes em amostras de materiais vegetais entre outros, é possivel analisar quantitativa e
qualitativamente as amostras quando comparadas aos padrbes pré determinados ou se
comparando as massas em um banco de dados.

PRUKODINA et al. (2012), utilizou a técnica de LC-MS para realizar uma analise
rapida de isoflavonas em amostras de broto de feijdo mungo, para isso ele utilizou como fase
moével uma mistura de metanol e &cido férmico em uma coluna C18, utilizando como fonte
ionizasa ESI; como padrbes foram usados diferentes flavonoides, como resultado foram
detectados 14 analitos e quantificados; incluindo 5 isoflavonas, prenilada, flavonas,
flavanonas, cumarina, isoflavonoides e flavondides eram em sua maioria presentes como
glicosideos, enquanto a Unica aglicona genisteina foi detectada.

ZHANG et al, (2014) utilizou a mesma técnica para identificar os acidos organicos
presentes em exsudatos radiculares de pepino e banana, a fim de determinar o papel desses

compostos na interacdo planta/bactéria.

4.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

A tecnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) é mais utilizada na determinacao
de compostos organicos e, recentemente, vem crescendo na andlises de compostos
inorganicos. A ressonancia magnética nuclear ¢ uma ferramenta muito potente no estudo de
caracterizacdo de materiais, pode ser utilizada eficientemente para se detectar interacdes entre
moléculas dissolvidas estudando as modificacbes dos seus espectros e quantificando os
deslocamentos quimicos encontrados para 0s diversos grupamentos atdmicos que constituem
as moléculas. E empregada hoje como um poderoso instrumento na fisica, quimica, medicina,
biologia, agricultura e, mais recentemente, na chamada informacéo quéantica.

A caracterizacdo de materiais tem a necessidade de gerar o maior numero de
informagdes precisas tanto sobre a estrutura quimica, com relacdo a morfologia/propriedade,
guanto o comportamento dindmico molecular, que geram respostas sobre o comportamento

mecanico dos materiais. Varias técnicas consideradas convencionais sao empregadas em
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conjunto para se obter uma resposta da composicdo de determinadas solugdes. As técnicas
ndo convencionais, como a ressonancia magnética nuclear (RMN), podem ser empregadas
devido a sua potencialidade e ser uma técnica alternativa e efetiva na caracterizacdo de

diversas substancias.
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6. Capitulo 1: Caracterizagdo Quimica e Avaliacio dos Efeitos dos Exsudatos Radiculares
de Genotipos de Milho (Zea Mays L.) sobre a Quimiotaxia de Azospirillum brasilense

6.1 RESUMO

Exsudatos radiculares produzidos por diferentes espécies vegetais sdo capazes de induzir
respostas quimiotaticas aos microrganismos e mediam interacGes planta-bactéria. Este
trabalho teve como objetivo caracterizar os metabdlitos presentes em exsudatos radiculares de
dois gendtipos hibridos comerciais de milho (DKB 390 e DKB 240), e avaliar o efeito destes
exsudatos como indutores na quimiotaxia de Azospirillum brasilense. Para caracterizagdo os
exsudatos foram obtidos e submetidos a extracdo em fase solida, para entdo serem inseridos
no LC-MS em coluna C18 a fim de determinar os metabolitos presentes na composicdo dos
exsudatos. Alguns glicosideos podem ter sido perdidos durante o processor de extragdo ou
terem ficados retidos na coluna, através da RMN tentamos comprovar a presenca deles e
confirmar posteriormente com a injecdo direta no massas. A analise quimiotatica das BPCV
aos exsudatos radiculares foi realizada pela metologia de capilres em camara quimiotatica e
através da contagem de UFC do biofilme das sementes. Neste trabalho identificamos 18
compostos no exsudato do hibrido DKB 390 e 13 no DKB 240. Dentre 0s compostos
identificados estdo acidos graxos, &cidos organicos, aminoécidos, enzimas, auxinas,
citocininas e flavonoides. Observamos diferencas na resposta quimiotatica da bactéria para 0s
exsudatos estudados, entretanto o exsudato radicular do genétipo DKB 390 proporcionou
contagens de UFC levemente maiores (7,9X103 UFC/mL) do que o gendtipo DKB 240 (4,9x
103 UFC/mL). Isso também pode ser confirmado pela quantificacdo do biofilme formado pela
Ab-V5 nas sementes de milho, onde as sementes embebidas pelos exsudatos apresentaram
maiores contagens em relagdo ao controle e o exsudato DKB 390 os melhores resultados
Concluimos que ha diferenca na composi¢do quimica dos exsudatos isso pode estar ligada a

acao diferencia nas repostas quimiotaticas dos exsudatos radiculares de genotipos diferentes.

Palavras chave: Exsudatos, UPLC-MS, RMN, Bactérias promotoras de crescimento vegetal
(BPCV).
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6.2 ABSTRACT

Exudates produced by different plant species are able to induce chemotactic responses to
microorganisms and bacteria-plant interactions measured. This study aimed to characterize
the metabolites present in root exudates of two commercial hybrid maize genotypes (DKB
390 and DKB 240), and evaluate the effect of these exudates to induce the chemotaxis of
Azospirillum brasilense. To characterize the exudates were obtained and subjected to solid
phase extraction, then to be inserted into the LC-MS C18 column to determine the metabolites
present in the composition of exudates. Some glycosides may have been lost during the
extraction processor or have fied retained on the column by NMR try to prove their presence
and then confirm with the direct injection into the masses. The chemotactic analysis of
exudates to BPCV was performed by Methodology of capilres in chemotaxis chamber and
through the CFU count of the biofilm of the seeds. In this study we identified 18 compounds
in the hybrid exudate DKB 390 and the DKB 13 240. Among the identified compounds are
fatty acids, organic acids, amino acids, enzymes, auxins, cytokinins and flavonoids.
Differences observed in the chemotactic response of bacteria to the studied exudates, however
root exudate genotype DKB 390 provided slightly higher CFU counts (7,9X10% CFU / mL)
than the 240 DKB genotype (4.9x 10° CFU / ml). This can also be confirmed by
quantification of biofilm formed by Ab-V5 in corn seeds, where the seeds soaked by exudates
showed higher scores in the control and DKB 390 exudate the best results conclude that there
is a difference in the chemical composition of exudates that may be linked to action
differentiates the chemotactic responses of root exudates of different genotypes.

Keywords: Exudates, UPLC-MS, NMR, Bacteria promoting plant growth (BPGV)
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6.3 INTRODUCAO

Azospirillum é um género versatil de BPVC, atuando principalmente na colonizacdo de
gramineas, realizando também interac6es com outras familias de plantas. Varios autores tem
demonstrado a interacdo positiva entre bactérias e o milho, levantamentos de diversos
experimentos realizados em varios paises mostram que a inoculacdo com Azospirillum
resultou, na maioria dos casos, em um aumento de matéria seca, de producéo de gréos e de
acumulo de N nas plantas inoculadas, com baixa disponibilidade de N (SAIKIA et al., 2012).

Estd comprovada que BPVC produzem substancias promotoras de crescimento, e
assim estimulam o crescimento das plantas por meio de varios processos, incluindo: fixacdo
bioldgica de nitrogénio; sintese de horménios como as auxinas, citocininas e giberelinas além
de serem excelentes solubilizados de fosfatos (BABALOLA, 2010).

A eficiéncia na promocdo de crescimento vegetal por microrganismos, depende
basicamente da sua resposta oportuna a quimica estimulos liberados pelas plantas, a sua
concorréncia ou interacdo com outros microrganismos e persisténcia ao longo do periodo de
crescimento.

As substancias quimicas secretadas pelas raizes no solo sdo conhecidas como
exsudados; a exsudacdo de compostos organicos e inorganicos € um dos principais
mecanismos de adaptagédo 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. 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 (OBURGER et al., 2012).

Assim, as raizes das plantas liberam varios compostos como agucares, &cidos
organicos, aminoacidos, flavonoides, entre outros, tanto este conteddo como a quantidade em
que séo liberados séo influenciados por diversos fatores, como espécie da planta e estagio de
desenvolvimento da planta e também influenciam diferentemente a microbiota do solo,
podendo levar a diferentes resultados quanto a colonizacgdo radicular (BADRI & VIVANCO,
2009).

Os exsudatos radiculares produzidos por diferentes espéecies vegetais sdo capazes de
induzir respostas quimiotaticas sobre a microbiota do solo, mediando interacbes planta-
bactéria. Diferentes grupos de microrganismos (benéficos e patogénicos) sdo atraidos pelos

exsudatos de raiz, um efeito denominado quimiotaxia.



42

Em sentido geral, quimiotaxia € o movimento quimicamente dirigido desenvolvidos por
alguns seres vivos. Esse movimento e as substancias quimicas envolvidas nele, podem ser
utilizados por microrganismos com diversas finalidades, como por exemplo a busca por
nutrientes para gerar comunicacdo entre individuos na formacdo de coldnias (CARRENO-
LOPEZ et al, 2009).

A interacdo de planta/bactéria tem sido tema de pesquisas no mundo todo, independente
da cultura, devido ao potencial biotecnoldgico estimulando o aumento da produtividade das
culturas, possibilidade de reducdo dos custos de producdo ao diminuir o volume de adubos
nitrogenados, e consequentemente, melhor conservagdo dos recursos ambientais (CESCO et
al., 2012).

O uso de exsudatos radiculares como indutores da quimiotaxia de BPCV pode levar a
criacdo de um aditivo para formulacdes de biofertilizantes. A busca por metodologias capazes
de identificar as substancias envolvidas nessa interacdo e atracdo, ajudara a caracterizar 0s
exsudatos radiculares; com a identificagdo dessas biomoléculas exsudadas por raizes de milho
gue atuem positivamente sobre essas bactérias podem levar ao desenvolvimento de novos
produtos biotecnologicos, para compor formulacdes biofertilizantes de alta eficiéncia.

A utilizacdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de
Massas € um método de alta seletividade e eficiéncia de separacdo, resulta em um sistema
determinado LC-MS que entdo torna-se uma ferramenta poderosa nas analises de misturas
complexas, para determinacdo de compostos ao nivel de tragos, € um valiosa ferramenta para
a deteccdo de analitos presentes em baixas concentracfes e triagem um grande ndmero de
amostras. Esta técnica, que tem uma maior sensibilidade, maior resolucdo e um tempo de
execucdo mais curto do que HPLC, recentemente tem sido utilizado para estudar os
flavondides em materiais vegetais. Uma vantagem da utilizacdo desta técnica € a
quantificacdo dos analitos com base na area gerada por EIC, essa ferramenta permite que 0s
ions de interesse sejam isolados tornando-se possivel calcular as porcentagens dos compostos
presentes na amostra.

Uma outra técnica vem sendo utilizada para deteccdo rdpida de metabdlitos e
confirmacdo da presenca de determinadas substancias a Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), recebendo destaque no campo de analises qualitativa e quantitativa de componentes
em produtos alimentares, de fluidos bioldgicos e de metabolitos em tecidos e 6rgédos de seres
vivos intactos, uma vez que é uma técnica ndo invasiva e ndo destrutiva. Portanto a RMN é

uma das mais importantes técnicas para a obtencdo de informacéo fisica, quimica, eletrdnica e
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estrutural das moléculas, de um modo nédo destrutivo, podendo fornecer informacao sobre da
estrutura tridimensional e da dindmica das moléculas no estado liquido ou s6lido.

Com isso, 0 presente trabalho teve como objetivo caracterizar e quantificar os
metabolitos presentes em exsudatos radiculares de milho e avaliar o efeito de exsudatos
radiculares e diferentes &cidos organicos e flavonoides, como indutor da quimiotaxia entre
BPCV A. brasilense.

6.4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio Multiusuario de Anéalises de Materiais
e Moléculas da Universidade Estadual de Londrina (LAMM-UEL); Laboratério Multiusuario
de Espectroscopia da Universidade Estadual de Londrina (ESPEC-UEL) e também no
Laboratorio de Bioquimica Molecular do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da

Universidade Estadual de Londrina.

6.4.1 Material vegetal e obtencéo de exsudatos radiculares

Foram utilizadas sementes de milho de dois gendtipos hibridos comerciais, ambos
comercializados pela empresa Dekalb (Monsanto) e gentilmente cedidos pelo Laborat6rio de
Melhoramento Genético de Plantas do Departamento de Biologia Geral — UEL. As

caracteristicas agronémicas dos genétipos de milho utilizados estao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas agrondmicas dos genotipos hibridos comerciais utilizados neste
estudo.

Genotipo | Tipo Ciclo Tipo gréo Porte Cor grao Transgenia®
planta
DKB 240 | Hibrido Precoce Semidentado | 2,25 m Amarelo- | Herbicida e
simples alaranjado | insetos
DKB 390 | Hibrido Precoce Duro 2,20 m Amarelo- | Herbicida e
simples alaranjado | insetos

1Toleréncia ao herbicida glifosato pela introdugdo do gene cp4 epsps; tolerancia a insetos-
praga pela introducdo dos genes crylab e crylf.

Para a obtencdo dos exsudatos, sementes de ambos gendtipos foram superficialmente
desinfestadas por imersdo em solucdo de etanol 95% (v/v) por 30 segundos, seguida de
imerséo em solugdo de H>O2 5% (v/v) por 10 minutos, e finalmente lavadas por 6 vezes com
agua deionizada esterilizada (Marsudi et al., 1999). Em seguida, as sementes foram
germinadas conforme metodologia adaptada de Neal et al. (2012). As sementes de cada
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genotipo, acondicionadas 50 sementes em papel absovente (germitest) dobrado e umedecido
com &gua destilada esterilizada, mantidos em cdmara de germinacdo por 7 a 37 °C. ApGs 0
periodo de germinacdo, 50 plantulas de cada genoétipo foram transferidas para Erlenmeyers e
contendo 150 mL de H»O destilada e esterilizada, mantidas sob agitag&o orbital de 180 rpm a
27 °C por 24 horas. Ao final deste periodo, as plantulas foram removidas e a solugcdo obtida
seguiu uma filtracdo em poro de 0,22 um e liofilizacéo para obtengédo do extrato seco. Quando
de seu uso, os exsudatos foram utilizados como solugdo em agua destilada esterilizada na

concentracdo de 1g/L.

6.4.2 Determinacdo da composicdo quimica dos exsudatos radiculares de milho
por UPLC-MS

Para determinacdo da composi¢cdo quimica dos exsudatos radiculares, utilizou-se 5 mL da
solucdo dos exsudatos de cada genotipo de milho, preparada na concentracdo de 1g/L. Estas
solucBes foram submetidas a extracdo em fase sélida empregando o cartucho de extracdo
Strata-X® (200 mg/3 mL; Phenomemex), conforme o seguinte procedimento: o cartucho foi
ativado com 5 mL de metanol e equilibrado com 5 mL de H20 destilada e esterilizada. Ap6s o
carregamento com 5 mL do Exsudato, o cartucho foi lavado com 5 mL de H20 e, em seguida,
o0s metabdlitos foram eluidos com 5 mL de metanol.

