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O MEIO DE CULTURA SOLIDO DIMINUI A EXSUDACAO DE ACIDOS
ORGANICOS EM RAIZES DE PLANTAS EXPOSTAS AO ALUMINIO EM RELACAO
A SOLUCAO NUTRITIVA?

Resumo

O aluminio (Al) € um dos componentes mais abundantes da crosta terrestre e € toxico
a maioria das plantas, sendo o seu primeiro sintoma de toxicidade a reducdo no
crescimento radicular. Algumas plantas desenvolveram mecanismos para tolerar a
presenca do Al por meio da formacao de complexos de acidos organicos (AOs) com
Al, internamente (no simplasto da folha ou das raizes) ou fora da raiz (apoplasto da
raiz ou rizosfera). Neste trabalho, plantas de Titricum aestivum L. (Poaceae) (trigo) de
cultivar sensivel ao Al (ANAHUCY75) e tolerante ao Al (JAC5) foram cultivados em
diferentes concentracfes de Al, variando o estado fisico do meio, sendo estes sélido
e liquido. Foram encontrados o acido oxalico e succinico exsudados pelas raizes e
acumulados no meio de cultura. Estes foram qualificados e quantificados por
Cromatografia Gasosa por Espectrofotometria de Massas (GC-MS) e analisados por
meétodos estatisticos (ANOVA, teste de Kruskal-Wallis e PCA). Assim, foi possivel
verificar que o estado fisico do meio de cultura gera diferencas significativas nas
concentracdes de exsudados pela raiz quando cultivadas nas mesmas concentracoes
de Al, visto que para o &cido succinico em ambas as cultivares e em todos os
tratamentos e o &cido oxalico na cultivar tolerante apresentaram disparidade em

relacédo aos teores exsudados.

Palavras-chave: 1. Aluminio. 2. GC-MS. 3. Trigo. 4. Acidos organicos. 5. PCA.



DOES SOLID CULTURE MEDIUM DECREASE THE EXSUDATION OF ORGANIC
ACIDS IN ROOTS OF PLANTS EXPOSED TO ALUMINUM IN RELATION TO
NUTRIENT SOLUTION?

Abstract

Aluminum (Al) is one of the most abundant elements of the Earth's crust and it is toxic
to most plants, being the reduction of root growth its first toxicity symptom. Some plants
have developed mechanisms to tolerate Al through the formation of organic acid
complexes (AOs) with Al. This occurs internally (in the root or leaf symplast) or outside
the root environment (root apoplast or even in the rhizosphere). Here, Titricum
aestivum L. (Poaceae) (wheat) plants of an Al-sensitive cultivar (ANAHUC75) and an
Al-tolerant cultivar (JAC5) were cultivated at different concentrations of Al, varying the
physical state of the medium, being solid and liquid. Oxalic and succinic acid were
exuded by the roots and accumulated in the culture medium. These were qualified and
guantified by Mass Spectrophotometric Gas Chromatography (GC-MS) and analyzed
by statistical methods (ANOVA, Kruskal-Wallis test and PCA). Thus, it was possible to
verify that the physical state of the culture medium generates significant differences in
the concentrations of root exudates when cultivated at the same Al concentrations,
since for succinic acid in both cultivars and in all treatments and oxalic acid in tolerant

cultivar presented disparity in relation to the exudate contents.

Key words: 1. Aluminum. 2. GC-MS. 3. Wheat 4. Organic acids. 5. PCA.



1. Introducéo

O trigo (Triticum sp.) € uma das espécies agricolas mais antigas,
apresentando o seu processo de domesticacédo ha cerca 10.000 anos, o qual devera
ter acontecido na zona do Crescente Fértil (regido que compreende essencialmente o
Iraque e a antiga Mesopotamia) e poderé ter ocorrido em paralelo com a domesticagéo
de outros cereais, nomeadamente da cevada (Peleg Z., et al, 2011).

De acordo com Shewry 2009, atualmente o trigo € o terceiro cereal
mais produzido em todo o mundo, sendo ultrapassado apenas pelo arroz e milho.
Apesar disso, tem a vantagem de poder ser cultivado numa regido muito mais vasta
do que as cultivares de milho e arroz, pois apresenta inumeras variedades (cerca de
25.000) que se adaptaram as condicdes agroecoldgicas especificas de onde sao
cultivadas.

No entanto, a acidez dos solos € um dos principais obstaculos ao
cultivo e producédo do trigo, aproximadamente 50% dos solos agricultaveis no mundo
sdo acidos (pH < 5,0), impactando a produtividade agricola (Kochian et al., 2004;
Sujatha & Mehar, 2015), e 60% dos solos na América do Sul tém pH < 4,0 (von Uexkiill
& Mutert, 1995). Visto isso, uma das formas de corrigir a acidez do solo é através da
aplicacéo de calcario agricola (CaCOs + MgCOQOs), porém, muitas vezes ndo € uma
opcao economicamente viavel devido aos custos, além de corrigir apenas camadas
superficiais, ndo sendo eficaz na corre¢cdo da acidez do subsolo, devido a baixa
mobilidade dos componentes sollveis do calcario aplicado na superficie do solo
(Hartwig, Irineu et al, 2007).

Os solos acidos podem apresentar diversas origens, incluindo os
naturais, como por exemplo os solos de origem vulcanica, ou antropolégicas, em
resultado da poluicdo causada pela queima de combustiveis fosseis (Yang Y, et al,
2012). Nos solos, o aluminio encontra-se normalmente sobre a forma de oxidos ou
alumino-silicatos, ndo estando biodisponivel para as plantas. Estes solos podem
sofrer processos de acidificacdo, que solubilizam e tornam biodisponivel o aluminio,
transformando-o na sua forma catidnica (AF*) (Ma JF et al., 2001)

O metal existe de forma mais abundante nos estados 2* e 37,

apresentando assim alta afinidade a anions e grupos iénicos, como o fldor (F) e o
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grupo hidroxila (OH"), respectivamente (Mossor-Pietraszewska, 2001). Outros grupos
com afinidade ao Al para formacéo de ligagcbes complexas séo a carboxila, carbonila
e o fosfato (Vitorello et al., 2005). A forma idnica do Al (AI**) é geralmente muito solGvel
em pH acido e considerada a mais toxica para plantas (Gupta et al., 2013), mesmo
em concentracdes micromolares (Ma et al., 2001; Silva, 2012). A acidez potencial
devido ao Al trocavel é observada em pH < 5,5. Em solos com pH acima de 5,5, o Al
encontra-se em formas precipitadas (Jones, 1979; Bohnen, 1995) com a solubilidade
do AI®** consideravelmente baixa.

Tudo isso ocorre porque o Al apresenta uma massa molecular
relativamente baixa (27g/mol) e opera um campo magnético forte de trés cargas
positivas. Além disso, em solos tropicais e subtropicais Umidos, com altas
precipitacdes pluviométricas, nutrientes solUveis como calcio, magnésio, potassio e
outros elementos basicos sao lixiviados. A remocao de cations basicos e a
degradacdo da matéria organica reduzem o pH do solo. Em pH baixo, o hidrogénio
(H*) atua sobre os minerais liberando ions Al**, retidos pelas cargas negativas das
particulas de argila do solo. Sendo assim, é possivel visualizar a sequéncia de reacdes
de hidrolises que ocorrem nos compostos de argila no ciclo da argila de acordo com

Malavolta.

[Al (H20)6]3* < [Al (H20)s OHJ?* + H*
[Al (H20)4 (OH)2]* + H* < [Al (H20)s (OH)3]° + H*

Portanto, em presenca de bases, o Al** é gerador de prétons. Logo,
estando na solucéo do solo o AI®* é causa de acidez (porque libera H*). Porém o AIP*
também pode ser considerado consequéncia da acidez do solo, uma vez que o H*
pode digerir o mineral de argila e liberar outro &tomo de Al, reiniciando o ciclo
(Malavolta, 1980). Logo, quanto mais baixo o pH, maior a tendéncia da presenca de
Al com carga positiva e quando o pH do solo se encontra entre 5 e 7,0, maior é sua
tendéncia de apresentar carga zero, que ndo provoca reacdes de toxicidade as
plantas.