Para analise por UPLC-MS foi utilizado um sistema LC20AD UPLC (Shimadzu, Japao)
acoplado com um espectrometro de massa do tipo triplo quadruplo (Bruker, Alemanha),
equipado com uma fonte de ionizacgdo tipo ESI, operando no modo de ionizacdo negativa a
uma voltagem de spray de 4500V. Os extratos resultantes da extracdo em fase sélida foram
filtrados em uma membrana de nylon 0,45 puM, e aliquotas de 10 pL foram injetadas em uma
coluna KINETEX 5 pm EVO C18 (100A, 100 x 2,1 mm, Phenomenex). A separagio
cromatografica foi realizada a 40 °C, com um fluxo de 0.2 mL/min e uma fase movel
composta do solvente A (0.1% acido acético em agua) e solvente B (metanol), utilizando o
seguinte programa: gradiente de 0.01-10 min de 20% a 95% B; 10.0 — 14.0 min de 95% de B,
14.0— 15.0 min de 95% a 20% B e 15.0-20.0 min com 20% B. Para as analises dos espectros
de massa obtidos, foi utilizado o software Compass Data Analysis (Bruker) onde buscou-se
detectar a presenca dos metabdlitos pelos valores de relagdo massa/carga (m/z) utilizando o

modo negativo. Os cromatogramas dos ions foram extraidos e a partir das massas detectadas,
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foram realizadas buscas nos bancos de dados HMDB e Mass Bank a fim de caracterizar os
metabdlitos presentes na solucdo, a busca foi realizada com uma tolerancia de 0.03 Da. As
analises comparativas entre os dois exsudatos diferentes foram feitas com base na éarea total

de cada cromatograma isolado.

6.4.3 Ressonancia Magnética Nuclear

Uma massa de 10 mg dos exsudatos radiculares foi dissolvida em 500 uL de 6xido de
deutério 99,99%( D20), liofilizada duas vezes antes de dissolugdo em 500 pL de D.O. Os
espectros foram obtidos em temperatura ambiente em um espectrémetro Bruker DRX400
(Bruker GmbH, Rheinstetten, Alemanha) operando a 400 MHz para o hidrogénio H e
equipado com uma sonda de deteccdo inversa de 5 milimetros. Para cada amostra, foram
utilizados 32 scans com pulso de 30°¢ pulso de 90° com presaturacdo do solvente. Os
espectros foram referenciados ao acido trimetilsilil propandico (TMSP) como padréo interno a
0,0 ppm.

6.4.4 Injecdo direta no espectrometro de massas

Utilizou-se a solucdo de exsudatos na concentragdo de 1 g/L sem passar por extracao
em fase solida, diluidos mil vezes em metanos grau HPLC e foi realizada a injecdo direta de
500uL da solucéo diluida no equipamento do tipo triplo quadruplo (Bruker, Alemanha). Para
as analises dos espectros de massa obtidos, foi utilizado o software Compass Data Analysis
(Bruker). Os cromatogramas dos ions foram extraidos e a partir das massas detectadas, foram
realizadas buscas nos bancos de dados HMDB a fim de caracterizar os metabdlitos presentes
na solucdo, a busca foi realizada com uma tolerancia de 0.03 Da.

6.4.5 Avaliacdo da atividade quimiotatica de A. brasilense Ab-V5 aos exsudatos

radiculares de milho, acidos organicos e flavonoides

A bactéria Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5, considerada promotora do
crescimento vegetal e registrada no MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento) para uso em formulac6es inoculantes para as culturas de milho, trigo e arroz,
foi utilizada nos ensaios de quimiotaxia. Esta estirpe encontra-se armazenada sob
criopreservacdo no Laboratorio de Bioquimica Molecular da Universidade Estadual de
Londrina, s reativacdo foi realizada sendo a AbV-5 cultivada em meio cultura Dygs liquido
(Rodrigues Neto et al, 1986; Anexo I), sob agitacdo orbital de 180 rpm a 28 °C por 24 horas.
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Para os ensaios de quimiotaxia, os cultivos de A. brasilense foram normalizados para
uma populagdo de 1 x 10° células/mL apds contagem em camara de Neubauer e dilui¢do em
solucdo salina esterilizada. Foram preparadas camaras de quimiotaxia seguindo a metodologia
de MANDINBA (1986) adaptada, como descrito na figura 4.

Figura 4. Vista lateral da cdmara de quimiotaxia. 1 e 2 placa de Petri; 3 Gota de suspenséao
bacteriana (50pL de suspensdo com 1 x 10° células/mL); 4 Extremidade de tubo capilar em
contato com a suspensdo bacteriana; 5 Extremidade de tubo capilar em contato com a
atmosfera; 6 Chumaco de algoddo; 7 Papel absorvente saturado com &gua destilada
esterilizada; 8 Solucédo de exsudato radicular na concentracdo de 1 mg/L.

A cédmara quimiotatica foi montada a partir de uma placa de Petri esterilizada (2 cm de
altura com um diametro de 14,5 cm), onde foi disposta uma folha de papel absorvente
saturada com agua destilada esterilizada, um tubo capilar com volume total de 5 puL contendo
a solucdo teste com uma das extremidades em contato com a suspensdo de células bacterianas
(50pL na concentragdo de 1 x 10° células/mL) e com a outra extremidade sobre um suporte de
algoddo, formando um angulo de aproximadamente 30° com a superficie da placa. Além dos
exsudatos radiculares obtidos a partir dos gendtipos DKB 240 e DKB 390, foram testadas as
seguintes solugdes como indutoras de quimiotaxia sobre A. brasilense: acido maélico, o
flavonoide rutina, frutose, além de agua ultrapura utilizada como controle absoluto. Todas as
solucBes foram testadas na concentracdo de 1g/L. Apos a montagem das camaras
quimiotaticas para os diferentes compostos testados, estes sistemas foram incubados no
escuro a 28 °C nos tempos de 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 24 horas sendo realizada a
determinacdo da populacdo de A. brasilense presente nas solugbes de preenchimento dos
capilares pela técnica de contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC). Foi utilizada
camaras diferentes para cada composto avaliado sendo realizado em triplicata

Essa contagem foi realizada através do plagueamento por semeadura em superficie do
conteddo dos capilares em meio de cultura dygs solido. As avaliacdes de contagem por UFC
foram realizadas em triplicata para cada solugdo testada. Todos os parametros foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA) utilizando o software Sisvar (FERREIRA, 2011),
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e na ocorréncia de diferencas significativas (p < 0,5) foi aplicado o teste de Tukey para
separagdo das médias.

6.4.6 Avaliacdo da quimiotaxia de sementes de milho tratadas com exsudatos

radiculares sobre Azospirillum brasilense Ab-V5

A atividade quimiotatica de sementes de milho tratadas com exsudatos radiculares de
milho foi avaliada em placas quimiotaticas, montadas a partir de placas de Petri (150 x
15mm) contendo solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1951) modificada pela auséncia de
nitrogénio e pela adicdo de agar (6 g/L). Em cada placa de Petri foram dispostas duas
sementes do hibrido P30F53H, mediadas por 5 UL de uma suspensdo de células de A.
brasilense Ab-V5 na concentracdo de 1 x 108 células mL™. Os tratamentos consistiram da
embebicdo das sementes por 30 minutos em solucdo de exsudatos radiculares obtidos dos
gendtipos DKB 240 e DKB 390 separadamente, preparados em uma concentragdo de 1 g/L™.
Sementes embebidas por 30 minutos em agua destilada esterilizada foram utilizadas como
controle do ensaio de quimiotaxia. As placas quimiotaticas foram incubadas sob temperatura
de 28 °C por 24 horas, sendo em seguida determinado o nimero de UFC por semente. A
determinacdo do numero de UFC foi realizada apés a transferéncia de cada semente para tubo
de ensaio contendo 9 mL de solugédo salina esterilizada, seguida de agitacdo vigorosa por 3
min e diluicdo seriada desta suspensdo até a diluicio até 107. As suspensdes assim obtidas
foram inoculadas em placas de Petri contendo meio de cultivo Dygs sélido, e as contagens
foram realizadas ap6s a incubacdo das placas por 24 horas a 28 °C, em triplicata para cada
condicdo testada. Todos os parametros foram submetidas a analise de variancia (ANOVA)
utilizando o software Sisvar (FERREIRA, 2011), e na ocorréncia de diferencas significativas

(p < 0,5) foi aplicado o teste de Tukey para separacdo das médias.

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.5.1 Caracterizacao quimica de metabolitos presentes nos exsudatos

A caracterizacdo quimica dos exsudatos radiculares de milho permite uma viséo da

influéncia do metabolismo vegetal sobre a composi¢&o nutricional do ambiente rizosférico. E
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sabido que as plantas influenciam este ambiente pela rizodeposicdo, atuando seletivamente
sobre determinados grupos taxondmicos pertencentes ao microbioma do solo (ANDREWS et
al., 2010). Estes exsudatos atuam como quimioatraentes, fornecendo suporte energético aos
grupos microbianos compativeis as substancias exsudadas, resultando no aumento das
populagdes bacterianas (Gray e Smith, 2005).

Uma vez identificado o efeito quimiotatico dos exsudatos radiculares de milho sobre a
BPCV A. brasilense Ab-V5, foi realizada a caracterizagdo da composi¢do quimica dos
exsudatos de milho estudados (genétipos DKB240 e DKB 390) utilizando as técnicas de
UPLC-MS e RMN. Identificada a composi¢cdo molecular dos exsudatos, sdo obtidos subsidios
para 0 desenvolvimento de aditivos para melhoria de formulagdes inoculantes contendo
BPCV, que possam favorecer o processo de colonizagdo das plantas inoculadas e
consequentemente aumentar a eficiéncia da tecnologia de inoculacdo. A variabilidade na
resposta agrondmica ao uso de inoculantes contendo BPCV, entre outros fatores, esta
relacionada a colonizacdo ineficiente da planta-alvo pelos microrganismos inoculantes
(MARTHA JR et al. 2014). Superada esta limitacdo, espera-se que a substituicdo de insumos
industriais por outros naturais de baixo custo possa levar a diminuicdo dos custos de
producdo, menor poluicdo e menor degradacdo ambiental (GHOLAMI, A. et al., 2012).

No sentido geral exsudatos radiculares sdo compostos em sua maioria por flavonoides,
aminoacidos, &cidos organicos, acidos graxos entre outros, e a mistura desses metabolitos
(exsudatos brutos) estimula a quimiotaxia dos microrganismos e estimula a interacéo
planta/bactéria fazendo com que haja uma maior colonizacéo.

Os exsudatos radiculares influenciam o crescimento quimiotatico de bactérias que
colonizam a rizosfera pela alteragdo do ambiente do solo circundante, servindo como
substrato para crescimento seletivo de microrganismos do solo, capazes de utilizar
eficientemente determinado substrato (PARADA e FREITAS, 2007).

Dentre os compostos exsudados pelas raizes, os flavonoides possuem grande
importancia como quimioatraente de microrganismos (BERTIN, et al. 2003), atuando
diretamente sobre a expressdo de genes bacterianos (SHAW, MORRIS & HOOKER, 2006).
Em plantas, os flavonodides estdo envolvidos no stress protecdo (por exemplo, contra a
radiacdo UV, oxidativa e temperatura stress), desenvolvimento, sinalizacdo (trocas de sinais
moleculares, induzindo a quimiotaxia), e protecdo contra insetos herbivoros e de mamiferos
(Gould e Lister, 2006).

A complexidade na composicdo dos exsudatos radiculares estd demonstrada nos

cromatogramas de referéncia dos exsudatos de milho obtidos por UPLC-MS a partir dos ions
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isolados EIC (ferramenta permite que os ions de interesse sejam isolados tornando-se possivel
calcular as porcentagens dos compostos presentes na amostra), as figuras 5 e 6 mostram os
picos cromatograficos mais abundantes na composicdo dos exsudatos através da busca nos

bancos de dados Mass bank e HMDB pudemos identificar os compostos encontrados.
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Figura 5: Cromatograma de referéncia do exsudato radicular do genotipo hibrido de milho
DKB 240, obtido por UPLC-MS. Os numeros acima dos picos representam os picos de
interesse isolados por EIC a partir do cromatograma total.
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Figura 6: Cromatograma de referéncia do exsudato radicular do genétipo hibrido de milho
DKB 390, obtido por UPLC-MS. Os numeros acima dos picos representam os picos de
interesse isolados por EIC a partir do cromatograma total.

Identificamos 18 compostos presentes no exsudato DKB 390 e 13 no DKB 240, dentre os
compostos estdo agucares, acidos graxos, acidos organicos, aminoacidos, enzimas, auxinas,

citocininas e os flavonddes; os compostos identificados estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3: Composicdo quimica dos exsudatos radiculares de dois gendtipos hibridos comerciais
de milho (DKB 240 e DKB 390), identificados a partir de UPLC-MS

DKB 390
Composto Tempo de Formula Massa massas Classificacao
retencao(min) (m/z) observadas
(m/z2)
Acido fenil acético 10.2 C20H3003 318.2351 317.2251  Auxina
Sorgittariol 10.5 C20H4202 . 306.2249 305.2249 diterpenos
Rutina 10.5 C27H30016 612.4571 611.4571 Flavondide
Acido 10.8 320.2420 319.2420 precursor de
epoxylicosatrienoico B naftoflavona
Petunidina 11.3 CisH1106" 318.2261 317.2261 antocianina
caracerizado
como flavondide
Oxoasmicinona 11.3 Cs7H50013 . 636.4586 635.4586  Acido graxo
Steviobiose 11.4 C32Hs50013 642.3295 641.4295 | Acucar
Cisteina 12.8 CeHisNO, | 224.0377 223.0377  aminoacido
L-isoleucina 13.1 C15H1004 228.2112 227.2112 aminoacido
Crisina 13.3 C18H3202 . 254.2279 253.2279 Flavonoide
acido octadecynoic 13.3 C22H2209 280.2440 279.2440  Acido graxo
Hidroxyfomononetina 13.5 C15H104 447.4925 894.9844  enzima catalizadora d
b-d glucosidase reacOes quimicas
Crisina 13.8 C16H1202 256.2441 255.2241 Flavonoide
Acacetin 14.5 C16H1202 . 282.2682 281.2682  Flavondide
Metil daidzeina 145 C15H1404 284.2748 283.2748 isoflavona
1,26hexacosanediol 14.5 Ca6H5402 ~ 397.4926 794.9853 Revestimento de raiz
Tetrametil 6-2 18.0 C15H2204 266.1583 265.1583 Precursor de
metilbutanol isoflavonas
ciclihexano
Adenosina fosfato 18.0 C20H30N10025P¢ 497.492 994.9480  sinese proteica
DKB 240
isopentinil adenosina 8.2 CisHziNsOs | 336.2363 335.2363 citocinina
Sacarina 10.5 C7HsNO3 182.7303 Acucar
Petunidina 10.5 C1sH1106" 319.2261 317.2261  antocianina
caracerizado como
flavondide
Eicosatrenoic acid 11.0 C20H3402 320.2428 319.2428 Acido graxo
Acido fenil acético 11.4 CgHsO2 3182272 317.2272  Auxina
Adefenina 12.8 C20H2sNO2 312.1828 311.1828 anticolinérgico, inibe
a acdo da acetilcolina
Raminetina 11.2 CasH32017  316.2118 315.2118 Flavonoide
Oxoproline 13.6 CsH7NO3 127.623 255.2640 acido organico
Isoliquirtigenina 13.6 CisH1204 | 256.2460 255.2460  Chalcona
Acido fumarico 13.8 C4H404 282.2626 281.2626 acido organico
Crisina 13.1 CisHwoOs  254.229 253.2299  Flavondide
Glutamato 17.9 CsHgNO4 594.9942 1188.9902 Aminoacido
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O cromatograma total dos exsudatos dos dois gendtipos (Anexo 1), apresentou, varios
picos irrelevantes, por esse motivo também fizemos a separacéo dos ions isolados pela técnica
de EIC, relembrando que a maior vantagem de se utilizar esta técnica é poder calcular em
porcentagem a quantidade de cada metabdlito presente na amostra através das areas dos picos.