Em plantas, sdo varios os sintomas das injdrias causadas pelo Al*.

Em algumas espécies os sintomas nas folhas sdo semelhantes a sintomas de



deficiéncia de P?*, em outras, semelhantes a deficiéncia de Ca?* ou de Fe®*. O sintoma
mais perceptivel de toxicidade ao Al** é a inibicdo do crescimento das raizes (Barcelo
& Poschenrieder, 2002; Horst et al., 2010). Estes sintomas j& foram observados em
plantas herbaceas, como o feijoeiro caupi (Vigna unguiculata) (Kopittke et al, 2008) e
arboreas (Brunner & Sperisen, 2013), incluindo o género Citrus (Nogueira et al., 1989;
Santos et al., 1999; Pereira et al., 2003).

Levando em conta o fato de o Al ser muito reativo, o seu ion Al** pode
se ligar as cargas negativas da parede celular (apoplasto) (Kopittke et al., 2015) das
células da raiz. Além disso, o Al prejudica o citoesqueleto, a membrana plasmatica e
0 nucleo das células (Kochian et al., 2004). Entretanto, a maior associa¢ao do Al com
a raiz ocorre no apoplasto, em que uma pequena fracdo do Al rapidamente entra e
interage no simplasto (Silva, et al., 2000; Taylor et al., 2000). O Al interage com as
vias de transducdo de sinais, em especial os relacionados com a homeostase e
transporte do célcio (Ca?*), podendo alterar os niveis de Ca?* (Zhang; Rengel, 1999),
e pode interagir e inibir a enzima fosfolipase C associada as vias de transporte do Ca
(Jones; Kochian, 1995).

Muitos estudos associaram a exsudacao radicular a mobilizacdo de
nutrientes no solo (Canarini et al, 2019). No entanto, 0 mecanismo pelo qual o Al**
interfere com o influxo de ions em plantas ndo € conhecido. Mas mostrou-se
interacdes com a absor¢do de muitos anions e céations (Nunes-Nesi et al., 2014). O
AIF* tem interferido negativamente na absorcdo de minerais catidnicos, enquanto
aumenta a absorcédo de ions minerais anionicos.

As pesquisas distinguem os mecanismos de tolerancia ao Al em duas
classes principais, em que um grupo é formado pelos processos de exclusédo, que
atuam no sentido de impedir a entrada do Al pela raiz e grupos que permitem a planta
acumular o Al em locais especificos da sua estrutura como vacuolos e apoplasto
(Kochian et al., 2004). Algumas plantas desenvolveram formas de tolerar a toxicidade
ao Al por meio da formacgéo de complexos estaveis de acidos organicos (AOs) (Ma et
al., 2001).

Os AOs nas plantas sao produzidos a partir do ciclo de Krebs e néo
s6 atuam no processo de tolerdncia a toxicidade aos metais como também séao

intermediarios no metabolismo do carbono. Entretanto, continua sem saber como a



exsudacdo dos AOs pela planta é controlada e como exatamente e sob quais
circunstancias as plantas se beneficiam deste processo (Canarini et al, 2019).

Outra forma pela qual as plantas podem atingir a tolerancia ao Al** é
por meio da alcalinizacao da rizosfera (Degenhardt et al., 1998). Isso ocorre devido a
liberacdo de anions de AOs pelas raizes, resultando em alcalinizacéo da rizosfera por
meio de canais de anions ativados por Al na membrana plasmatica (Ma et al., 2001),
complexacédo de AI** com &cidos organicos e posterior desintoxicacdo de Al (Panda e
Matsumoto, 2007). Esse mecanismo ocorre, por exemplo, em plantas de trigo
(Triticum aestivum) e milho (Zea mays) (Ma et al., 2001). A superexpresséao do citrato
também esta correlacionada positivamente com a tolerancia ao aluminio em tabaco

(Nicotiana tabacum) transgénico e papaia (Carica papaya) (De la Fuente et al., 1997).

O citrato, o oxalato e o malato sdo alguns dos anions de AOs
comumente liberados que podem formar complexos suficientemente fortes com o
Al %*. O malato é liberado das raizes de cultivares de trigo tolerantes ao Al®*
(Delhaize, et al.,1993); citrato, de cultivares de feijdo (Phaseolus vulgaris) tolerantes
ao AIP* (Miyasaka, et al., 1991), milho (Zea mays) (Pellet, et al., 1995), Cassia tora
(Ma, et al.,1997) e soja (Glycine max) (Yang, et al., 2000) e o oxalato, de trigo
mourisco (Fagopyrum esculentum) (Ma, et al., 1997) e taro (Colocasia esculenta)
(Ma, Miyasaka, 1998). Algumas espécies de plantas, como triticale tolerante a Al
(Triticosecale wittmack), colza (Brassica napus), aveia (Avena sativa), rabanete
(Raphanus sativus) e centeio (Secale cereale) exsudam tanto malato quanto
citrato (Ma, et al, 2000.; Li, et al.,2000).

As plantas que apresentam como resposta a desintoxicacdo de Al na
rizosfera contém AOs que sao transportados do citosol para o apoplasto. No pH quase
neutro do citosol, os AOs sao quase totalmente dissociados de seus prétons e passam
a anions do AOs correspondente. Sao esses anions de AOs que provavelmente sdo
exsudados para o apoplasto da raiz. Embora muitos tipos de AOs sejam encontrados
nas células da raiz, apenas um ou dois AO especifico sao secretados em resposta ao
AIP* para qualquer espécie (Ma, 2000; Pellet et al., 1995).

Dentre as diversas pesquisas realizadas para compreender o
mecanismo de exsudacao dos AOs em resposta a tolerancia ao Al sdo realizados em

solucéo nutritiva liquida. Delhaize (1993) demonstrou a resisténcia de gendtipos de
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trigo tolerantes e sensiveis ao Al usando solucdo nutritiva liquida. Isso pode indicar
gue esses genotipos testados em solugéo nutritiva devem ter ndo apenas a exsudacao
de AOs como mecanismo de resisténcia. Em meio solido (solo ou gel/meio de cultura
sélido) as reacdes de troca entre a rizosfera e 0 meio poderiam ser mais lentas ou
estaveis, visto que este processo esta correlacionado com o fendmeno fisico-quimico
da difusdo (Canarini et al 2019).

Para compor o meio soélido, a agarose, que é a fragdo gelificante do
agar, € uma molécula linear neutra essencialmente isenta de sulfatos, consistindo em
cadeias de unidades alternadas repetidas de D-galactose 3-1,3 e de 3,6-anidro-L
ligado a a-1,4 -galactose (NCBI). Esse composto apresenta um peso molecular de
336,33 g/mol do mondmero e um raio de superficie de 127 A? (NCBI), que
estruturalmente formara poros suficientes para permear as substancias dissolvidas no
meio e criar um gradiente de difusédo estruturalmente estavel e bem definido, tanto é
gue por essa caracteristica, o agar € utilizado como substancia gelificante para
separacdo de proteinas nas eletroforeses horizontais e processos de cromatografia
por afinidade (Palma, M. S. 2010).

Com base nos processos de trocas, recentemente, Canarini et al
2019, propds uma nova estrutura conceitual para exsudatos radiculares. Esta
estrutura € elaborada com base em dois conceitos principais, tendo em vista que
0 primeiro esta relacionado a exsudacédo radicular dos metabdlitos primarios sendo
impulsionada pela difusdo, com plantas e microbios tanto modulando os gradientes
de concentracdo quanto, portanto, as taxas de difusdo para o solo, dependendo de
seu estado nutricional; e 0o segundo conceito baseando-se nas concentracdes de
metabolitos exsudados que podem ser detectadas na ponta da raiz e 0s sinais sao
traduzidos para modificar a arquitetura da raiz.

As plantas podem modificar a concentragdo dos metabdlitos
controlando os processos de fonte/dreno ou expressando e regulando os canais de
efluxo, desafiando, portanto, a ideia de exsudacgéo radicular como um processo
passivo puramente nao regulado (Canarini et al 2019). Através do fluxo de exsudato
radicular, elas podem aumentar localmente as concentracfes de muitos metabdlitos
comuns, que podem servir como sensores e integradores do estado nutricional da
planta, da disponibilidade de nutrientes no ambiente circundante bem como das

diferencas estruturais do solo (Canarini et al 2019).
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Tendo em vista tudo isso, 0 objetivo e hipdtese deste trabalho seria
gue existe disparidade na exsudacdo de AOs (provocado pela adicdo de Al) tendo
como diferenga a consisténcia do meio de cultura. Para tal, seria importante analisar
os exsudatos das duas culturas, na presenca ou auséncia de aluminio, e analisar e
identificar os seus exsudados, especificamente com relacdo a presenca de acidos
organicos e outros possiveis compostos. Sendo assim o0s tipos de exsudatos
radiculares irdo, em dltima instdncia, melhorar nossos conhecimentos sobre os
processos que determinam a exsudagédo dos AOs bem como a sua interagédo com 0s

diferentes estados fisicos da solu¢éo nutritiva.

2. Materiais e Métodos

Material vegetal e condi¢cdes experimentais

Foram utilizadas sementes de trigo (Triticum aestivum) das cultivares
tolerantes - JAC 5 (116575) - e sensiveis - ANAHUC 75 (116509) — ao Al, fornecidas
pela Embrapa Trigo (Passo Fundo, RS). As sementes foram colocadas para germinar
sobre papel absorvente umedecido com agua dentro de germboxes e mantidas a
temperatura constante de 25 °C e foto periodo de 24 h, fornecido por luz fluorescente
(80 umol de fétons m=2 s*) em estufa incubadora tipo BOD. Depois de germinadas,
adicionou-se fungicida do grupo quimico Carboxina/Tiram em dosagem usual para
sementes de trigo em plantio de campo, deixando agir por 24h. Apés este periodo, as
plantulas foram transferidas para tubos de ensaio de vidro (25 cm de comprimento X
3 cm de didmetro) com os meios de cultura sélido e liquido, sendo o meio de cultura
liguido oxigenado com bomba aeradora externa em um periodo de 4 horas/dia.

Utilizou-se a solucao nutritiva basica proposta por Delhaize et al. (2004) para a

composicdo quimica do meio solido (agar) e liquido (solugcdo) com as seguintes
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concentracbes de Al*® (uM): 0, 5, 10 e 30 como mostra no esquema da figura 01.

Sementes Tolerantes
(JACD)
Sementes Sensiveis
(ANAHUCT75)

Meio Sélido
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Meio Liquido
(ML)
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—
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Figura 1: Esquema referente a ordenacdo do experimento para sementes tolerantes.

Estas concentracdes de AI*® foram estabelecidas por testes
preliminares em laboratorio, tendo como base os estudos de Delhaize et al. (1993) e
Ryan et al. (1995) e Delhaize et al. (2004) como causadoras de diminuicdo do
crescimento de raiz em trigo sem cessar a sua atividade. Para a composi¢cédo do meio
sélido, utilizou-se a mesma solucdo nutritiva proposta por Delhaize et al. (2004), no
entanto como solidificante, empregou-se o agar da marca Difco™ de grau
microbiolégico de Ref. 214010 em uma concentracdo de 0,6%, previamente
estabelecida e adequadas em testes preliminares. Para cada tratamento, foram
utilizadas trés repeticbes, em duplicata, e essa replicata foi realizada em dias
diferentes, perfazendo um total de seis amostras para cada tratamento.

A solucdo nutritiva de Delhaize et al. (2004) apresenta como
composicdo quimica de: 500 yM KNOs, 500 yM CaClz, 500 uM NHsNOs, 150 pM
MgSOa4, 100 uM KH2PO4, 2 uM Fe:EDTA, 11 uM H3BOs, 2 yM MnClz, 0.35 yM ZnCl2
e 0.2 yM CuCl2 A concentragdo nominal de Al** na solucéo sera de 0, 5, 10 e 30 uM
Al*3, usando como fonte o AICI 3. O pH da solucéo foi ajustado inicialmente em 4,0 +

0.1 a fim de manter o Al*3 solGvel. Junto a solugéo nutritiva, adicionou-se o indicador
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de pH verde de bromocresol para que pudesse ser acompanhado a mudanca de pH
no meio de cultura e em torno da raiz.

O indicador de pH verde de bromocresol é um indicador &cido-base que
apresenta pontos de viragem em intervalos de pKa na faixa de pH trabalhadas no
experimento. Sendo assim, em pH 3,8 apresenta coloracdo amarelo, pH 4,5 verde e
em pH 5,4 azul (Sigma-Aldrich).

Acidos Organicos

Quando as plantas atingiram % do comprimento dos tubos com
relacdo a parte aérea (aproximadamente apos 8 dias, conforme dados do estudo
piloto), estas foram retiradas dos meios de cultura e suas raizes lavadas em solucéo
40 mM de Na2COs, para que ocorresse a extracdo dos AOs e esses permanecessem
na forma fixa respectiva, como sal sédico.

A solucdo de lavagem foi evaporada em tubos do tipo vial (5 mL),
ressuspendida em metanol, ao qual realizou-se a derivatizacdo (metilacdo). A reacao
de metilacdo compreende em adicionar KOH (preparado em metanol com
concentragdo de 2M) no tubo vial com o metanol, deixando-se reagir & 60°C por 10
minutos. Apoés, adiciona-se H2SOa4 (7N — preparado em metanol), deixando-se reagir
a 60°C por 10 minutos. Posteriormente a estas reacdes, adicionou-se hexano e,
agitou-se vigorosamente por 10 minutos e deixou-se em descanso por
aproximadamente uma hora. Apés separadas as fases, as amostras foram injetadas
no GC-MS (Shimadzu, modelo GC-2010/GCMS-QP2010 Plus com injetor automatico
de amostra AOC-20i, gas de arraste hélio ultrapuro (9999), coluna RTX-5MS da
Restek com 30 metros de comprimento e didmetro de 0,25mm). As condi¢cbes de
analise compreenderam em modo splitless com temperatura de interface/injecao de
250°C, temperatura do ionizador de 230°C. O método apresenta uma corrida em 14
minutos/amostra e uma faixa de detec¢cédo de massas de 40 a 450 m/z. (De Oliveira
Carvalho, Brenda Mistral, et al 2016).

Anélise dos dados

A quantificagdo dos AOs nas amostras foi realizada mediante a
construcdo de curvas de calibragdo. Para tanto, concentragbes crescentes de

solugdes dos acidos esterificados (metilados) de &cidos citrico, malico, oxalico e
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succinico PA foram injetadas no GC-MS a fim de estabelecer os picos crescentes que
foram utilizados para o céalculo da equacéo de regressao dos minimos quadrados das
concentracbes nominais utilizadas.

Os picos de cada amostra analisada foram integrados
automaticamente pelo software do sistema para obtencdo de uma maior precisdo. O
software utilizado foi o LabSolutions versdo GCMSsolution Version 2.72 Shimadzu
Corporation licenciado para o CEIS (Centro de Estudo de Insetos Sociais). A area
equivalente referente a cada pico identificado foi aplicada a sua respectiva equacao
da reta obtendo-se o valor em ppm (ug/L) para cada composto da amostra.