O intuito dessa caracterizacdo foi de desvendar a composi¢do quimica dos exsudatos
radiculares, pois esses afetam a concentracdo de nutrientes na rizosfera de plantas e
indiretamente melhoram atividade da microbiota do solo promovendo a quimiotaxia desses
microrganismos, por fornecerem uma rica fonte de energia e nutrientes, resultando no
aumento das populacdes bacterianas em determinada area (Gray e Smith, 2005). Também
buscamos identificar os flavonoides presentes nesses compostos; flavonoides sdo conhecidos
por desempenhar um papel na multifuncional rizosfera. (Aoki et al., 2000).

Os flavonoides encontrados nos exsudatos radiculares do genétipo DKB 240 foram:
crisina, daidzeina e também petunidida que € uma antocianina caracterizado como flavondide.
A crisina representa 15,33 % da composicao total da solucdo de exsudatos avaliada (pico
cromatografico 1 na Fig. 7a, com tempo de retencdo de 13.8 min) seguido raminetina com
11,74%(pico cromatografico 1 na Fig. 7b, com tempo de retencdo de 13.2 min) e Petunidina
11,5 % (pico cromatografico 1 na Fig. 7c, com tempo de retencdo de 10.5 min).

No exsudato radicular do genétipo DKB 390 foram encontrados um niimero maior de
favonoides, além, de uma isoflavona e um precursor de isoflavonas; sdo esses crisina
apresentou maior concentragdo correspondendo a 16,86% da composicao total solugdo de
exsudatos avaliada (pico cromatografico 1 na Fig. 8a, com tempo de retencdo de 13.8 min);
petunidina 9,46%(pico cromatografico 1 na Fig.8b, com tempo de retengdo de 11.3 min);
rutina 3,07% (pico cromatografico 2 na Fig. 8c, com tempo de retencdo de 10.5 min);
apresentando também a isoflavona metildaidzeina 6,4%(pico cromatografico 1 na Fig. 8d),
com tempo de retengéo de 14,5 min).

Como dito anteriormente esses compostos tem acdo diferenciada, com base nos
experimentos realizados no presente trabalhno o DKB 390 promoveu uma maior quimiotaxia
de Azospirillum brasilense em relacdo ao DKB 240 isso possivelmente pode ser explicado
pelo fato de que este composto apresenta um maior numero de diferentes flavonoides além da
presenca de isoflavonas; outra suposta explicacdo é que também detectamos a presenca de
uma substancia chamada Sagittariol (Fig. 9), é encontrada nas raizes de alguns vegetais. Este

composto pertence a classe de compostos organicos conhecidos como colensane e
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clerodanicos diterpendides. Estes sdo diterpenos, envolvidos na sinalizacdo celular e

armazenamento de energia, produzem sinais que controlam a expresséo de genes, estimulam o

crescimento microbiano através da quimiotaxia e também pode sintetizar moléculas de defesa

para a rizosfera (Yannai, Shmuel, 2004.).
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Figura 7: Espectro de massas dos flavonoides encontrados no exsudato radicular do genotipo
de milho DKB 240 de forma separada. A- Crisina, b- Raminetina, c- Petunidina.
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Figura 8: Espectro de massas dos flavonaddes e isoflavonas encontrados no exsudato radicular
do gen6tipo de milho DKB 390. a- Crisina, b- Petunidina, c- Rutina, d- Metildaidzeina e
1,26 hexacosanediol.



54

Intens. ] -MS, 10.5min #612,
x109]

305.2249

11

611.4571

0 T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 miz

Figura 9: Espectro de massas identificando a presenca do precursor de opinas sagittariol, no
exsudato radicular do genétipo de milho dkb 390.

Os Flavondides, por apresentarem uma grande diversidade de atividades biologicas
benéficas, tém sido extensamente pesquisados (PONGSUWAN et al. 2008). Dentre eles 0s
que mais se destacaram na nossa pesquisa foram rutina, e crisina. A Rutina, um flavondide
com ampla distribuicdo no reino vegetal por apresentar atividade quimiotatica (DENG et al.,
2008), tem sido objeto de muito estudo em diversas areas, dentre elas agronémicas, nutricao
animal e na industria farmacéuticas (PEDRIALI, 2005). Este flavondide é encontrado em
varias fontes alimentares como cebola, uva, trigo serraceno, feijdo vermelho, milho, macas,
tomates e bebidas como vinho tinto e cha preto (Thomson et al., 1999).

Crisina (5,7 diidroxiflavona) é um potente flavondide, ja tem sido apresentada como tendo
efeitos antioxidantes (Pushpavalli et al., 2010), anti-inflamatorios (Bae et al., 2011) e
ansiolitica. E utilizada juntamente com 0s seus precursores ou os estimuladores, na ativagio
de genes promotores da quimiotaxia (GOULD, 2006).

Com o objetivo de determinar a presenca de glicosideos e arométicos que sdo compostos
presentes na estrutura que compde os flavonoides glicosilados, esses podem ter de alguma
maneira ficado retido na coluna, foi realizado a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) das
amostras. Em geral, as separacdes desses tipos de compostos sdo obtidas em colunas de fase
reversa C18, e as diferencas nas caracteristicas dos métodos de identificacdo e quantificacdo
estdo associadas com o sistema de deteccdo ou mesmo com a prépria coluna dependendo do
material a ser utilizado (MERKEN e BEECHER, 2000), por esse fato ou mesmo pela escolha

do solvente os flavonoides glicosilados ndo foram eluidos durante o processo.

Analisando os espectros de RMN? foi possivel observar, que nos exsudatos dos dois
gendtipos DKB 240 e DKB 390 (Fig. 10), apresentaram sinais entre as regides 6 3- 4, a

presenca de glicosideos e também sinais nas regides entre 6 6 - 8 representando aromaticos,
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revelando a possivel presencga de flavondides glicolisados, sendo possivel visualizar a maior
intensidade do sinal no exsudato 390.

Devido a grande diversidade estrutural que estes glicosideos podem apresentar,
diversos pesquisadores tém voltado sua pesquisa ao desenvolvimento de técnicas analiticas
que proporcionem uma analise mais detalnada a cerca destes constituintes vegetais,
principalmente no que diz respeito a identificagdo dos isdmeros (CUYCKENS e CLAEYS,
2005). Assim 0 RMN (H?) permite um estudo adicional e uma analise rapida para

confirmacdo da presenca desses compostos.
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Figura 10: Espectro de RMN *H em DO comparando os exsudatos DKB 390 a cima e DKB
240 em baixo.

Buscando identificar esses glicosideos retidos realizamos a injecdo direta da solugédo

dos exsudatos no espectrometro de massas, com 0 espectro gerado retiramos as massas
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encontradas na analise onde utilizamos coluna, deixando somente as desconhecidas, assim
tivemos a comprovacdo da presenca de flavondide glicosilados cyanidin (massa-683.4495) e
da isflavona glycynhiza A (massa-453.1653) no exsudato radicular DKB 390 além de outras
substancias( hydroxy pyrene, acido hepta decanoico, 6 metil hepta cadene e fosfatidilcolina)

como mostrado na figura 11.
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Figura 11: Espectro de massas obtidos pela injecéo direto do exsudato radicular DKB 390

Ja o exsudato radicular DKB 240 apresentou um glicosideo fendlico derivado da frutose
chamado trihidroxyfenil-gama-valerolactona O metil 5’ O glucoronideo (massa-161.0286) e
um glicosideo de raiz o metil heliantonato F glicosideos (massa-437.1916); além dos
compostos acido heptandico, 6 metil hepta cadene, glicoesfingolipideos, fosfatidiletanolamido

e acido aminoindicanoico (Fig 12).
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Figura 12: Espectro de massas obtidos pela injecdo direto do exsudato radicular DKB 240

O que leva a confirmar um maior nimero de flavonoides presentes na solugdo de
exsudatos DKB 390 mostrando que sdo quimicamentes diferentes pois apresenta flavonoides
diferentes do outro exsudato. Quando se trata da atracdo quimiotatica exercida pelos
flavonoides presentes nos exsudatos, o genotipo DKB 390 pode ser considerado mais forte
pois apresenta no total 5 flavondides e 2 isoflavonas enquanto o DKB 240 apresenta 3
flavondides.
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Segundo Mulder et al. (2005), a interacdo planta e bactéria comeca quando a necessidade
nutricional da planta é sinalizada por meio dos flavondides exsudaos pelas raizes induzindo a

quimiotaxia de BPCV.

6.5.2 Avaliacdo da atividade quimiotatica de A. brasilense Ab-V5 por

capilaridade

Ao longo do ciclo de desenvolvimento da planta, a exsudacdo de uma ampla gama de
compostos quimicos pelas raizes modifica as propriedades quimicas e fisicas do solo,
regulando, dessa forma, a estrutura da comunidade microbiana localizada em torno do sistema
radicular (SUN et al.2012). Em adicdo, os exsudatos radiculares constituem a fonte mais
significativa de nutrientes na rizosfera, e parecem participar do inicio da coloniza¢do da
planta pelos microrganismos do solo ao induzir uma resposta quimiotatica distinta sobre
diferentes grupos taxonémicos BADRI et al. 2009). Os microrganismos sdo atraidos por
guimiotaxia em direcdo aos exsudatos liberados pelas raizes vegetais, que servirdo como
substrato metabdlico, juntamente com os produtos da decomposi¢do das células mortas das
raizes (rizodeposicdo), e fornecerdo suporte energético para o estabelecimento dos grupos
microbianos compativeis (BULGARELLI et al., 2013).

Dentre os microrganismos do solo, bactérias pertencentes ao género Azospirillum séo
caracterizadas como promotoras de crescimento vegetal, capazes de influenciar positivamente
o desenvolvimento e a produtividade de numerosas espécies de plantas, muitas de grande
interesse agrondmico. De modo geral, a expressdéo dos mecanismos de promocdo do
crescimento por Azospirillum ocorre ap6s uma colonizacdo eficiente do ambiente da rizosfera,
onde a quimiotaxia dirigida a compostos exsudados pelas raizes exerce grande influéncia
(PEDRAZA et al. 2009). STEENHOUDT e VANDERLEYDEN (2000), verificaram in vitro
que Azospirillum lipoferum e A. brasilense possuem grande atividade quimiotatica para
acucares, acidos organicos, aminoacidos e compostos aromaticos, quando utilizados de forma
combinada, como também observaram respostas quimiotaticas positivas a exsudatos
radiculares. Observam-se também respostas a diferentes fontes de carbono e concentracdo de
oxigeénio, que variam conforme as espécies de Azospirillum.

A agricultura moderna ndo pode excluir as interagdes naturais e positivas existentes entre a
microbiota do solo e as plantas cultivadas, crescentemente exploradas em produtos
biotecnologicos disponibilizados como alternativas aos fertilizantes e outros agroquimicos.

Por outro lado, o estabelecimento de interaces benéficas associativas, como a maioria das
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interacGes mediadas por BPCV, demandam o entendimento profundo dos eventos moleculares
que dirigem interacbes compativeis (Cao et al 2011). De modo geral, as interacGes
associativas entre planta e bactérias se iniciam nos eventos de quimiotaxia, que precedem a
colonizacdo dos tecidos vegetais (Kamilova, et al., 2006). Diferentemente das associa¢des
mutualisticas exibidas na interacdo entre rizébios e leguminosas, muito bem compreendidas
em nivel molecular (REIS E AZEVEDO, 2008), as associa¢es ndo-mutualisticas entre BPCV
e gramineas carecem de maior compreensdo sobre os fatores moleculares de importancia na
interacdo e na expressao de genes relacionados a promocdo do crescimento vegetal (SHIME-
HATORI et al. 2011.

Com objetivo de identificar o papel de algumas moléculas descritas como componentes
de exsudatos radiculares de plantas de milho ou de importancia na inducao de quimiotaxia em
BPCV, foi determinada a capacidade atraente do acido malico, flavonoide rutina, frutose,
além de agua ultrapura utilizada como controle absoluto em comparacdo a capacidade
quimiotética de exsudatos de dois gendtipos de milho.

As determinacGes de UFC (Fig. 13) indicam que os exsudatos radiculares possuem
maior capacidade quimiotatica sobre A. brasilense Ab-V5 e tendem a aumentar a colonizagéao
com o passar das horas, os exsudatos mostram que a quimiotaxia comega logo nos primeiros

minutos de contato com o indutor.

Quimiotaxia em capilar

d » ;
130 min

® lhora
m 2horas

W 24 horas

DKB 390 DKB 240 Rutina Ac. Mélica Frutose

Figura 13: Numero de UFC de A. brasilense Ab-V5 em capilares preenchidos com diferentes
substancias e exsudatos radiculares de dois genotipos hibridos de milho (DKB 390 e DKB
240). As contagens sdo apresentadas como Logio de UFC.
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Aos 30 minutos de incubagdo o exsudato DKB 390 promoveu a quimiotaxia de Ab-V5
de 1,408 UFC/ mL, ap6s uma hora j& foram quantificados 2.000 UFC/mL, em 2 horas 2.992 e
em 24 horas de encubacao a contagem chegou a 6.386 UFC/mL.

Ja 0 exsudato DKB 240 nos dois primeiros tempos de avaliacdo mostrou que
estatisticamente eles ndo diferem, j& no tempo de 2 e 24 horas de incubagdo mostrou um
namero de celuas por mL menor do que o0 exsudato 390, mostrando que esse exsudato tem um
menor potencial quimioatraente para Ab-V5.

Os outros compostos avaliados ndo apresentaram contagens significativas.

O comportamento diferenciado na atracéo de A. brasilense Ab-V5 pelos exsudatos dos
genotipos de milho avaliados, sugerem heterogeneidade na composi¢do quali-quantitativa
destes exsudatos. Estudos de Carvalhais et al. (2011) revelou uma variacdo da composicao
exsudato de raiz, na presenca de compostos organicos.

Uma possivel explicacdo para os resultados obtidos neste estudo é o fato de os
exsudatos de milho apresentarem acidos orgénicos e flavonoides e antocianinas e muitas
outras como foi caracterizado neste trabalho em sua composicdo (Yoneyama et al, 2007),
esses compostos nao apresentam efeito quimiotatico quando avaliados separadamente,
somente a mistura dessas substancias (exsudatos brutos) tem acdo quimiotatica.

Ainda ndo se tem muitos estudos sobre a quimiotaxia provocada por acidos organicos
e flavonoides de forma separada, somente ha relatos da quimiotaxia ativada por exsudatos
radiculares.

Estudos de Lima (2014), mostraram que os exsudatos radiculares de milho, promoveram
um aumento na colonizacdo radicular crescente em varios estagios de crescimento, neste
estudo ela avaliou 7,14 e 21 dias de crescimento das semente.

Finger (2002) revelou que exsudatos radiculares de feijdo guandu propiciou a quimiotaxia
de grande nimero de bactérias totais no rizoplano, que foram diminuindo nas fragdes de solo
mais distantes das raizes, possivelmente em decorréncia da diminui¢cdo gradativa das
quantidades de exsudato.

Bacilio-Jimenez et al. (2003) indicou que os exsudatos de arroz podem induzir uma
resposta quimiotatica para maior bactérias endofiticas do que para outras estirpes presentes na
rizosfera. Ja os dados apresentados por Yaryura et al. (2008) sugeriu que a colonizagdo de
sementes de soja por Bacillus amyloliquefaciens (BNM339) foi influenciada pela estimulagéo

da quimiotaxia, o crescimento e a formagé&o de biofilme causado pelos exsudados.
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6.5.3 Avaliacio da quimiotaxia de sementes de milho tratadas com exsudatos radiculares
sobre Azospirillum brasilense Ab-V5

Para avaliar o efeito quimiotatico sobre A. brasilense Ab-V5, a partir do biofilme
formado nas raizes de milho, foi realizada a contagem de UFC pela dilui¢do a 10° (Fig. 14). A
semente embebida com a solugdo de exsudatos apresentou uma contagem de células
bacterianas significativamente maior que o controle, por serem considerados indutores de
quimiotaxia. O exsudato 240 apresentou 9,77 x108 UFC/mL e seu controle 3,56 x 107, tendo
uma aumento na populacdo de células bacterianas obtidos pela contagem de 27 vezes; ja 0
exsudato 390 apresentou 2,54 x 10° UFC/mL e seu controle 8,22 x 10°; o aumento foi maior
gue 100 vezes. Mostrando o aumento que o aumento da quimiotaxia de Ab-V5 no exsudato
DKB390 foi 2,59 vezes maior que o DKB 240. A figura 15 mostra a motilidade das células
bacterianas em direcdo as sementes tratadas com exsudatos radiculares, ilustrando o
incremento na quimiotaxia das sementes tratadas sobre a bactéria A. brasilense Ab-V5. O
aumento da colonizacdo beneficia a interacdo planta/bactéria, pois com o aumento da

populacdo aumenta a interacdo facilitando as respostas (KAMAL 2011).
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Figura 14: Contagem de UFC/mL em log/UFC do biofilme de AbV-5 nas sementes de

milho com e sem exsudatos.
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Figura 15: Quimiotaxia do Azospirillum brasilense (AbV-5) aos exsudatos radiculares. A
semente do lado direito mostra a colonizacdo e a quimiotaxia da BPCV na semente de milho,

a do lada esquerdo representa o controle onde ndo houve a quimiotaxia.

6.6 CONCLUSAO

Com as analises de LC-MS, RMN (H?) e injecdo direta no massas, foi possivel
determinar a composicéo quimica dos exsudatos radiculares DKB 390 e DKB 240.

Exsudatos de plantulas de milho sdo compostos principalmente por flavonoides, acidos
graxos e compostos nitrogenados.

O exsudato DKB 390 se mostra mais complexo quimicamente do que o DKB 240,
sendo assim possui um potencial quimioatraente superior ao 240.

Somente no exsudato 390 caracterizamos 0 composto sagittariol, que produzem sinais
que controlam a expressao de genes e estimulam a quimiotaxia.
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6.9 ANEXOS

Anexo Il. Cromatograma total do exsudato DKB 390
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Anexo I. Cromatograma total do exsudato DKB 240
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Anexo I11. Composicdo do meio de cultura dygs

2 g de glicose; 1,5 g de peptona;2 g extrato de levedura;0,5 g de KoHPO4.0,5 de MgSOs;
Agua destilada g.s.p. 1 L;pH 6,0
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CAPITULO 2 - Efeitos Alelopaticos De Exsudatos Radiculares De Milho Na Fisiologia
E Desenvolvimento Inicial De Geno6tipos Hibridos De Milho

7.1 RESUMO

Os exsudatos radiculares produzidos por diferentes espécies vegetais sdo capazes de
induzir respostas quimiotaticas sobre a microbiota do solo, mediando interagbes planta-
bactéria. Esta quimiotaxia depende em parte da composicéo quali-quantitativa dos metabdlitos
vegetais exsudados pelas raizes, que atuam seletivamente sobre grupos taxondmicos
componentes do microbioma do solo e induzindo seu incremento populacional e favorecendo
seu estabelecimento no ambiente rizosférico. Inoculantes comerciais contendo bactérias
associativas consideradas promotoras do crescimento vegetal (BPCV), como por exemplo a
bactéria Azospirillum brasilense, vem sendo comercializados no Brasil e a expectativa é de
crescimento na demanda destes produtos. Assim, a identificacdo de compostos que possam
ser utilizados como aditivos podem levar ao desenvolvimento de formulagdes inoculantes de
alta eficiéncia. O presente trabalho objetivou avaliar o efeito alelopatico de exsudatos
radiculares de genotipos hibridos comerciais de milho (DKB 240 e DKB 390) sobre
parametros fisiol6gicos de plantas de milho durante seu estagio de desenvolvimento inicial, e
identificar seu potencial de uso como aditivo em formulagdes inoculantes contendo a BPCV
A. brasilense estirpe Ab-V5. Realizamos estudos sobre genétipos homélogo (DKB 240) e
heter6logo (P30F53H) aos exsudatos obtidos, avaliando os efeitos da adicdo dos exsudatos
tanto na presenca como na auséncia de A. brasilense. Foram determinados os efeitos dos
tratamentos sobre parametros fisiol6gicos e biométricos obtidos durante o desenvolvimento
inicial das plantas. Os resultados obtidos demonstram que os exsudatos radiculares atuam
como guimioatrentes para BPCV e sdo responsaveis por aumentos na arquitetura radicular do
milho, podendo ser utilizado como aditivos para compor formulagdes de biofertilizantes de

alta eficiéncia.

Palavras chave: Inoculantes, Azospirilum brasilense, bactérias promotoras de crescimento

vegetal.
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7.2 ABSTRACT

The exudates produced by different plant species are able to induce chemotactic responses on
soil microflora, mediating plant-bacteria interactions. This chemotaxis depends in part on
qualitative and quantitative composition of plant metabolites exuded by the roots, which act
selectively on groups taxonomic soil microbiome components and inducing its population
growth and promoting its establishment in the rhizosphere environment. inoculants containing
associative bacteria seen as promoting plant growth (BPCV), such as bacteria Azospirillum
brasilense, has been marketed in Brazil and is expected growth in demand for these products.
The identification of compounds which may be used as additives can lead to the development
of high efficiency inoculant formulations. This study aimed to evaluate the allelopathic effect
of root exudates of commercial hybrid maize genotypes (DKB 240 and DKB 390) on
physiological parameters of corn plants during their initial stage of development, and to
identify its potential use as an additive in inoculants containing formulations the BPCV A.
brasilense Ab-V5 strain. We conducted studies on homologous genotypes (DKB 240) and
heterologous (P30F53H) obtained exudates to evaluating the effects of the addition of
exudates both in the presence and absence of A. brasilense. They determined the effects of
treatments on physiological and biometric parameters obtained during the initial development
of plants. The results show that the root exudates act as quimioatrentes to BPCV and are
responsible for increases in root architecture of maize, can be used as additives for

formulations composed biofertilizer high efficiency.

Keywords: Exudates, A. brasilense, chemotaxis and bacteria that promote plant growth
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7.3 INTRODUCAO

Vaérios estudos tem mostrado a capacidade de promog¢éo do crescimento de plantas de
milho por BPCV do género Azospirillum (EGAMBERDIYEVA, 2007). Entre os efeitos de
promocdo do crescimento mediados por Azospirillum, estdo incluidos aumentos na taxa de
germinagdo de sementes, aumento de &rea foliar, incrementos na produtividade, aumento no
teor de clorofila, maior absor¢do de nutrientes, aumento no teor de proteina dos gréos,
tolerancia a estresses bidticos e abidticos, incrementos na producdo de matéria seca da parte
aérea e raizes, atraso na senescéncia, e controle biolégico de pragas e doencas ( BARILLI, et
al. 2011).

Entretanto, a utilizacdo de inoculantes contendo cepas selecionadas de Azospirillum
ainda ndo ocorre como pratica agricola regular. Apesar dos bons resultados encontrados
devido a utilizacdo dos inoculantes, diversos fatores influenciam a utilizacdo eficiente da
tecnologia, e estes vao desde a sua producdo até sua utilizacdo a campo. O maior problema
estd na sobrevivéncia dos micro-organismos durante todo o processo, durante o0
armazenamento e transporte do produto a mortalidade da bactéria pode ser maior que 90 % da
populacdo inicialmente incorporada no veiculo ( BASHAN et al., 2013). Pesquisas sobre
incrementos que atuem como aditivos para compor formulagdes de biofertilizantes estéo
sendo realizadas, para suprir as deficiéncias e proporcionar uma excelente interagéo,
modulando o metabolismo da planta e aumentando sua produtividade por efeitos diretos e
indiretos (OLIVEIRA, et al., 2014).

A capacidade de estabelecimento de uma espécie bacteriana em associa¢do com uma
espécie vegetal é denominada rizocompeténcia, atua envolvendo fatores bioquimicos de
compatibilidade entre os gendtipos vegetal e bacteriano. Estes fatores sdo determinantes na
eficiéncia da associacdo e a auséncia de rizocompeténcia resulta em declinio progressivo na
densidade populacional dos microrganismos introduzidos, levando ao insucesso na elicitacdo
das respostas de promocéo do crescimento (KRAVCHENKO, 2006).

Buscando entender melhor a influéncia do metabolismo vegetal sobre a eficiéncia
associativa entre plantas de milho e Azospirillum brasilense, buscou-se a determinagdo do
efeito alelopatico de exsudatos radiculares de milho sobre a interacdo milho-Azospirillum e
sobre o préprio desenvolvimento de plantas de milho.

As plantas exsudam através das raizes uma gama de compostos, e muitos destes atuar
como quimioatraentes para bactérias e através da motilidade, bactérias sdo capazes de dirigir

0 seu movimento em resposta ao comportamento gradiente quimico conhecido como
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quimiotaxia (BAKKER et al. 2007). A resposta quimiotatica de bactérias aos exsudatos
desempenha um relevante papel ecoldgico em bactérias associadas a plantas e constituem o
primeiro passo para iniciar a comunicacdo entre as raizes das plantas e microrganismos
(BIBLE, et al. 2008).

A quimiotaxia é medida atraves do nimero de células bacterianas que responderam ao
gradiente quimico exposto, levando a modificacbes no desenvolvimento das plantas e de
defesa (KATO, et al. 2008). Atualmente, o papel de moléculas sinalizadoras como 0s
exsudatos surge como uma caracteristica importante das interacdes entre plantas e de
organismos presentes no solo (LI1U et al.,2008).

De modo geral, as interacdes associativas entre planta e bactérias se iniciam nos
eventos de quimiotaxia, que precedem a colonizacdo dos tecidos vegetais (Kamilova, et al.,
2006). Exsudatos radiculares sdao muito importantes no processo de sinalizacdo e interacéo
planta/bactéria.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito dos exsudatos
radiculares de milho na fisiologia do milho durante seu estdgio de desenvolvimento e

confirmar seu potencial como quimioatraente para BPCV.

7.4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos seguintes laboratérios, todos instalados na
Universidade Estadual de Londrina: laboratério de Bioquimica Molecular (Departamento de
Bioquimica e Biotecnologia), laboratério de Sementes (Departamento de Agronomia),
laboratdrio de Ecologia Vegetal (Departamento de Biologia Animal e Vegetal), e laboratorio

de Genética de microrganismos (Departamento de Biologia Geral).

7.4.1 Material vegetal e obtencéo de exsudatos radiculares
Foram utilizadas sementes de milho de trés gendtipos hibridos comerciais, sendo dois
comercializados pela empresa Dekalb/Monsanto (DKB 240 e DKB 390), e um
comercializado pela empresa Pioneer (P30F53H). Estes materiais foram gentilmente cedidos
pelo Laboratorio de Melhoramento Genético de Plantas do Departamento de Biologia Geral —
UEL. As caracteristicas agronémicas dos genétipos de milho utilizados estdo apresentadas na
Tabela 4.
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Tabela 4 Caracteristicas agrondmicas dos genotipos hibridos comerciais utilizados neste

estudo.
Genotipo | Tipo Ciclo Tipo gréo Porte Cor grédo Transgenia
planta

DKB 240 | Hibrido Precoce Semidentado | 2,25 m Amarelo- | VT PRO
simples alaranjado | 2®*

DKB 390 | Hibrido Precoce Duro 2,20 m Amarelo- | VT PRO
simples alaranjado | 2®!