Para a analise de normalidade, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk a
partir do software BioEstat 5.3., que visa fornecem o parametro valor de prova (valor-
p, p-value ou significancia), que pode ser interpretado como a medida do grau de
concordancia entre os dados e a hipotese nula (Ho), sendo Ho correspondente a
distribuicdo Normal. Quanto menor for o valor-p, menor é a consisténcia entre os
dados e a hipétese nula (De Mesquita Lopes et al. 2013). Entdo, a regra de decisao
adotada para saber se a distribuicdo € Normal ou néo é rejeitar Ho: (i) se valor-p < a,
rejeita-se Ho, ou seja, ndo se pode admitir que o conjunto de dados em questdo tenha
distribuicdo Normal; (ii) se valor-p > a, nao se rejeita Ho, ou seja, a distribuicdo Normal
€ uma distribuicdo possivel para o conjunto de dados em questao (De Mesquita Lopes
et al. 2013).

Foram realizados testes paramétricos a partir da ANOVA dois critérios
pelo software BioEstat 5.3. Este teste compara, além da variacdo entre 0s
tratamentos, a variabilidade entre os blocos, os quais correspondem as linhas do grid
geral. Para isso, as amostras devem ter o mesmo tamanho e os escores mensurados
a nivel intervalar ou de razdes. Ha, neste modelo, dois valores de F: dos tratamentos
e dos blocos, sendo o tratamento designado o tipo de meio de cultura e os blocos as
concentracoes de Al estabelecidas.

No entanto, o estudo procura esclarecer se ha interacdes entre os
tratamentos e os blocos, devendo-se, nessa circunstancia, efetuar repeticbes para
visualizar esse detalhe da pesquisa (ANOVA: fatorial a x b (com replicagéo)). Os
resultados desta andlise de variancia sao apresentados sob a forma de trés (3) F-
testes: a) dos tratamentos (tipo de meio de cultura); b) dos blocos ([Al]); c) da interacdo

entre tratamentos e blocos, todos com os respectivos valores de p.
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Neste caso, utilizou-se um valor de 95 % de confianga, ao qual a
apresentava um valor de 5%. Sendo assim, se ocorresse de os dados trabalhados
apresentarem rejeicdo a hipdtese nula (a< 0.05 — compreendendo a igualdade das
amostras), seriam realizados testes nao paramétricos empregando o teste de Kruskal-
Wallis com a de 5% sendo estes testes elaborados pelo programa Software PAST
3.14.

O teste de Kruskal-Wallis € o teste equivalente ndo paramétrico da
Andlise de Variancia Simples (ANOVA), porém este se estrutura na comparacao da
meédia dos ranks dos grupos. Este teste foi escolhido como base ndo paramétrica
porque pode ser usado para determinar se existem diferencas estatisticamente
significativas entre dois ou mais grupos de uma variavel independente em uma
variavel dependente continua ou ordinal. Considera-se a alternativa ndo paramétrica
a ANOVA one-way, e uma extensdo do teste U de Mann-Whitney para permitir a
comparacao de mais de dois grupos independentes (Laerd Statistics, 2019

Optou-se também por utilizar agrupamentos e Andlise de
Componente Principal (PCA). Os agrupamentos e PCAs foram gerados pelo software
R.
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3. Resultados

As amostras dos meios de cultura e raizes apresentaram diferencas com
relacdo ao pH inicial e final. Para comparacdo, foi confeccionada uma curva
colorimétrica de ph mostrado na figura 02.

Figura 2: Curva colorimétrica do indicador de pH verde de bromocresol. Legenda: A: pH 4,0; B: pH 4,5; C: pH
5,0; D: pH 5,5.

A figura 03 retrata a regido radicular apos insercdo no meio de cultura
sélido, no inicio e no final. Como se pode observar, as regides da coifa e de
alongamento celular apresentaram elevacdo no pH, constatado pela coloracéo
azulada, o que representa uma faixa de pH entre 5,0 e 5,5.

Figura 3: Fotografia da raiz da cultivar ANAHUC 75 (sensivel) no dia inicial (A) e no final do experimento (B)
em concentragdo de 0 uM Al*3, A coloragdo azul né apice da raiz indica alcalinizagdo da regido.

O mesmo também ocorre no meio de cultura liquido, como mostra a figura 04.

O mesmo também ocorre no meio de cultura liquido, como mostra a

figura 04.
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Figura 4: Comparag¢do entre meio de cultura liquido (A e B) e sdlido (C e D) da cultivar JAC5 (tolerante) na
concentragdo de 30 uM Al*3 no inicio do experimento (A e C) e no final do experimento (B e D). As setas indicam
o apice radicular.

Para quantificacdo dos AOs, foi confeccionada uma curva de
calibracdo para cada acido organico analisado (figura 05) de acordo com a
caracteristica de cada amostra, perfazendo um intervalo de 0 a 200 ppm, com todas

as curvas apresentando valores de R?<0,992.
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Figura 5: Curva de Calibragdo cromatografica para todos os acidos organicos e suas respectivas equagoes da
reta (R?).

Foi encontrado em todas as amostras o acido oxalico e o &cido
succinico. Desses acidos organicos encontrados foram feitas as analises estatisticas
utilizando o teste de Shapiro-Wilk, teste ANOVA fatorial a x b (com replicacédo) e

posteriormente o teste de Kruskal-Wallis com um a 5%

Para aplicar o teste, as amostras foram tradadas e separadas de
acordo com o AO e a cultivar, e neles apresentavam os resultados obtidos no meio

sélido e no meio liquido. Sendo assim, foram gerados 4 grupos, 0s quais sao:

e Acido Oxalico— Cultivar Sensivel
e Acido Oxalico — Cultivar Tolerante

e Acido Succinico — Cultivar Sensivel
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e Acido Succinico — Cultivar Tolerante

Com base no teste de Shapiro-Wilk, € possivel observar pela tabela 1, que o
parametro valor de prova (valor-p) foram todos inferiores a 5%, o que pode ser
interpretado baseado na regra de decisdo com a rejeicdo da hipétese de Ho (hipbtese
nula - que seria correspondente a distribuicdo Normal). Sendo assim, menor é a
consisténcia entre os dados e a hipotese nula, sugerindo uma analise nao

paramétrica.

Tabela 1: Teste de Normalidade De Shapiro-Wilk.

Resultados Ac. Oxalico Ac. Oxalico Ac. Succinico  Ac. Succinico
Cultivar Cultivar Cultivar Cultivar Tolerante
Sensivel Tolerante Sensivel

Tamanho 48 48 48 48

da amostra

Média = 9.809 9.1563 2.326 2.1425

Desvio 3.5484 3.4531 1.7356 1.3522

padrédo =

W = 0.9214 0.8179 0.8234 0.7961

p= 0.0099 0.0088 0.0089 0.0086

Para complementar as andlises paramétricas, foi elaborado o teste
ANOVA fatorial a x b (com replicacao), que é preciso gerar duas hipoteses a serem

testadas, sendo elas Ho e Hi. Elas baseiam-se no seguinte critério:

Ho: A exsudacgdo de AOs no meio de cultura solido e o meio de cultura
liguido ndo apresentam diferencas significativas, sendo Mmeio sélido = Mmeio

liquido

Hi: A exsudagéo de AOs nos diferentes meios de culturas apresentam

interagdes significativas Pmeio sélido # Mmeio liquido

Os resultados obtidos encontram-se nas tabelas 2, 3,4 e 5.
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A tabela 2 representa a analise estatistica gerada pelo teste ANOVA
fatorial a x b (com replicacdo) em que a hipotese Ho esta relacionada a igualdade das
amostras. De acordo com o grau de confianga estabelecido em 95%, & possivel
observar que este grupo ndo apresentou diferencas estatisticas significativas entre os
tratamentos pois o valor de a foi de 0,3247 na comparagao entre os tratamentos,
a=0,4038 na comparagao entre as concentragcdes de Al trabalhadas, sendo assim,
ndo houve diferenciacéo entre os exsudados de acido oxalico liberados pelo cultivar
sensivel no meio de cultura liquido e no meio de cultura soélido, aceitando a nulidade
das amostras e recusando a hipétese de diferencas entre os tipos de meios de cultura
(Ha).