P30F53H | Hibrido Precoce Semidentado | 2,10 m Amarelo- | Herculex®?
simples alaranjado

Tolerancia ao herbicida glifosato pela introducdo do gene cp4 epsps; tolerancia a insetos-
praga pela introducio dos genes crylA e cry2Ab2. 2Tolerancia ao herbicida glifosato pela
introducdo do gene pat; tolerancia a insetos-praga pela introducéo dos genes cryAf.

Previamente & montagem dos ensaios, as sementes foram superficialmente
desinfestadas por imersdo em solucdo de etanol 95% (v/v) por 30 segundos, seguida de
imerséo em solucdo de H>02 5% (v/v) por 10 minutos, e finalmente lavadas por 6 vezes com
agua deionizada estéril (MARSUDI et al., 1999). Em seguida, as sementes foram germinadas
seguindo metodologia adaptada de Neal et al. (2012), utilizando 50 sementes de cada genétipo
acondicionadas em papel absorvente (germitest) dobrado e umedecido com &gua destilada
esterilizada, mantidos em camara de germinacdo por 7 dias sob temperatura controlada de 25
°C e 70 % UR. Apb6s o periodo de germinacdo, as plantulas de cada gendtipo foram
transferidas para Erlenmeyers com volume de 1 L e adicionadas de 150 mL de H>O destilada
e esterilizada, mantidas sob agitacdo orbital de 180 rpm a 27 °C por 24 horas. Ao final deste
periodo, as plantulas foram removidas e a solucdo obtida seguiu uma filtragdo em poro de
0,22 um e liofilizagdo para obtengéo do extrato seco. Quando de seu uso, 0s exsudatos foram

utilizados como solugdo em agua destilada esterilizada na concentragdo de 1g/L.

7.4.2 Avaliacdo do efeito alelopatico dos exsudatos radiculares: desenvolvimento

inicial do milho

Sementes do gendtipo DKB 240 foram superficialmente desinfestadas por imerséo em
solugéo de etanol 95% (v/v) por 30 segundos, seguida de imersdo em solucdo de H2O2 5%
(v/v) por 10 minutos e finalmente lavadas por seis vezes com &gua destilada e esterilizada
(MARSUDI; GLENN; DILWORTH, 1999). A inoculacdo das sementes foi realizada
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seguindo um padrdo de concentracdo de 10° de bactérias por semente. Os exsudatos foram
adicionados seguindo o mesmo volume de solucdo bacteriana sendo todos adicionados
diretamente na semente.

Os tratamentos testados foram os seguintes: 1) tratamento controle, sem adicdo de
inoculante e sem adi¢édo de exsudatos; 2) inoculagdo das sementes com A. brasilense Ab-V5;
3) inoculacéo das sementes com Ab-V5 e adi¢do de exsudatos radiculares do gendtipo DKB
240; e 4) inoculacdo das sementes com Ab-V5 e adicao de exsudatos radiculares do gendtipo
DKB 390.

Apos o tratamento das sementes com os exsudatos e inoculante, foram distribuidas 12
sementes de cada tratamento em trés folhas de papel “germitest” para a confec¢do dos rolos
de germinacao, umedecidos com agua destilada e esterilizada, equivalente a 2,5 vezes a massa
do papel seco e conforme o tratamento de inoculagcdo. A unidade experimental consistiu de
rolos de germinagdo com 12 sementes, em quaduplicata para cada tratamento e mantidos em
camara de germinacao, regulada para temperatura constante de 25 °C e 70 % UR.

Apbs 7 dias de incubacdo, as unidades experimentais foram coletadas, sendo usadas 1
grama de raiz para determinacdo do nimero de UFC/ g raizes, e o restante utilizado para as
determinacGes biométricas. Para as determinagdes biométricas, as raizes das plantulas foram
cuidadosamente separadas dos cotilédones e digitalizadas em resolucdo de 300 dpi. As
imagens digitalizadas foram tratadas com filtros de imagem e analisadas por meio do software
Gia Roots (GALKOVSKYI et al., 2012) para determinacdo dos seguintes parametros:
profundidade e é&rea convexa explorada pelas raizes; numero de raizes; diametro,
comprimento, perimetro, area superficial e volume das raizes.

Para a determinacdo do nimero de UFC, foi pesado 1g de raiz que foram maceradas
em cadinho contendo 9 mL de solucdo salina. A contagem de UFC/mL foi realizada a partir
da diluicdo seriada das solucdo contendo as raizes maceradas. Todos os pardmetros foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA) utilizando o software Sisvar (FERREIRA, 2011)
e na ocorréncia de diferencas significativas, (p < 0,5) foi aplicado o teste de Tukey para

separagdo das médias.

7.4.3 Avaliacdo do efeito alelopatico dos exsudatos radiculares: ensaio em tubo

de ensaio com solucéo nutritiva com o genotipo P30F52H

Os efeitos alelopaticos dos exsudatos radiculares de plantas de milho foram avaliados de
modo a buscar o efeito heterélogo destes exsudatos, sobre um genétipo de milho
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desenvolvido e comercializado pela empresa Pioneer — em contraste aos genotipos DKB
utilizados para a obtencéo dos exsudatos testados, produzidos e comercializados pela empresa
Dekalb/Monsanto. Para esta finalidade, foram preparados tubos de ensaio com capacidade
volumétrica de 120 mL, contendo 70 mL de solucéo nutritiva (anexo 1) de Hoagland e Arnon
(1951) modificada pela auséncia de nitrogénio e pela adicdo de &gar (3 g/L) para obtengdo de
um meio semi-solido para crescimento das plantas. Foram utilizadas sementes do genoétipo
P30F53H (Pioneer) superficialmente desinfestadas por imersdao em solucdo de etanol 95%
(v/v) por 30 segundos, seguida de imersdo em solucdo de H202 5% (v/v) por 10 minutos, e
finalmente lavadas por seis vezes com &gua destilada e esterilizada (MARSUDI; GLENN;
DILWORTH, 1999). Tanto a inoculagdo das sementes com a BPCV A. brasilense
(concentracdo de 108 células mL™) quanto a embebicdo das sementes na solugdo de exsudatos
(DKB 240 e DKB 390 na concentragdo de 1g L™) ocorreu por imersdo das mesmas por 20
minutos, enquanto os controles foram imersos em &gua destilada esterilizada pelo mesmo
tempo. Apds os tratamentos de inoculacdo e/ou embebicdo em solucdo de exsudatos
radiculares, as sementes foram pré-germinadas por 3 dias em cadmara de germinacdo com
temperatura (27 °C) e umidade (70% UR) controladas. Apds a germinacao, plantulas de milho
com desenvolvimento uniforme e sem contaminagio aparente por quaisquer microrganismos
foram transferidas para os tubos de ensaio, utilizando-se uma plantula por tubo. Neste
sistema, foram avaliados os seguintes tratamentos: 1) tratamento controle, sem adicdo de
inoculante e sem adicdo de exsudatos; 2) inoculacdo das sementes com A. brasilense Ab-V5;
3) inoculacdo das sementes com Ab-V5 e adicdo de exsudatos radiculares do genétipo DKB
240; e 4) inoculacdo das sementes com Ab-V5 e adicdo de exsudatos radiculares do genétipo
DKB 390. O experimento foi realizado em quintuplicata.

Foram realizadas coletas apds 7 e 14 dias de transplantio, removendo-se as plantas dos
tubos de ensaio e separando-se cuidadosamente as 5 raizes do cotilédones de cada tratamento,
seguindo a digitalizacdo do sistema radicular em resolucdo de 300 dpi. As imagens
digitalizadas foram entdo tratadas com filtros de imagem e analisadas por meio do software
Gia Roots (GALKOVSKYI et al., 2012) para determinacdo dos seguintes parametros:
didmetro médio; nimero maximo de raiz; area superficial; comprimento médio; volume
médio. Os valores obtidos para cada varavel analisada foram submetidos a teste de tukey e
feito a analise dos componentes principais (PCA) utilizando o pacote estatistico R
(CHAMBERS, 2008), buscando a condensagdo dos efeitos sobre as varidveis referentes aos

tratamentos das sementes.
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7.4.4 Avaliacdo do efeito alelopatico dos exsudatos radiculares: ensaio em casa

de vegetacao

A continuidade dos estudos sobre o efeito alelopatico de exsudatos radiculares de milho
sobre o desenvolvimento destas plantas prosseguiu em casa de vegetacédo, utilizando-se vasos
de 700 mL contendo perlita como substrato, em delineamento inteiramente casualizado com
dez repeticdes. Foram utilizadas duas linhagens comerciais de hibridos de milho (Dekalb 240
e Pioneer F30F53H), desinfestadas conforme descrito anteriormente (MARSUDI; GLENN;
DILWORTH, 1999). As sementes foram pré-germinadas por 3 dias em camara de germinagédo
sob temperatura de 27°C e 70% de UR; ap0s a germinacdo, foram selecionadas sementes com
desenvolvimento homogéneo para seguir aos tratamentos de inoculacdo e/ou embebicdo em
solugdo contendo os exsudatos radiculares, conforme a Tabela 5. A inoculagdo com A.
brasilense Ab-V5 consistiu da aplicagdo de 1 mL da suspensdo celular na concentracdo de
células a 108 células/mL por semente pré-germinada. A aplicacio dos exsudatos radiculares
foi realizada adicionando-se 1mL dos exsudatos de raizes (geno6tipos DKB 390, ou DKB 240)
na concentracdo de 1 g/L por semente pré-germinada. Apos o tratamento das sementes com o
inoculante e/ou solucdo de exsudato radicular, as sementes foram mantidas por 30 minutos
dentro de placas de Petri esterilizadas até a completa secagem, o tempo de secagem foi o
mesmo para 0 inoculante e para a solucdo de exsudatos. Foram a seguir transferidas 2
sementes para cada vasos, Os vasos contendo perlita foram embebidos com 100 mL de
solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1951) com baixa concentracdo de N, colocando-se
duas sementes pré-germinadas em cada vaso. Os vasos foram regados com a mesma solucéo

nutritiva a cada 4 dias.

Tabela 5: Descricdo dos tratamentos utilizados para a determinacdo do efeito alelopéatico
(homdlogo e heter6logo) de exsudatos radiculares de plantas de milho sobre o
desenvolvimento e fisiologia de milho, na presenga e na auséncia de inoculacdo com

Azospirillum brasilense Ab-V5.

Tratamento Genotipo de milho  |[Exsudato! |A. brasilense?  |N3

Controle (C1) DKB 240 Nao -N
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Controle (C2) DKB 240 Nao +N
Controle (C3) P30F53H Nao -N
Controle (C4) P30F53H Nao +N
Tratamento (T1) |DKB 240 Sim -N
Tratamento (T2) [P30F53H Sim -N
Tratamento (T3) |[DKB 240 DKB 240 |Sim -N
Tratamento (T4) |DKB 240 DKB 390 |Sim -N
Tratamento (T5) [P30F53H DKB 240 |Sim -N
Tratamento (T6) [P30F53H DKB 390 |Sim -N

'Exsudatos radiculares aplicados como solugdo (1 g/L) sobre sementes pré-germinadas (1
mL/semente). 2Inoculante aplicado como suspensdo de células na (1 x 102 células/mL) sobre

sementes pré-germinadas (1 mL/semente). 3 Adicdo de NHsNOs (mL/semente).

Apos a 15 dias de crescimento em vasos, foi realizado o desbaste deixando somente
uma planta por vaso. No 30° dia p6s plantio foram determinadas as taxas de fotossintese
liguida (A) e condutancia estomatica (gs) utilizando um analisador portatil de gas
infravermelho (IRGA) modelo LICOR 6400 XL conectado a uma cAmara 6 cm?, ajustada para
concentragdo de CO2 de 380 + 5 umol mol™, temperatura de 31 + 1°C e vapor de H.0 de 21 +
1 mmol mol. As medidas foram realizadas em folhas totalmente expandidas e expostas a luz
solar direta, submetidas a uma densidade de fluxo de fétons (PPFD) de 1.000 pumol m2s™.
Foram determinadas as seguintes varidveis: Fotossintese (A), medida pela taxa de assimilacéo

liquida de CO2 (umoles CO2 m s1); gs, condutincia estomatica (moles m2 s?).

Apbs as determinacdes fisioldgicas, procedeu-se ao desmonte dos vasos e coleta das
plantas para as determinacfes biométricas (arquitetura das raizes, peso seco da parte aérea
seca e 0 peso seco das raizes) e contagem de UFC. As raizes foram cuidadosamente separadas
dos cotilédones e fotodocumentadas digitalmente em resolugdo de 300 dpi. As imagens
digitalizadas foram tratadas com filtros de imagem e analisadas por meio do software Gia
Roots (GALKOVSKYI et al., 2012) para determinacdo dos seguintes parametros:
profundidade e area convexa explorada pelas raizes; nimero total; diametro, comprimento,

perimetro, area superficial e volume. Foi realizada a pesagem da parte aérea seca e peso seco
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de raiz ap6s 2 dias em estufa a 60 °C, que foi quando atingiram peso constante. Para as
determinacOes de colonizagdo bacteriana, foi aplicada a técnica de contagem do numero de
unidades formadoras de col6nia (UFC), a partir de 1 g de raizes, coletadas aleatoriamente em
triplicata para cada tratamento. Todos os parametros foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) utilizando o software Sisvar (FERREIRA, 2011), e na ocorréncia de diferencas
significativas (p < 0,5) foi aplicado o teste de Tukey para separacdo das médias. Foi realizada
a andlise dos componentes principais (PCA) a partir dos dados estatisticos obtidos pelos testes

de tukey.

7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os exsudatos radiculares sdo compostos quimicamente complexos, com centenas de
moléculas sendo exsudadas para a rizosfera, durante todo o periodo de desenvolvimento de
qualquer vegetal (Lorenzo et al., 2011). Pesquisas recentes demonstram que 0s exsudatos
radiculares representam uma importante fonte de nutrientes para 0s microrganismos da
rizosfera, induzindo respostas quimiotaticas seletivas sobre a microbiota do solo e
participando do processo de colonizacdo vegetal (LIMA, 2014). Ampliar o conhecimento
sobre a regulacdo quimica das interacGes existentes entre a microbiota do solo com as plantas
cultivadas, identificando os compostos determinantes de compatibilidade associativa e
respectivas influéncias sobre o metabolismo microbiano e vegetal, permitird uma exploracdo
mais racional dos mecanismos naturais de promoc¢do do crescimento vegetal na direcdo de

uma agricultura mais sustentavel.

7.5.1 Teste de desenvolvimento inicial de raizes de milho

Os resultados obtidos pelo estudo de germinacdo de sementes de milho hibrido da Dekalb
(DKB 240), embebidas com exsudatos homologos (obtido do genotipo DKB 240) e
heter6logo (obtido do genoétipo DKB 390) indicam um efeito positivo sobre a maioria dos
parametros biométricos observados, comparativamente ao desenvolvimento das plantas
controle (tratamento 1) ou das plantas tratadas somente com A. brasilense (tratamento 2),
tabela 6, mostra os parametros avaliados pelo software giaRoots no qual usa as seguintes
medidas: Diametro - o valor médio da raiz estimativa largura calculado para todos os pixels
do eixo mediano de todo o sistema radicular. NiUmero maximo de raizes - Depois de

classificar 0 nimero de raizes que atravessam uma linha horizontal do menor ao maior, 0
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ndmero maximo é considerado como o valor 84th percentil (um desvio padrdo). Mediana de
Raiz - o resultado de um varrimento de linha vertical, em que o nimero de raizes, que
atravessou uma linha horizontal foi estimada, e, em seguida, foi calculada a média de todos os
valores para a extensdo da rede. Perimetro- o numero total de pixels de rede ligados a um
pixel de fundo (usando um-8 mais proxima vizinhanga vizinho). Comprimento - O ndmero
total de pixels no esqueleto de rede. Area superficial- A soma da area de superficie local em
cada pixel do esqueleto de rede, como aproximada por uma forma tubular, cujo raio é
estimado a partir da imagem. Comprimento especifico - extensdo da rede total dividido pelo
volume de rede. E o comprimento total de raizes € o nimero de pixels no eixo mediano do
sistema radicular. O volume é calculado como a soma das areas das secc¢des transversais de
todos os pixels do eixo mediano do sistema radicular.

Foram observados incrementos da embebicdo das sementes com o0s exsudatos dos
genotipos DKB 240 (tratamento 3) e DKB 390 (tratamento 4) em comparagdo ao tratamento
2, relacionados ao numero de raizes por plantula (apresentando um aumento de 73% para 0
tratamento 3 e 86% para o tratamento 4); perimetro de raizes (48,7 e 86,5%); area superficial
(66 e 97%); comprimento total (63 e 105%); e volume de raizes (63 e 85%, respectivamente,
em comparacao ao tratamento 2). Nao foram observados efeitos significativos dos parametros
observados entre os tratamentos controle (tratamento 1) e inoculacdo com A. brasilense
(tratamento 2). Em adicdo, os resultados da avaliagdo biométrica obtidos para as sementes
inoculadas com A. brasilense Ab-V5 sem adicdo de exsudatos radiculares indicam que esta
bactéria promove um efeito negativo sobre o desenvolvimento inicial do genétipo de milho
DKB 240, sugerindo um baixo potencial associativo deste gen6tipo com esta BPCV. De modo
interessante, a adicdo do exsudato radicular obtido do genotipo DKB 240 associado a
inoculagdo com A. brasilense resultou em incremento no desenvolvimento das plantulas,
sendo este efeito mais pronunciado pela aplicacdo de exsudato heterélogo (obtido do genétipo
DKB 390).

As respostas positivas a aplicagdo de BPCV depende do gendtipo da planta, esse
influencia na interagdo planta/bactéria, podendo causar respostas rapidas, tardias ou até
mesmo negativas (HUNGRIA et al. 2010).

Exsudatos radiculares podem ter acdo diferenciada dependendo da sua composicéo
quimica, pois podem apresentar uma variedade de substancias em proporcdes relevantes, que
faz com que o compostos se torne um quimioatraente mais forte, em estudos realizados
anteriormente neste trabalho identificamos 18 compostos presentes no exsudato DKB 390 e

13 no DKB 240, dentre 0os compostos estdo acucares, acidos graxos, acidos organicos,



81

aminoacidos, enzimas, auxinas, citocininas e os flavonddes, e o exsudato DKB 390 apresenta
mais flavonoides e isoflavonas, além de uma substadncia chamada sagittariol em sua
composicdo em relacdo ao exsudato 240; o que pode explicar sua acdo diferenciada no
desenvolvimento inicial das raizes de milho. Os flavonoides sdo responsaveis por ativarem 0s
genes da nodulacdo nas leguminosas e por promoverem a quimiotaxia em gramineas
fornecendo assim beneficios como a fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) (BADRI e
VIVANCO, 2009).

Considerando os resultados das avaliacGes biométricas e a composi¢do quimica dos
exsudatos, é possivel sugerir que existe um efeito alelopatico dos exsudatos radiculares de
milho, que agem como condicionadores da germinagdo e do desenvolvimento inicial de
plantas de milho. Este condicionamento aparece suficientemente robusto para eliminar
possiveis efeitos negativos resultantes da colonizacdo bacteriana nos estadios iniciais de
desenvolvimento. Adicionalmente, as diferencas quimicas na composicdo dos exsudatos de
diferentes gendtipos de milho indicam sua relagdo com a intensidade dos efeitos de promocéo
do desenvolvimento inicial do milho. Neste sentido, a ocorréncia diferenciada dos compostos
guimicos acacetina, rutina, e-metildaidzeina, 1,26 hexacosamedio e sagittariol observados no
exsudato do gendtipo DKB 390 e ndo identificados no exsudato do gendtipo DKB 240
(capitulo 1 desta dissertacdo), podem exercer um papel relevante na promoc¢éo do crescimento
inicial das plantas de milho.

O incremento no desenvolvimento inicial de plantas de milho quando embebidas em
solucdo de exsudatos radiculares pode ser parcialmente explicado pelo efeito quimiotatico
exercido sobre a bactéria A. brasilense Ab-V5. Segundo Didonet et al. (2008), sdo muitas as
evidéncias de que a inoculacdo das sementes de milho com A. brasilense seja responsavel
pelo aumento da taxa de acumulo de matéria seca, 0 que parece estar relacionado com o
aumento da atividade das enzimas fotossintéticas e de assimilacdo de nitrogénio. Além do
efeito sobre a cultura, a bactéria possui ainda os seguintes beneficios como inoculante: a
bactéria é endofitica, ou seja, penetra na raiz das plantas; apresenta antagonismo a agentes
patogénicos; produz fitohorménios; ndo é muito sensivel as variagdes de temperatura e ocorre
em todos os tipos de solo e clima (ARAUJO et al. 2008)

Vaérios trabalhos com Azopirillum spp. tém demonstrado aumento no rendimento de
massa seca e 0 acumulo de nutrientes por plantas inoculadas (REIS JUNIOR et al., 2008) e na
produtividade de grdos de milho (CAVALLET et al., 2000; DOBBELAERE et al., 2002,
HUNGRIA et al., 2010). Entretanto, resultados da interagdo bactérias diazotroficas e milho

em termos de potencial agronémico, fixacdo de nitrogénio ou promoc¢do do crescimento,
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depende de muitos fatores bidticos e ambientais, tais como genoétipo da planta, comunidade
microbioldgica do solo e disponibilidade de nitrogénio (ROESCH et al., 2006).

Os resultados de colonizacdo das plantulas por A. brasilense demonstram que 0 uso
dos exsudatos na embebicdo das sementes promoveu aumento na concentracdo de bactérias
associadas ao sistema radicular das plantas, um efeito que pode ser relacionado a quimiotaxia
(Figura 15). A adicdo de exsudatos radiculares promoveram a quimiotaxia das BPCV,
causado um aumento na populagdo bacteriana da raiz, essa foi calculada pela contagem de
UFC a partir do maceramento e diluicdo seriada das raizes, no tratamento com exsudato DKB
390 teve um aumento de mais de 100 vezes na contagem de UFC, j& no exsudato DKB 240
houve um aumento de 75 vezes.

Estes resultados corroboram com os resultados de biometria, quando a aplicacdo dos
exsudatos do gendtipo DKB 390 resultaram em maiores incrementos nos parametros
observados, em comparacao ao uso do exsudato do genétipo DKB 240. Da mesma forma, a
densidade de células bacterianas associadas ao sistema radicular das plantas inoculadas com
A. brasilense foi maior quando houve embebicdo das sementes com o exsudato do genoétipo
DKB 390. Por outro lado, elevadas densidades de células também foram observadas nas
plantas inoculadas com A. brasilense na auséncia dos exsudatos radiculares, sem que fossem
observados efeitos positivos da inoculagdo para os parametros biométricos; pelo contrério, a
inoculacdo da BPCV sem adicdo dos exsudatos radiculares promoveu um efeito negativo
sobre o desenvolvimento das plantas, na maioria dos parametros observados.

A agricultura moderna esta cada vez mais focado no uso de produtos microbianos
como alternativas para substituir os fertilizantes quimicos. O uso de aditivos pode entdo
promover a quimiotaxia aumentada das BPCV, podendo se tornar um excelente incremento na

producdo de biofertilizantes.

Tabela 6: Comparacgédo dos parametros avaliados pelo software giaRoots no desenvolvimento

inicial de sementes de milho em rolos de germinacéo.

Média dos valores obtidos pelo Gia roots sobre o teste de desenvolvimento inicial de raiz do genétipo DKB 240

Tratamento | Diametro | N2 raiz | mediana | perimetro | comp. especifico |area superficial |comp. total |volume
Bac 0,811a| 8,217c| 4,633c| 359,989c 106,970b 56,104c 201,251d| 1,920b
Controle 0,085b|10,917d| 5,917d| 488,895d 116,905b 78,608d 294,564 c| 2,633b
Exsu 240 0,091b | 14,222b| 7,444b| 535,350b 106,407b 93,307b| 328,608b|3,130a
Exsu390 0,086b | 15,306a| 9,333a| 671,477a 116,908a 110,851a 413,198 a| 3,547 a
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Quantificacao das BPCV no desenvolviemnto
inicial das raizes de milho
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Fig. 15: Contagem de UFC/mL das raizes em log/UFC

7.5.2 Teste em tubo de ensaio com solucdo nutritiva

A continuidade dos estudos sobre o efeito alelopatico dos exsudatos radiculares no
desenvolvimento inicial das plantas de milho inoculado com A. brasilense foi realizada
especificamente para avaliar o efeito heter6logo dos exsudatos em um genétipo de milho
hibrido comercial considerado responsivo a inoculacdo (P30F53H). Os resultados obtidos
com auxilio do programa GiA Roots estdo apresentados nos anexos 4 e 5 ( ANOVA e Tukey
5%) e nas Figura 16 analise dos componentes principais (PCA). Os dados de biometria
indicam que houve diferencas temporais relacionadas aos tratamentos estudados. As analises
biométricas realizadas sete dias apds a transferéncia das plantulas para os tubos de ensaio
indicaram que os tratamentos de embebicdo de sementes com exsudatos radiculares néo
promoveram incremento no desenvolvimento das plantulas para os parametros: nimero médio
de raiz (NMR), didametro médio de raiz (DMR), volume médio de raiz (VMR), éarea
superficial de raiz (ASR), comprimento médio de raiz (CMR) e perimetro médio de raiz
(PMR). A analise de componentes principais (PCA) apresentada na Figura 16 A demonstra
mais claramente estes resultados, explicando até 98,62% da variacdo observada pelo efeito
dos parametros selecionados; onde fica clara que a adicdo de exsudatos radiculares néo
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influenciaram na germinacéo inicial das sementes de milho em tubos de ensaio com solugéo
nutritiva semi-sélida.

De modo interessante, as determinacdes biométricas realizadas 14 dias apos a
transferéncia das plantulas para os tubos de ensaio apresentaram um quadro distinto para o
efeito dos tratamentos testados. Nesta segunda avaliagéo, as plantulas de milho que tiveram
suas sementes embebidas em exsudatos radiculares de milho, em particular pelo exsudato
obtido do gendtipo DKB 390, apresentaram um desenvolvimento radicular superior ao
tratamento controle, como observado no anexo 6. Enquanto as plantulas formadas por
sementes tratadas com o exsudato DKB 390 apresentaram 23% do NMR ap6s sete dias de
transplantio, este mesmo parametro apresentou incremento de 33,49% quando avaliado 14
dias apds o transplantio. Outros parametros avaliados também demonstraram viés positivo nos
parametros biométricos avaliados apos 14 dias de transplantio das sementes para os tubos de
ensaio, comparativamente aos valores observados para as analises realizadas apds sete dias de
transplantio. Destacam-se os parametros CMR (incremento de 67,45% na avaliagéo realizada
14 dias apds o transplantio, comparativamente a diminuicdo de 46,5% observado apds sete
dias de transplantio); VMR (incremento de 35,51% aos 14 dias, contra decréscimo de 8,15%
aos sete dias); e ASR (incremento de 55,21% aos 14 dias, contra decréscimo de 17,77% aos
sete dias). Este efeito também foi observado nas plantas cujas sementes foram tratadas com
exsudato do genétipo DKB240: PMR (incremento de 31,93% aos 14 dias, contra decréscimo
de 12,13% aos sete dias); ASR (incremento de 53,49% aos 14 dias, contra decréscimo de
15,4% aos sete dias); CMR (incremento de 62,43% aos 14 dias, contra decréscimo de 40,3%
aos sete dias); e VMR (incremento de 40,8% aos 14 dias, contra decréscimo de 7,86% aos
sete dias). A analise de componentes principais (PCA) apresentada na Figura 16 B explica até
89,47% da variagdo observada pelo efeito dos dois primeiros pardmetros selecionados, e
corrobora com os vieses dos tratamentos de embebicdo de sementes com exsudatos
radiculares, posicionando-os em proximidade aos parametros biométricos avaliados 14 dias
apos o transplantio em comparacdo ao posicionamento destes tratamentos observado na
analise de PCA realizada com os resultados obtidos apés sete dias de transplantio.

O beneficio da inoculacdo do milho com bactérias diazotréficas depende de fatores
como genotipo da planta, estirpes selecionadas, inter-relacdo entre ambos e 0 meio ambiente
(Sala et al., 2007). As BPCV podem promover o crescimento de plantas através da producéo
de moléculas organicas que sdo necessarias em determinadas quantidades pelas plantas e que
podem resultar no crescimento vegetal (BABALOLA, 2010). Estes resultados mostram a
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importancia da interacdo metabolito x bactéria x cultivar, assim como citado por Sala e outros
(2007).

Do mesmo modo, Guimaraes et al. (2003) também observaram efeitos positivos e
negativos nas respostas primarias no desenvolvimento inicial do milho, devido a interacéo
estirpe x cultivar. Fernandes et al. (2005), trabalhando diferente cultivares, também
evidenciaram diferencas significativas na utilizagdo de nitrogénio e outros nutrientes pelas
plantas. Tais resultados demonstram que esta variacdo na eficiéncia dos gendtipos em utilizar
eficientemente os nutrientes fornecido esta ligada as variacdes genéticas que ocorrem entre 0s
gendtipos de milho (CHAVAGAIA e MELO, 2013). E ainda, sendo confirmado por Reis et
al. (2000), que a falta de sucesso com inoculagdo em gramineas estdo ligadas ao uso de
linhagens inadequadas.