Tabela 2: Resultados ANOVA para o grupo de dados Acido Oxalico-Cultivar Sensivel.

FONTES DE GL SQ QM
VARIACAO

Tratamentos 1 240.40 e+06 ‘ 240.40 e+06
Blocos 3 721.63 e+06 | 240.54 e+06
Interagao 3 720.77 e+06 \ 240.26 e+06
Erro 40 961.49 e+07 | 240.37 e+06
F (Tratamentos) = 1.0001 @ ---

Graus de liberdade = 1,40

p (Tratamentos) 0.3247 | ---

F (Blocos) = 1.0007 @ --- -

Graus de liberdade = 3,40

p (Blocos) = 0.4038 @ ---

F (Interacéo) = 0.9995 | ---

Graus de liberdade = 3,40

p (Interacéo) = 0.5957 | ---

No entanto, para os outros trés agrupamentos (Acido Oxalico —
Cultivar Tolerante, Acido Succinico — Cultivar Sensivel, Acido Succinico — Cultivar
Tolerante), todos eles apresentaram a<0,0001 (tabela 3, 4 e 5) tanto nos tratamentos,
como nos blocos e interagdo. O que significa a rejeicdo da hipotese de igualdade (Ho)

e assentimento a hipotese Hi, e com isso, mostrando que ha uma diferenca
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significativa entre os meios de cultura, entre as concentracdes trabalhadas e existe

uma interagao significativa entre eles dentro do proprio grupo.

Tabela 3: Resultados ANOVA para o grupo de dados Acido Oxalico-Cultivar Tolerante.

GL  sQ QM
FONTES~DE
VARIACAO
Tratamentos 1 38.6205 \ 38.6205
Blocos 3 386.4171 128.8057
Interacéo 3 138.3637 ‘ 46.1212
Erro 40 0.4073 0.0102
F (Tratamentos) = 3792.395 | ---
Graus de liberdade = 1,40
p (Tratamentos) <0.0001 @ ---
F (Blocos) = 12648.26 ---
Graus de liberdade = 3,40
p (Blocos) = <0.0001 ---
F (Interacéo) = 4528.939 | ---
Graus de liberdade = 3, 40
p (Interacéo) = <0.0001 ---

Tabela 4: Resultados ANOVA para o grupo de dados Acido Succinico-Cultivar Sensivel.

FONTES DE GL SQ QM
VARIACAO

Tratamentos 1 97.8289 ‘ 97.8289
Blocos 3 18.2665 6.0888
Interacéo 3 25.2096 ‘ 8.4032
Erro 40 0.2708 0.0068
F (Tratamentos) = 14448.69 | ---
Graus de liberdade = 1, 40

p (Tratamentos) <0.0001 | ---

F (Blocos) = 899.2796 ---
Graus de liberdade = 3,40

p (Blocos) = <0.0001 -

F (Interacéo) = 1241.097 @ ---
Graus de liberdade = 3,40

p (Interacéo) = <0.0001 ---
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Tabela 5: Resultados ANOVA para o grupo de dados Acido Succinico-Cultivar Tolerante.

FONTES~DE GL SQ QM
VARIACAO

Tratamentos ‘ 1 62.7438 62.7438
Blocos 3 15.5173 5.1724
Interacéo \ 3 7.5137 2.5046
Erro 40 0.1644 0.0041
F (Tratamentos) = ‘ 15263.7541

Graus de liberdade = ‘ 1,40

p (Tratamentos) < 0.0001

F (Blocos) = \ 1258.3056

Graus de liberdade = 3,40

p (Blocos) = \ < 0.0001

F (Interacéo) = 609.2896

Graus de liberdade = ‘ 3,40

p (Interacéo) = < 0.0001

Sendo assim, para todos os grupos foram feitos o teste de Teste de

Kruskal-Wallis com a de 5% (0,05). Os resultados obtidos encontram-se na tabela 6.

Tabela 6: Resultado do Teste de Kruskal-Wallis aplicados para cada grupo.

Acido Teste de Kruskal-Wallis
Oxdlico
H(chi?) 0
Cultivar .
H. (tie corrected) 0
Sensivel
p (same) 1
Acido Teste de Kruskal-Wallis
Oxadlico -
H(chi?) 4,688
Cultivar -
H. (tie corrected) 4,688
Tolerante
p (same) 0,03038
Acido Teste de Kruskal-Wallis
Succinico
H(chi?) 35,27
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Cultivar Hc (tie corrected) 35,27
Sensivel
p (same) 2,877 E-09
Acido Teste de Kruskal-Wallis
Succinico
H(chi?) 35,27
Cultivar .
Hc (tie corrected) 35,27
Tolerante
p (same) 2,874 E-09

Como é possivel observar, para o acido oxalico no cultivar sensivel,
ndo houve diferencas significativas entre os teores exsudados no meio de cultura
sélido e liquido, pois o valor de a foi de 1. Mas nesta mesma cultivar sensivel, os
teores de exsudato de acido succinico apresentaram diferencas expressivas entre 0s

tipos de meio de cultura, onde os valores de a foi 2,877 E™°.

No entanto, para a cultivar tolerante, com relagdo ao acido oxalico,
obtiveram-se diferencas significativas entre os teores exsudados no meio de cultura
sélido e liquido, pois o valor de a foi 0,03038. Em se tratando desta mesma cultivar,
mas com relacdo ao exsudato de &cido succinico, as diferencas também foram
extremamente expressivas entre os tipos de meio de cultura, visto que os valores de
a foi 2,874 E99.

Também foram feitos agrupamentos em R, como mostrado nas
figuras 6, 7, 8 e 9. Eles evidenciam que os exsudatos de acido oxdlico nas cultivares
sensiveis ao Al*3, tendem a apresentar valores de exsudagdo bem agrupados nas
concentracdes 0 e 5 uM Al*3. Entretanto, nas cultivares tolerantes, os teores de
exsudatos de acido oxalico na concentracdo de 0 uM Al*3 sdo mais dispersos e
tendem a apresentar valores mais bem agrupados nas concentracdes de 5, 10 e 30
UM Al*3, mas, mesmo assim, expressaram diferencas significativas estatisticamente.
Quando se trata dos exsudatos de acido succinico, tantos nas cultivares tolerantes
quanto nas cultivares sensiveis, os valores encontrados em todas as concentracdes
de uM AI*® apresentaram pontos no plano cartesiano das figuras 7 e 8 que néo
convergiam, ou seja, Nndo se agrupavam no mesmo ponto. Isso, ilustra com clareza

porque as diferencgas estatisticas foram bastante significativas.
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Figura 6: Agrupamento das cultivares sensivel (ANAHUC75) de acordo com a exsudagdo do acido oxalico com
relagdo ao tipo de meio de cultura e concentragdes de Al*3 (uM).
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Figura 7: Agrupamento das cultivares sensivel (ANAHUC75) de acordo com a exsudacdo do acido succinico

com relagdo ao tipo de meio de cultura e concentragées de Al*3 (uM).
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Figura 8: Agrupamento das cultivares tolerante (JAC5) de acordo com a exsudagdo do acido oxalico com
relagdo ao tipo de meio de cultura e concentrag¢des de Al*3 (uM).
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relacdo ao tipo de meio de cultura e concentragdes de Al*3 (uLM).

A analise de PCA envolve projetar um conjunto de dados

(amostragem) multivalorados e numéricos na direcao da maior (maximo) da variancia.
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No caso das PCAs nas figuras 10, 11, 12 e 13, foram projetados os dados tabulados
usando duas variaveis (Meio Sdlido e Meio Liquido) para 24 amostras divididas nas
concentracbes de aluminio j& mencionadas. Os agrupamentos referentes a essas

andlises PCAs constam no Anexo | (pagina 47).

Como é possivel observar na figura 15 para o acido oxalico exsudado
pela cultivar sensivel, o eixo destacado por PC1 observa-se uma variancia total de
81,22% em relagé@o a mostra de dados e nesse caso indica que 81,22% desses dados
podem ser interpretados pela componente principal PC1. Por outro lado, no eixo PC2
tem-se 18,78%, indicando a interpretacdo complementar ao eixo da PC1. Note que
PC1+PC2 totaliza 100% dos dados, uma vez que analise de PCA garante a projecao

dos dados nos eixos PC1 e PC2 sem a perda de informagéo.

Acido Oxalico - Sensivel

\\ "~ Concentragao de Al (uM):

Al-0
_— * Al5
+ A0

-0.1- /

Al-30

PC2 (18.78%)

Pv1&|o_fﬁ%quIch

-03 -02 -0 00 01 02 03

PC1(81.22%)
Figura 10: Anélise PCA das cultivares sensivel (ANAHUC75) de acordo com o Acido Oxalico exsudado com
relagdo ao tipo de meio de cultura e concentra¢des de Al*3 (uM).
Além disso, observa-se que existem dois vetores em vermelho (Meio
Liquido e Meio Sdlido) destacados na Figura 10. Ambos vetores, representam a
projecéo dos dados coletados na direcdo dos autovetores e autovalores da variancia.

Observe que o vetor Meio Liquido forma um angulo inferior a 90° do vetor Meio Sdlido.
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Ainda pode-se verificar que existem dois grupos na direcdo dos
vetores Meio Liquido e Meio Sdlido, sendo os agrupamentos com concentracfes de
Al de 0 e de 30 uM respectivamente. Nesse caso, 0 agrupamento Al-0 (uUM) esta mais
correlacionado com o meio liquido enquanto o meio sélido esta mais correlacionado
com a concentracdo de Al-30 (uM). Também, observando-se os grupos Al-5 e Al-10
(UM) nota-se que existe uma baixa correlacdo entre 0os meios e as respectivas
concentracdes. Isso pode-se verificar, uma vez que ambos os grupos Al-5 e Al-10
(uM) estdo na direcdo oposta da projecdo dos autovetores sugerindo uma
instabilidade em relacdo aos meios estudados, que quer dizer que os meios de cultura

guando comparados, hdo apresentam respostas estaveis.

Para a figura 11, com relagdo ao PCA do &cido succinico exsudado
pela cultivar sensivel, o eixo destacado por PC1 apresenta uma variancia total de
96,16% em relacdo a mostra de dados. A sua componente com relacdo a do acido
oxalico referente a figura 10 € maior, sendo assim, 96,16% desses dados podem ser
explicados pela componente principal PC1. O eixo PC2 explica somente 3,84% dos
dados, indicando a sua interpretacdo complementar ao eixo da PC1 sem perdas de
informacBes. Com relacdo aos seus vetores, é possivel observar que o vetor Meio
Liquido é ortogonal ao vetor Meio Sdlido (i.e., forma um angulo reto em relacdo a base
ortogonal).

27



Acido Succinico - Sensivel

04-

Me c‘)_j?\iqb do

=| Concentragao de Al (UM):

Al-0

|| __Meie»Solido . AI—5
- Al-10
Al-30

PC2 (3.84%)

1 |
-02 0.0 02

PC1 (96.16%)

Figura 11: Anélise PCA das cultivares sensivel (ANAHUC75) de acordo com o Acido Succinico exsudado com
relagdo ao tipo de meio de cultura e concentrag¢des de Al*3 (uM).

Além disso pode-se verificar que também existem dois grupos na
direcdo dos vetores Meio Liquido e Meio Sélido que consisti nos agrupamentos com
concentra¢cdes de aluminio de 5 e de 30 uM. Nesse caso, o agrupamento Al-5 (UM)
estd mais correlacionado com o meio liquido enquanto o meio solido esta mais
correlacionado com a concentracdo de AI-30 (uUM), sendo esta Ultima, conexa a
proximidade do vetor como ocorreu com o acido oxalico (figura 10). Do mesmo modo,
vale ressaltar que os grupos Al-0 e Al-10 (uM) existe uma baixa correlagdo entre os
meios e as respectivas concentracdes, uma vez que ambos se encontram na dire¢cao
oposta da projecdo dos autovetores e autovalores sugerindo igualmente uma
instabilidade em relacédo aos meios estudados, que quer dizer que os meios de cultura

guando comparados, ndo apresentam respostas estaveis

De acordo com a figura 12, a andlise PCA do acido oxalico exsudado
pela cultivar tolerante, o eixo disjunto por PC1l apresenta uma variancia total de

86,08% em relacédo a mostra de dados sendo possivel explicar esta percentagem dos
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elementos pela componente principal PC1. O eixo PC2 interpreta complementarmente
13,92% dos dados sem gerar perdas de informacdes. Quando comparamos com o
PCA do &cido oxalico exsudado pelo cultivar sensivel (figura 10), & possivel observar
que o PC1 da cultivar tolerante abrange uma explicacdo mais ampla que o PC1 do

cultivar sensivel.

Acido Oxalico - Tolerante

02- \'v’li?‘D_@Olldo
\
- Concentragao de Al (UM):
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Figura 12: Analise PCA das cultivares tolerante (JAC5) de acordo com o Acido Oxalico exsudado com relagdo
ao tipo de meio de cultura e concentragdes de Al+3 (uM).

Em se tratando dos seus vetores, é possivel observar que a abertura
em graus do vetor Meio Liquido em relacdo ao vetor Meio Sdlido € proxima a um
angulo reto. Igualmente, pode-se verificar que existe um grupo na dire¢do dos vetores
Meio Liquido e Meio Sélido, sendo este o agrupamento de Al-30 (uUM) cujo esta mais
correlacionado com o meio liquido, diferente do agrupamento de Al-30 (uM) do PCA
do acido oxalico exsudado pela cultivar sensivel (figura 10), que esta mais
correlacionado com o meio sélido. Enquanto isso, o agrupamento Al-0 (uM), encontra-
se entre os vetores, estando parcialmente relacionado a ambos. Ja nos grupos Al-5 e
Al-10 (M), existe uma baixa correlacdo entre 0os meios e as respectivas

concentracdes podendo constatar, pelas suas dire¢cdes opostas as das projecdes dos
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autovetores e autovalores sugerindo novamente uma instabilidade em relacdo aos

meios estudados, que quer dizer que 0os meios de cultura quando comparados, nao
apresentam respostas estaveis.

Na analise da figura 13, com relacdo ao PCA do &cido succinico
exsudado pela cultivar tolerante, o eixo destacado por PC1 mostrar-se uma variancia

absoluta de 97,46% em relacdo a mostra de dados. A sua componente com relagéo a
do acido succinico referente a figura 15 € maximo, sendo assim, 97,46% desses dados
podem ser explicados pela componente principal PC1l. O eixo PC2 interpreta
simplesmente 2,54% dos dados, proporcionando a sua complementariedade ao eixo

da PC1, sem perdas de informac¢fes. Com relacdo aos seus vetores, € possivel
observar que o vetor Meio Liquido é ortogonal ao vetor Meio Sdélido.

Acido Succinico - Tolerante

Meio_jjquido
0.25-

Concentracao de Al (UM):

PC2 (2.54%)
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* Al-5
o © « A0
Al-30
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-0.25-

0lo .
PC1(97.46%)

Figura 13: Anélise PCA das cultivares tolerante (JAC5) de acordo com o Acido Succinico exsudado com relagdo
ao tipo de meio de cultura e concentragées de Al+3 (uM).

De acordo com o plano cartesiano desta componente, € possivel
verificar que os agrupamentos das amostras estdo dispersos (vide figuras do Anexo |
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- pagina 47). Ao mesmo tempo existem 3 grupos que intersectam os vetores Meio
Liquido e Meio Sdlido, e nesse caso sdo 0s agrupamentos com concentracdes de 0,
10 e de 30 uM. O agrupamento Al-0 e Al-10 (uM) esta levemente correlacionado com
0 meio solido porque uma pequena parte da sua afluéncia cruza o eixo, enquanto no
meio liquido, o agrupamento Al-30 (uM) apresenta melhor correlacdo, sendo esta
tltima, relacionada a proximidade e direcdo do vetor. Também € possivel notar que o
grupo Al-5 (UM) ndo apresenta correlagcdo entre os meios, uma vez que ele se
encontra na direcdo oposta da projecdo dos autovetores e autovalores sugerindo
igualmente uma inconstancia em relacéo aos meios estudados, que quer dizer que 0s

meios de cultura quando comparados, ndo apresentam respostas estaveis.