Como mostrado nos resultados, a resposta da planta ao tratamento com os exsudatos
associados a inoculagdo com A. brasilense foi mais demora da em comparacéo ao tratamento
de inoculacdo com A. brasilense isoladamente. Isso pode ser explicado pelo fato de que a
bactéria tem uma rapida colonizacdo na planta e sua interacdo com a planta ocorre nos
primeiros dias de germinacao, ja os exsudatos podem demorar um pouco mais no processo de
transcri¢do de genes para poder dar o ‘start’ na interagdo com a planta ativando a quimiotaxia
das BPCV e também podem estar relacionada com o genétipo utilizado e na assimilacdo entre
a planta e os metabdlitos contido na composicdo desses exsudatos.

Estudos de SANTOS et al., 2013, mostram que os efeitos da inoculacdo com BPCVs
sdo melhor observados nos primeiros dias do ciclo vegetativo. Da mesma forma, os efeitos de
promocdo de crescimento observados no inicio do desenvolvimento do milho posteriormente
se traduzem em maior absor¢do de NO*, K, e P,0s (HAYAT et al., 2010).
BRUSAMARELLO e SANTOS (2012), fizeram uma avalicdo de cultivares de arroz e
observaram mudancas nos exsudatos radiculares, com maior libera¢éo de carboidratos do que
acidos organicos conforme o crescimento da planta. Considerando que as comunidades
microbianas heterotroficas sdo moduladas pelos exsudatos radiculares, e que a composicéo
quali-quantitativa dos compostos exsudados pelas raizes vegetais varia conforme a influéncia
de fatores ambientais (biGticos e abioticos), além da idade e fase de desenvolvimento da
planta (BALSANELI, 2010), é possivel supor que a diminuigdo do crescimento radicular das
plantas tratadas com exsudatos pode estar relacionada com a presenca de alguma molécula
com acdo hormonal. Neste sentido, é interessante notar que dentre os compostos identificados
em ambos exsudatos, estd o acido fenilacético (PAA; phenylacetic acid), uma auxina de

ocorréncia natural em vegetais superiores (Valentovic, 2006). A auxina PAA também pode
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ser produzida por A. brasilense (GALPERIN, 2005), e uma quantidade excessiva deste
fitohorménio pode ter levado a diminuicdo do crescimento das plantulas de milho durante a
primeira semana do experimento, sendo este efeito eliminado ao longo do tempo de ensaio. O
confinamento das plantas no tubo de ensaio pode ter auxiliado a ocorréncia deste efeito, que
nédo foi observado quando as sementes germinaram em papel de filtro, suporte que pode ter
possibilitado a difusdo de moléculas inibitérias e consequentemente diminuiu sua
concentracdo na proximidade das raizes das plantulas.

A interacdo molecular entre os genes iniciadores de plantas e as moléculas ativadoras
existentes nos exsudatos, torna o processo de simbiose mais eficiente (Neumann, et al., 2014).
No entanto, 0s mecanismos que envolvem as interacdes associativas entre plantas e BPCV
ainda ndo estdo claros, e estudos que tentam contribuir para a compreensdo destes
mecanismos sdo necessarios. Ampliar o conhecimento sobre estas associacfes pode levar ao
desenvolvimento de formulagGes inoculantes e/ou aditivos que proporcionem maior eficiéncia

a tecnologia de inoculacdo vegetal com BPCV.
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Figura 16: Analise dos componentes principais mostrando as variagdes dos parametros
avaliados: numero medio de raiz (NMR), didmetro médio de raiz (DMR), volume meédio de
raiz (VMR), area superficial de raiz (ASR), comprimento médio de raiz (CMR) e perimetro
médio de raiz (PMR). A figura A mostra a variagdo aos 7 dias de transplantio; a figura B

mostra a variagdo aos 14 dias de transplantio.

7.5.3 Teste em casa de vegetacao
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Os efeitos da inoculacdo de BPCV sobre a arquitetura do sistema radicular e seu
metabolismo podem proporcionar vantagens competitivas para as plantas inoculadas,
facilitando a obtencdo de nutrientes do solo e portanto seu estabelecimento no ambiente de
producgéo, pela maior capacidade competitiva com plantas invasoras e maior resisténcia contra
possiveis estresses ambientais (SANTOS, 2013). Os mecanismos bioquimicos que
desencadeiam estas mudancas anatdémicas certamente estdo relacionados a moléculas de
sinalizacdo, como ocorre na simbiose entre rizébios e leguminosas (VIANA, 2012). Por outro
lado, em associa¢Bes ndo simbidticas como as existentes entre BPCV e gramineas, ainda ndo
sdo conhecidas as moléculas determinantes de compatibilidade associativa e sua forma de
atuar sobre os metabolismos vegetal e microbiano.

E importante destacar que o gendtipo DKB 240 apresentou indicativos de baixo
potencial associativo com a BPCV A. brasilense), enquanto o genétipo P30F53H vem
demonstrando alta capacidade associativa em ensaios de inoculacdo a campo realizados pelo
Grupo de Pesquisa em Desenvolvimento e Aplicacdo de Biofertilizantes da UEL, Grudabio
(ndo publicados).

Neste trabalho buscamos quantificar os efeitos da embebicdo de sementes com
exsudatos radiculares, com e sem adicdo da BPCV A. brasilense, sobre os parametros
fotossintéticos de milho cultivado em condicdo de casa de vegetacdo. Fatores como a
intensidade luminosa, a temperatura, a concentracdo de CO; e a umidade do solo séo
determinantes da atividade fotossintética dos vegetais (PEDRAZA, 2010). Da mesma forma,
aleloquimicos presentes em exsudatos radiculares tem sido demonstrado por influenciar os
parametros fotossintéticos em algumas espécies vegetais (LORENZO, et al. 2010), enquanto a
taxa fotossintética possui influéncia sobre a quantidade e qualidade dos metabdlitos liberados
na rizosfera (Bakkeret ai. 2012). Cerca de 21% da quantidade total de carbono fixado
fotossinteticamente é transferido para a rizosfera pelos exsudatos radiculares, que segregam
uma grande quantidade de compostos quimicos diferentes neste ambiente (Uribe et al., 2013).
O grande investimento energético que a planta demanda para manter abastecido o ambiente
rizosférico com moléculas energéticas e sinalizadoras, demonstra a importancia evolutiva e
ecologica deste processo para um bom desenvolvimento vegetal.

A determinacdo da taxa de assimilacdo liquida de CO, a fotossintese (A) pelo
equipamento IRGA é uma medida do potencial fotossintético das plantas, e compreende uma
caracteristica intrinseca de cada espécie vegetal (Wingate et al., 2010). A determinacdo de A

aos 30 dias apos o transplantio das sementes submetidas aos diferentes tratamentos para 0s
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vasos demonstrou um efeito diferenciado (anexo 3) conforme a origem dos exsudatos testados
e 0 gendtipo de milho testado. As plantas do genétipo DKB 240 apresentaram no geral uma
diminuicdo nos valores de A em comparacgdo as plantas controle, independente do tratamento
aplicado; adicdo de nitrogénio, inoculacdo com A. brasilense, ou inoculacdo associada a
embebicdo das sementes tratadas com exsudatos homologos (provenientes do mesmo
genotipo) ou heterdlogos (provenientes do gendtipo DKB 390; Figura 17). Por outro lado, as
plantas do gendtipo P30F53H apresentaram incrementos nos valores de A para todos 0s
tratamentos testados, com destaque para o tratamento de embebicdo de sementes com
exsudatos do gendtipo DKB 390 que promoveram incremento de 38,7% na taxa de
assimilacdo liquida de CO2 em comparacdo ao tratamento controle. As plantas libertam
quantidades significativas de carbono durante fotossintese na rizosfera através da exsudacao
de raiz, tornando exsudatos radiculares um fator chave no aumento abundéncia e atividade
microbiana na rizosfera comparacdo com grandes quantidades de solo (Lynch, 1990; Kapoor
& Mukerji, 2006).

Assim como observado para a taxa de assimilacéo liquida de CO>, as medicGes de
condutancia estomatica também apresentaram resultados contrastantes, conforme o tratamento
aplicado a semente e o gendtipo vegetal estudado. A condutancia estomatica € uma medida de
capacidade de troca de gases pelas folhas, sendo que uma elevada conduténcia estomatica
indica que os estdbmatos foliares estdo abertos, enquanto a baixa condutancia estomatica pode
ser interpretada como uma medida indireta da capacidade de absorcdo de agua pelas raizes
(SANCHEZ-MARTIN et al, 2010). A figura 18 apresenta os valores de condutincia
estomética de plantas de milho com 30 dias de cultivo em vasos contendo perlita como
substrato, em resposta a diferentes tratamentos realizados sobre as sementes, antes da
germinacdo. Na avaliacdo da condutancia estomética (gs), os resultados foram melhores para
0s tratamentos com sementes embebidas de exsudatos radiculares, sendo que o tratamento
com exsudato DKB 390 apresentaram melhores resultados, supondo que ao utilizar esses
aditivos propiciam a abertura dos estdmatos. Estudos utilizando exsudatos radiculares
artificiais tém demonstrado a importancia de exsudato em diversos processos da rizosfera
(Henry et al, 2008).

Embora seja necessario mais trabalho para elucidar os efeitos fisioldgicos dos
metabolitos e para melhorar o nosso conhecimento sobre a dindmica nos solos, os resultados
obtidos, em conjunto com 0s nossos resultados iniciais, indicam que os exsudatos radiculares

estimulam a condutancia estomética aumentando os niveis de fotossintese.
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A intensidade luminosa, a temperatura, a concentracdo de CO», 0 teor de
nitrogénio da folha e a umidade do solo s&o fatores que afetam a atividade fotossintética dos
vegetais (Marenco & Lopes, 2005). O processo de abertura e fechamento dos estdmatos esta
relacionado principalmente com a intensidade de luz e o estado de hidratacdo da folha. Dessa
forma, o funcionamento dos estdmatos e a &rea foliar influenciam a produtividade do vegetal.
O primeiro fator porque controla a absor¢do de CO. e 0 segundo porque determina a
interceptacéo de luz.

Pela analise dos componentes principais (PCA) (Fig. 19 e 20), com relacdo aos
componentes: Diametro médio de raiz — DMR; Nimero maximo de raiz — NMR; Area
superficial de raiz — ASR; Comprimento médio de raiz — CMR; Volume médio de raiz —
VMR; Massa seca da parte aérea- MSPA e Massa seca de raiz — MSR, os valores obtidos
juntamente com tratamento estatistico estdo no anexo 3.

Os dois genotipos avaliados DKB240 e P30F53H apresentou aumentos significativos
em relagdo ao tratamento controle; para o parametro DMR para o tratamento que continha
apenas bactéria (AbV-5 10%), comprovando em concordancia com resultados prévios de
inoculacdo de BPCV em milho, que demonstram incrementos no desenvolvimento do sistema
radicular das plantas inoculadas; segundo Santos e colaboradores (2013) que concluiu que a
tecnologia da inoculagdo de BPCV afeta o desenvolvimento das plantas, promovendo uma
diferenciacdo na arquitetura da planta em sua fase inicial dependente de interagdes genotipo-
gendtipo (planta-bactéria). Com relacdo aos tratamentos realizados com o genétipo DKB 240,
a andlise de componentes principais explica até 93,95% da variacdo observada pelo efeito dos
dois primeiros parametros selecionados, obtivemos os seguintes resultados dos parametros
avaliados quando comparamos o tratamento com exsudato 390 com o tratamento somente
com a bactéria (Ab-V5) apresentando um aumento de 25% no CMR; 18% na ASR ; 15% no
NMR e 11% no VMR.

Ja para os tratamentos realizados com o gendtipo P30F53H, com exce¢do do DMR,
todos os parametros apresentaram melhores resultados no tratamento com exsudato 390, a
anélise de componentes principais explica até 81,05% da variacdo observada pelo efeito dos
dois primeiros parametros selecionados sendo que apresentou excelentes resultados quando
comparados com o tratamento que continha somente bactéria. Resultando em uma aumento de
113% para CM ; 100% para VMR, ASR e MSPA ; 56% no NMR e 96% na MSR.

O uso de aditivos como os exsudatos radiculares pode modificar a arquitetura das
raizes de milho, podendo aumentar a produtividade, além de serem indutores da quimiotaxia.

A quimiotaxia e a colonizacgdo sdo os dois elementos primarios de interacdes planta-bacteria.
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Quimiotaxia no sentido de exsudatos radiculares é sugerido para ser o primeiro passo da
colonizagdo bacteriana (Sood 2003). Além disso, a formacdo de biofilme por bactérias em
raizes de plantas é uma funcdo do desempenho da colonizacédo efetiva (Timmusk et ai. 2005;
Li et al. 2013). Podemos supor que esses aditivos sdo eficientes quando se pretende aumentar
o rendimento da producdo, além de contribuir com uma agricultura sustentavel. Na contagem
de UFC/mL (Fig. 21) feita pelo maceramento de 1g de raiz e diluido a 10° os controles e 0s
controles nitrogenados ndo apresentaram contagem em nenhum dos genoétipos avaliados.
Quando avaliado o gendtipo DKB 240 o tratamento que apresentou uma maior contagem foi o
que continha o exsudato 390 (9,9 log/UFC), seguido do tratamento com exsudato 240
(8,7log/UFC) e por ultimo o tratamento s6 com bactérias apresentando uma contagem de
8,3log/UFC. Nas avaliacdes feitas com o genétipo P30F53H, o melhor resultado também foi
para o tratamento com exsudato 390(9,14 log/UFC), seguido do tratamento com exsudato 240
(9,04 log/UFC) e por ultimo o com bactéria 8,45 log/lUFC A rizosfera € um habitat
microbiana muito ativo dirigido por os substratos organicos liberados pela planta como
exsudatos radiculares (Bais et al., 2006). Estes sinais sdo importantes para o estabelecimento
de interacBes mutualistas e associativas entre microrganismos e raizes de plantas (Cooper et al
2007; Pothier et ai. 2007). Exsudatos radiculares ndo s6 atuam como fonte de carbono para 0s
microrganismos do solo, mas também atuam como sinal para atrair ou repelir bactérias (al.
Badri et 2009)

Conforme ja mencionado anteriormente neste trabalho o exsudato 390 apresenta
algumas substancias na sua composicao como flavonoides e isoflavonas, o que pode explicar
o fato de esse exsudato apresentar melhores respostas promovendo uma maior quimiotaxia
das BPCV.