Em se tratando de uma analise geral, foram elaborados PCAs para o
acido oxalico e o acido succinico de forma que os dados tolerantes e sensiveis, meio
liquido e meio sdlido foram agrupados de maneira a mostrar suas diferencas, como

segue na figura 14 e 15, e 0s seus agrupamentos estdo presentes no Anexo |.

No eixo destacado por PC1 da figura 14 compreende uma variancia
total de 78,37% em relacdo a mostra de dados e nesse caso indica que 78,37%
desses dados podem ser interpretados e explicados pela componente principal PC1.
Complementando essa componente, no eixo PC2 tem-se 21,63%, totalizando 100%
da projecédo dos dados nos eixos. Na sequéncia, observa-se que gerou dois vetores
em vermelho (Sensivel e Tolerante). Ambos vetores, representam a projecdo dos

dados coletados na direcdo dos seus autovetores e autovalores da variancia.
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Figura 14: Anélise PCA das cultivares sensiveis (ANAHUC 75) e tolerante (JAC5) de acordo com o Acido Oxalico
exsudado com relagdo ao meio de cultura sélido e liquido de acordo com as concentragdes de Al*3 (uM).

Nota-se que o vetor Sensivel apresenta um angulo maior que 90° ao
vetor Tolerante. Assim, é possivel observar que existe o agrupamento Al-30 (UM)
convergindo ao sentido do vetor sensivel e o agrupamento Al-0 (uM) com, tanto um
grupo préximo ao vetor Tolerante quanto outro grupo préximo ao vetor Sensivel. Para
0s demais agrupamentos, existe uma baixa correlagéo entre as cultivares, meios e as
respectivas concentracdes. Visto que eles estdo na dire¢do oposta da projecéo dos
autovetores e autovalores sugerindo uma ampla diferenga entre as cultivares

estudados para a exsudagéo do acido oxalico.

Para o acido succinico, a sua componente destacada por PC1 da figura
15 apresenta uma variancia total de 86,63% em relagdo a mostra de dados e nesse
caso indica que esta percentagem explica e interpreta a componente principal PC1
para a totalidade desses dados. Concomitantemente a essa componente, no eixo PC2
tem-se 13,37%, envolvendo a interpretacdo complementar ao eixo da PC1 totalizando

100% da projecéo dos dados nos eixos. E possivel observa que originou dois vetores
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em vermelho (Sensivel e Tolerante). Ambos vetores, representam a projecdo dos

dados coletados na direcdo dos seus autovetores e autovalores da variancia.

Acido Succinico

0.1- e

- \ ©  Concentraggo de Al (uM):
- / Al-0
= // Al-5
- Al-10
7 Al-30

Tolefnte

02 01 0.0 01
PC1 (86.63%)

Figura 15: Analise PCA das cultivares sensiveis (ANAHUC 75) e tolerante (JAC5) de acordo com o Acido Succinico
exsudado com relagdo ao meio de cultura sélido e liquido de acordo com as concentragdes de Al*3 (uM).

E possivel observar que o vetor Sensivel também apresentou um
angulo maior que 90° ao vetor Tolerante. Com isso, avalia-se que o agrupamento Al-
30 (uM) também esta convergindo ao sentido do vetor sensivel e o agrupamento Al-0
(uM) ao vetor Tolerante. Ambos estes agrupamentos foram observados de forma
direcional na projecdo de dados do acido oxalico demonstrado na figura 13. J4 os
demais agrupamentos, existe uma baixa correlagéo entre as cultivares, meios e as
respectivas concentracdes. Visto que eles igualmente estdo na direcdo oposta da
projecéo dos autovetores e autovalores sugerindo grande diferenca entre as cultivares

estudados para a exsudagdo do acido succinico.
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Visto tudo isso, nota-se que para os PCAs geral elaborados nas
analises das figuras 14 e 15, constata a diferenca significativa das cultivares sensiveis
(ANAHUC 75) e tolerantes (JAC5) das sementes de trigo.

Locupletando-se as analises, foi gerado um agrupamento biplot com

todos os dados como mostra a figura 16.

Para tanto foi elaborado um PCA com grafico biplot para todas as
colunas e linhas (NxM) das matrizes de PCA obtendo na componente principal (PC1)
72,27% e 23,31% na segunda componente, respectivamente. A Figura acima é uma
razoavel aproximacao em duas dimensdes uma vez que cerca de 95,58% dos dados

originais estado sendo projetados nas duas dimensodes do PC1 e PC2.
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Figura 16: : Analise PCA gerado em um grafico biplot das cultivares sensiveis (ANAHUC 75) e tolerante (JAC5)

de acordo com o Acido Succinico exsudado com relagdo ao meio de cultura sélido e liquido de acordo com as
concentragdes de Al+3 (uM).
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Para tanto foi elaborado um PCA com grafico biplot para todas as
colunas e linhas (NxM) das matrizes de PCA obtendo na componente principal (PC1)
72,27% e 23,31% na segunda componente, respectivamente. A Figura acima & uma
razoavel aproximacao em duas dimensdes uma vez que cerca de 95,58% dos dados
originais estdo sendo projetados nas duas dimensdes do PC1 e PC2.

E possivel verificar que a concentracdo de Al com 5 uM se torna mais
tolerante apenas para o acido succinico quando o meio é liquido. O agrupamento Al-
30 uM encontra-se entre os vetores Oxalico-Meio-Sélido-Sensivel, Oxéalico-Meio-
Liquido-Tolerante e Succinico-Meio-Solido-Sensivel. Por outro lado, nota-se que o
acido oxalico no meio liquido e sélido estdo correlacionados sugerindo que, nesse
caso 0 meio nao interfere na sensibilidade ou tolerancia estudada para valores de
concentragbes de Al 0 uM. E por fim, para o agrupamento AL-10 pM € importante
ressaltar que ele se encontra na direcdo oposta da projecdo dos autovetores
sugerindo, para esta concentracdo uma grande diferenca entre as cultivares

estudados e entre os AOs exsudados.

Na tabela 07, quando se representa os valores brutos da somatoria
dos AOs encontrados por cultivar e por meio, percebe-se uma inversao de exsudacéo
tanto com relagcdo ao tipo da cultivar, como com relagéo ao tipo de meio de cultura
utilizado. Isso mostra que o papel da difusdo dos compostos no meio pode regular a
taxa de excrecao dos AOs, pois o meio solido apresenta uma taxa de difusdo menor
por gerar um gradiente em torno da raiz, assim como também o meio gerara uma
resisténcia a dispersédo, o que traz como caracteristicas proximas da do ambiente
terrestre. J& 0 meio liquido apresentara uma taxa de difusdo maior, pois os AOs
liberados serdo diluidos no meio e ndo conseguirdo criar um gradiente em torno da

raiz para formar uma interface.
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Tabela 7: Comparagao da cultivar e o meio de acordo com a [Al]. Legenda: o: valor bruto menor; e: valor bruto

maior.

Meio Meio
Sélido Liquido
Sensivel Sensivel
[uM Al
ANAHUC75 | ANAHUC75
0 o) °
5 ° o
10 ° o)
30 ° o)
Tolerante Tolerante
[uM Al
JACH JACS
0 ° o
5 ° o
10 ° o)
30 o) °

As concentragfes transitorias destes metabolitos na interface do
apice radicular, de acordo com CANARINI et al 2019, podem servir como indicador
para o reconhecimento do ambiente pelas plantas e sinalizacéo entre raizes e regides
de brotamento para modificar o crescimento da raiz e a alocacao de carbono.

Em todas as amostras analisadas foram encontrados diferentes tipos
de &cidos graxos. Para qualificacao, foi confeccionada uma curva qualitativa de
padrdes de acido laurico, miristico, palmitico, oleico, linoleico, estearico. Dentre estes
acidos graxos, foram encontrados o &cido laurico, miristico, palmitico, oleico e
estedrico. Encontrou-se também o acido linolénico e &cido glutarico, no entanto, eles
foram identificados pelo software do cromatdégrafo com base na NIST. Para todos
esses acidos graxos seriam necessarios mais estudos a fim de saber quais papeis
eles desempenham e se eles estéo ligados a exsudacao da raiz ou se foram liberados

pela semente.
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4. Discussao

Um dos mecanismos principais que controlam a disponibilizacdo dos
nutrientes e metais do solo € a adsor¢éo (Freitas, I. C. V. et al 2010). Este fendmeno
fisico-quimico significa 0 acumulo de um determinado elemento ou substancia na
interface entre a superficie solida e a solucéao adjacente (Sposito, 1989), no qual uma

substancia é acumulada numa interface entre fases caracterizando um coloide.

O solo representa um controlador natural da biodisponibilidade de
metais, e os fatores que conduzem sua capacidade em reté-los sdo extremamente
complexos, dificultando a possibilidade de se efetuar previsbes acerca do
comportamento desses elementos, principalmente a longo prazo (Oliveira; Mattiazzo,
2001).

Com relacdo ao processo de adsorcdo, é considerado o mais
importante processo regulador da concentracdo de metais na solugcdo do solo. As
reacOes de adsorcao-dessorcao de metais nas superficies dos constituintes coloidais
do solo sédo consideradas responsaveis pela concentracdo na solucdo do solo e

consequentemente pela disponibilidade as plantas (Swift; McLaren, 1991).

O agar, se apresenta como um fito-coloide com caracteristica nao
celulésica (Lopes; Lobo; Costa, 2005; Correia 2016). Sua propriedade de formar gel
atoxico ocorre devido aos trés atomos de hidrogénio em sua estrutura, que limitam a
formacao de uma hélice pela molécula (Raphael, 2010). Por apresentar uma carga
levemente negativa, a solucao de agar apresenta uma estabilidade dependente da
hidratacdo e carga elétrica. O seu elevado grau de permeabilidade é evidenciado
facilmente quando em concentracbes entre 0,5% e 2,5%, sao utilizados para
separacao de moléculas de acidos nucleicos de diferentes tamanhos, bem como para

a verificagdo da qualidade de DNA ou RNA de uma amostra (Fani, 2008).

Sendo assim, é possivel verificar que o agar compreende um meio de
cultura fisicamente e estruturalmente muito mais préximo ao solo que as solucdes
nutritivas liquidas, visto que, o agar € capaz de formar gradientes de concentracdes

de bases trocaveis como ocorre no solo.
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No entanto, a solucao nutritiva liquida ndo apresenta essa capacidade
de formar um gradiente estavel, sendo que de tal modo, os complexos AO:AI
tenderiam a se diluir e novas espécies de AI3* toxico tenderiam a se transportar
novamente para o apoplasto da raiz, possivelmente intensificando o processo de

toxicidade.

Dos quatro acidos organicos esperados, somente o acido oxalico e o
acido succinico foram encontrados nas amostras, no entanto, de acordo com
Delhaize, et al., (1993) e Ryan et al. (2001), o malato e o citrato sdo os dois AOs
encontrados em maiores concentracdes liberados das raizes de cultivares de trigo.
Devido ao fato de que os AOs esperados néo terem sido exsudado no periodo de oito
dias, acredita-se que este longo tempo de permanéncia, quando comparado com 0s
experimentos de Delhaize, et al., (1993) e Ryan et al. (1995); (2001) que apresentam
uma duracdo meédia de 4 a 8 horas, ative outros mecanismos metabdlicos de

respostas para dar prioridade a outros AOs.

Com relacdo as andlises estatisticas, o teste ANOVA fatorial a x b
(com replicacéo) confirmou que para a exsudacdo do acido succinico em ambas as
cultivares, os dois tipos de meio de cultura estudados apresentaram diferencas
significativas quanto aos seus comportamentos. No entanto, no que diz respeito ao
acido oxdlico, para a cultivar sensivel, ndo houve diferencas no processo de
exsudacdo deste acido quando comparado os meios de cultura. Mas, para este
mesmo AO, na cultivar tolerante, as respostas dos exsudatos foram significativamente
diferentes. Para tanto, as analises ndo paramétricas feitas para todos os tratamentos

confirmaram estes resultados obtidos.

No que diz respeito ao comportamento das concentracdes de Al
trabalhadas para cada meio de cultura com relacdo a cada cultivar, foi estudado com

analises de agrupamento e andlises de componentes principais.

Pelo fato de todos os PCAs terem apresentado agrupamentos de
concentracdes de Al contrarios aos vetores resultantes, que representam a tendéncia
de comportamento do meio sélido e do meio liquido, isso mostra que em todas as
comparacdes de AOs e meio de cultura apresentam uma instabilidade confirmada

quimiometricamente pela PCA, o que biologicamente quer dizer que os meios de
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cultura trabalhados, tanto solido quanto liquido, sdo diferentes e podem induzir
respostas de exsudacdo quanto a concentracdo de exsudato dispares no mesmo
tratamento ([Al]). O que € possivel verificar quando observado a descricdo do PCA
biplot e a inversédo dos valores brutos da somatdria dos AOs exsudados.

5. Concluséao

De acordo com o presente trabalho foi possivel verificar as diferencas
significativas entre as cultivares de sementes de trigo sensiveis (ANAHUC 75) e
tolerantes (JAC5) ao Al, bem como as disparidades quando cultivados nas mesmas
condigbes nutritivas, mas em aspectos fisicos diferentes, sendo eles sdlidos e
liquidos. Sendo assim, baseado em andlises cromatograficas e estatisticas pode-se
concluir que o estado fisico do meio de cultura interfere expressivamente na resposta

de exsudacao de acidos organicos pelas raizes da planta.
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Figura 17: Agrupamento referente a analise PCA das cultivares sensivel (ANAHUC75) de acordo com o Acido

Oxalico exsudado com relagdo ao tipo de meio de cultura e concentragées de Al+3 (uLM).
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Figura 18: Agrupamento referente a analise PCA das cultivares sensivel (ANAHUC75) de acordo com o Acido

Succinico exsudado com relagao ao tipo de meio de cultura e concentragées de Al+3 (uM).

47



Acido Oxalico - Tolerante
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Figura 19: Agrupamento referente a analise PCA das cultivares tolerante (JAC5) de acordo com o Acido Oxalico
exsudado com relagdo ao tipo de meio de cultura e concentragées de Al+3 (uLM).

Acido Succinico - Tolerante

Concentragao de Al (uM):

PC2 (2.54%)

Al-0

5] A5

e | EA-0
o | Al-30

0.0-

-03-

|

0o 02
PC1 (97.46%)

|
-02

Figura 20: Agrupamento referente a analise PCA das cultivares tolerante (JAC5) de acordo com o Acido
Succinico exsudado com relagao ao tipo de meio de cultura e concentragées de Al+3 (uM).
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Figura 21: Agrupamento referente a analise PCA das cultivares sensiveis (ANAHUC 75) e tolerante (JAC5) de
acordo com o Acido Oxalico exsudado com relagdo ao meio de cultura sélido e liquido de acordo com as
concentragoes de Al+3 (uM).
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Figura 22: Agrupamento referente a analise PCA das cultivares sensiveis (ANAHUC 75) e tolerante (JAC5) de
acordo com o Acido Succinico exsudado com relagdo ao meio de cultura sélido e liquido de acordo com as

concentragoes de Al+3 (uM).
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