Esta pesquisa destaca que aditivos como exsudatos radiculares devem estar envolvidos
no comportamento dos microrganismos, apresentado na rizosfera da planta que séo
impulsionadas por esses indutores. Estes resultados ddo direcdo para a producdo de novas
substancias que possam compor formulagbes de biofertilizantes de alta eficiéncia.
Biofertilizantes podem ajudar a atender as demandas de agricultura sustentavel, produtiva de

baixo custo.



91

Fotossintese
10
5 |
8 -
?’ 4
6 .
c |
a -
3 |
2 -
1 4
0 .
b"b O,Q
,0 0*8’ %’8’ c?q' c?q: <§‘<° o:”"b ~z~"QJ s\) f-}’o’
«”0*99&"’@“@"’,‘@:’3‘“
G ® Q@ «Q" <\ R Q")Q 6;32\ (((,?32\
Pl & & Q..,’o“ Q"’Q
<& &

Figura 17: Anélise das taxas fotossintéticas medidas pelo analisador de gas infravermelho
IRGA ap06s 30 dias de plantio.
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Figura 18: Avaliacdo da condutdncia estomatica medidas pelo analisador de gas
infravermelho IRGA apds 30 dias de plantio.
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Figura 19: Analise dos componentes principais do genoétipo DKB 240, mostrando as
variagOes dos parametros avaliados: nimero médio de raiz (NMR), didmetro médio de raiz
(DMR), volume médio de raiz (VMR), area superficial de raiz (ASR), comprimento médio de
raiz (CMR) e perimetro médio de raiz (PMR), massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca
de raiz (MSR).
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Figura 20: Analise dos componentes principais do genétipo P30F53H, mostrando as
variacBes dos parametros avaliados: nimero médio de raiz (NMR), didmetro médio de raiz
(DMR), volume médio de raiz (VMR), area superficial de raiz (ASR), comprimento médio de
raiz (CMR) e perimetro médio de raiz (PMR), massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca
de raiz (MSR).
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Figura 21: Contagem de UFC/mL das raizes em log/UFC

7.6 CONCLUSAO

Em todos os experimentos realizados obtivemos os melhores resultados quando
utilizamos como incremento o exsudato radicular DKB 390, ficando claro que a diferenca da
composicdo desse metabdlito proporciona uma acdo diferenciada.

A utilizacdo desses compostos podem levar a producdo de aditivos para compor novas

formulacGes de biofertilizantes de alta eficiéncia.
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7.8 Anexos

8 Anexol

Meio Dyg’s
e 2gdeglicose

e 1,59 de peptona

e 2 g extrato de levedura

e 0,59gde K;HPO4

e 0,5de MgSOq4

e Aguadestiladag.s.p. 1L

e pH6,0

9 Anexoll
Composicéo das solugOes nutritivas utilizadas nos ensaios de isolamento de BPCVs a partir de
diferentes condicdes edéaficas. Solugbes A e B modificadas a partir da composi¢do da solucao

nutritiva original de Hoagland e Arnon (1951)



Sais Concentracéo da Solucgo A  Solucdo B Solugéo C
solucéo estoque (g L")
Volume da solucéo estoque (mL) por
litro de solucéo final

KHzPO4 136,09 1 0,1 1 |
KNO3 101,11 05 5 5
Ca(NOz)z.5
H20 236,16 05 5 5
MgS04.7 H20 247 A7 2 2 2
KCl 7456 45 - -
CaClz.2 H20 147,02 45 - -
Solucéo de micronutrientes™ 1 1 1
Solucéo de FeEDTA™ 1 1 1

99

*Solucéo estoque (1 L): 2,86 g H3BO3; 1,81 g MnCl2.4 H20; 0,10 g ZnCl»; 0,04 g CuCly; 0,02
g H2MoOsa.
**Solugdo estoque (1 L): 24,25 g de FeCl».6 H20; 33,2g Na-EDTA; 89 mL NaOH 1N.

10 Anexo Il

Valores obtidos pelo Gia roots sobre o teste de desenvolvimento inicial de raiz do gen6tipo DKB 240

Mediana de | Perimetro de | Comprimento |Area Comprimento
Tratamento | Diametro | N°raiz | raiz raiz especifico superficial | total VVolume
Bac 0,811408 | 8,216667 | 4,633333333 | 359,9888889 | 106,9697637 | 56,10407642 | 201,251282| 1,91999
controle 0,084698 | 10,91667 | 5,916666667 | 488,8948243 | 116,9048686 | 78,60760301 | 294,5641026 | 2,633388
Exsu 240 0,09099 | 14,22222 | 7,444444444 | 535,3504273 106,40654 | 93,30673169 | 328,6077873 | 3,130489
Exsu390 0,085558 | 15,30556 | 9,333333333 | 671,477208 116,908455| 110,851218| 413,1982431 | 3,547344

11 Anexo IV
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RESULTADOS EXPERIMENTO CASA DE VEGETACAO ANALIZADOS ESTATISTICAMENTE PELO TESTE

DE TUKEY
- Tratamento
F.V. | Genotipo Cont Bactéria EXSUD_240 EXSUD_390 Nitrogénio
DKB240 0,0804 A a 0,0854 A a 0,078 A a 0,081 A A 0,0765 A a
DMR | P30F53H 0,0867 A a 0,0855 A a 0,0809 A a 0,0817 A A 0,0852 A a
DKB240 166 C b 21 BC a 27,8333 A a 23,8333 AB B 20,1429 BC b
NMR |P30F53H | 27,8889 A a 195 B a 30,8889 A a 32,7778 A A 31 A a
DKB240 |149,6217 A b 200,1807 A a 2305292 A b 2251093 A B 176,8935 A b
ASR |P30F53H |284,3317 B a 167,4331 C a 316,0771 AB a 377,1446 A A 306,0029 AB a
DKB240 |545,0239 B b 7055778 AB a 9053846 A b 8933162 A B 740,3231 AB b
CMR |P30F53H |1024,365 B a 622,7169 C a 1251012 AB a 1475126 A A 1205878 AB a
DKB240 45154 B b 6,4699 AB a 6,7986 AB b 17,7284 A B 53063 AB b
VMR [P30F53H | 10,1009 A a 59657 B a 9,8885 A a 12,0437 A A 10,1258 A a
DKB240 0,1617 CD a 0,16 D a 034 A a 0,2967 AB A 0,2383 BC a
MSPA | P30F53H 0,2044 AB a 009 C b 0,2586 A b 0,2322 A B 0,1257 C b
DKB240 0,142 C Db 0,1543 BC a 0,23 AB a 0,2383 A A 0,1643 ABC a
MSR | P30F53H 0,2338 A a 0,1313 B a 027 A a 0,2911 A A 0,215 A a
DKB240 8419 A a 72478 A a 7485 A a 8,1359 A A 7,1149 A a
PHOT | P30F53H 6,2793 A b 6,5588 A a 6,9447 A a 7,8823 A A 7,5208 A a
DKB240 0,0333 AB a 0,034 AB a 0,0364 AB a 0,0423 A A 0,0309 B b
COND | P30F53H 0,0342 A a 0,0368 A a 0,0385 A a 0,0419 A A 0,0426 A a
*as letras maiusculas representam a diferenca entre 0os genotipos testados e as minusculas

entre os tratamentos. Tukey 5%

12 AnexoV
Valores obtidos pelo Gia Roots no experimento no tubo aos 7 dias de cultivo
Trat DMR PMR NMR |ASR CMR VMR
Bactéria 0,124a 17,949b 33a 227,010a |579,762a |11,946a
Cont 0,125a 20,305a 29,5a 219,596a |572,2458a|11,817a
EXSUD_240 0,122a 12,131c 23b 154,774b | 403,669b |7,863b
EXSUD_390 0,117a 10,351c 20,5b 171,438b |465,635b |8,156b

Anexo VI

Valores obtidos pelo Gia roots sobre o experimento Tubo aos 14 dias

de cultivo

Trat

DMR

PMR

NMR

ASR

CMR

VMR




101

Bactéria 0,1923a |29,277b |42b 257,01b |599,30b |15,134b

Cont 0,136a |21,876b |33,2b  |233,331b|590,43b |14,555b

EXSUD_240|0,424a |37,982a |54,32 289,314a | 645.65a |19,234

EXSUD_390(0,393a |33,307% |61,22 310,498a | 690,33a |21,7232

Anexo VII
Normas para publicacédo da revista Applied Microbiology and Biotechnology

Submissé&o do Manuscrito

Apresentacdo de um manuscrito implica: que o trabalho descrito ndo tenha sido
publicado antes; que ndo esta sob consideracdo para publicacdo em nenhum outro lugar; que
sua publicacdo tenha sido aprovado por todos os co-autores, se houver, bem como pelas
autoridades responsaveis - tacita ou explicitamente - no instituto, onde o trabalho foi
realizado. O editor ndo sera considerado legalmente responsavel deve haver nenhum pedido
de indemnizacéo.

Permissdes

Autores que desejam incluir figuras, tabelas, ou passagens de texto que ja tenham
sido publicados em outros lugares sdo necessarios para obter a permissdo do proprietario dos
direitos de autor (s), tanto para o formato impresso e on-line e para incluir provas de que tal
permissao foi concedida ao apresentarem os seus trabalhos . Qualquer material recebido sem
essa prova serd assumido se originar de seus autores.

Submisséo Online

Por favor, siga o link "Submeter online” a direita e fazer upload de todos 0s seus
arquivos manuscrito seguindo as instrugdes dadas na tela.

FOLHA DE ROSTO

Folha de rosto

A pégina de titulo deve incluir:

* O nome do (s) autor (s)

« Um titulo conciso e informativo

* A afiliacdo (s) e endereco (s) do (s) autor

* Os numeros do enderego de e-mail, telefone e fax do autor correspondente

Resumo

Por favor, forneca um resumo de 150 a 250 palavras. O resumo ndo deve conter

abreviaturas ou referéncias indefinidas nao especificados.



102

Palavras-chave

Por favor proporcionar 4 a 6 palavras-chave que podem ser utilizados para fins de
indexacdéo.

* Notas de Rodapé

Notas de rodapé essenciais ao texto devem ser numeradas consecutivamente e
colocado na parte inferior da pagina a que se referem.

Notas de rodapé na pagina de titulo ndo sdo dadas simbolos de referéncia. Notas de
rodapé no texto estdo numeradas consecutivamente; aqueles para tabelas deverdo ser
indicados por sobrescrito letras minasculas (ou asteriscos para valores de significancia e
outros dados estatisticos).

* Introducdo

A Introducdo deve indicar a finalidade do inquérito e dar uma breve revisdo da
literatura pertinente (max. Uma pégina impressa).

»  Materiais e métodos

A secdo Materiais e Métodos deve seguir a Introducédo e deve fornecer informacdes
suficientes para permitir a repeticdo do trabalho experimental.

Os microrganismos utilizados no estudo e, nomeadamente novos isolados devem
ser depositados em uma colecdo cultura acessivel ao publico pertencente ao WDCM (por
exemplo, a DSM, a ATCC, NCIMB; veja o link abaixo para uma lista completa das coleccdes
de culturas WDCM que séo todos adequado) . Os autores devem referir-se a coleta eo nimero
de tensdo no texto para garantir que as tensdes estdo disponiveis a outros cientistas. Se
sequéncias de &cidos ou aminoécidos nucleicos sdo apresentados (Isto também inclui
optimizado sequéncias de genes conhecidos), um nimero de acesso GenBank / EMBL para
nucleotidos primario e / ou dados da sequéncia de aminoacidos deve ser incluido num ponto
separado no final dos materiais e secdo de métodos. Enormes conjuntos de dados de
sequenciacdo ou dados em bruto deve também ser depositado, por exemplo, como um NCBI
Bioproject (link abaixo).

Para os estudos em protedmica, as informacBes minimas sobre um experimento
protedmica (MIAPE) da protebmica Hupo iniciativa padrdo (veja o link abaixo) e normas de
publicacdo para a analise e documentagdo de peptideos e proteinas identificagdes pela
Sociedade Americana de Bioquimica e Biologia Molecular ( no link abaixo) deve ser seguido.
Uma réplica bioldgica ndo sera aceitavel.

Para as analises de cristalografia de raios-X de proteinas (enzimas), os autores

deverdo obter cada APO ID para uma estrutura de proteina a partir de PDB (The Worldwide
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Protein Data Bank (wwPDB)) e adiciona-lo ao manuscrito apenas como nimeros de acesso
como de nucleotideos.

Para fontes comerciais de materiais utilizados, deverd ser indicado o nome da
empresa, cidade e pais.

* Resultados

A secdo de Resultados deve descrever o resultado do estudo. Os dados devem ser
apresentados da forma mais concisa possivel, se for caso disso, na forma de tabelas ou
figuras, embora tabelas muito grandes devem ser evitados.

« Discusséo

A discussdo deve ser uma interpretacdo dos resultados e seu significado com
referéncia a publicacbes de outros laboratorios.

ESTILO CIENTIFICO

Todos 0s nomes de tdxons (nomes de espécies, nomes do género, e 0s homes das
categorias mais elevadas) devem estar em italico.

Referéncias

Citacao

Cite as referéncias no texto por nome e ano entre parénteses.

Trabalhos de varios autores devem ser citadas no texto com "et al."; primeiro nome
do autor ndo é suficiente; nomes dos autores e dois papéis deve ser dada tanto.

Lista de referéncia

A lista de referéncias deve incluir apenas obras que sdo citadas no texto e que
tenham sido publicados ou aceites para publicacdo. As comunicagdes pessoais e obras inéditas
sO devem ser mencionadas no texto. N&o use notas de rodapé ou notas de fim como um
substituto para uma lista de referéncia.

As entradas da lista de referéncia deve estar em ordem alfabética pelos sobrenomes
do primeiro autor de cada trabalho.

Sempre use a abreviatura padrdo do nome de uma revista de acordo com o ISSN
Lista de titulo do Word abreviagdes, ver

Observe:

* Todos os nomes de autores deve ser fornecida nas referéncias da AMB-
manuscritos!

* Por favor, ndo use um estilo EndNote abreviar listas autor longas com "et al."!

QUADROS

* Todas as tabelas devem ser numerados em algarismos arabicos.
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* As tabelas devem ser sempre citadas no texto em ordem numérica consecutiva.

* Para cada tabela, por favor fornecer uma legenda da tabela (titulo) explicando os
componentes da mesa.

* Identificar qualquer material publicado anteriormente, dando a fonte original na
forma de uma referéncia no final da legenda da tabela.

* notas de rodapé de tabelas devem ser indicadas por letras minusculas sobrescrito
(ou asteriscos para valores de significancia e outros dados estatisticos) e incluidos sob o corpo

da tabela.





