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Durante o processo natural de evolucao, as plaetaorgo desenvolveram mecanismos
de adaptacdo para uma gama de condicbes ambiamsuttando em uma extensa variacao
geneética para tolerancia a diversos estressessffaiat al., 1997). O sorgo, apesar de ser uma
importante cultura do agronegécio nas regides dade e do nordeste, apresenta variabilidade
na absorcao de fosforo em solos pobres neste eiemen

As plantas apresentam varios mecanismos e procegsmscontribuem para 0 uso
eficiente dos nutrientes que se encontram poucpodigeis no solo. Esses mecanismos e
processos estao relacionados com a expressdo aetecesticas morfoldgicas e fisioldgicas
desejaveis (Fageria, 1998). A exsudacao radicukarcadmpostos organicos e associacao
simbidtica com fungos micorrizicos sao estratédigadas aos mecanismos fisioldgicos
desenvolvidos pelas plantas para aumentar a absdecdosforo (Nagahashi et al., 2000). O
aumento da absorcdo de nutrientes com pouca mexdslida solucdo do solo, particularmente
fosforo, devido as associagBes micorrizicas, ooorp®r meio da exploracdo de um maior
volume de solo, da solubilizacdo de fosfatos oginpelas fosfatases produzidas pelas hifas e
pela mobilizacdo de fésforo inorgéanico (Yao et 2001). Segundo Czarnota et al. (2003), existe
consideravel diferenca na quantidade e na qualidadexsudados produzidos pelas raizes de
sorgo, havendo indicacdes de diversidade genéi@agoproducéo desses exsudados.

Entre os compostos liberados pelas plantas comat@giis para adaptacdo em ambientes
de baixo fésforo estdo os acidos organicos, quseuens a capacidade de atuar favorecendo a
solubilizacédo de fésforo e as estrigolactonas, sfieecompostos sinalizadores para colonizacao
de micorrizas (Akiyama et al., 2005).

A sorgolactona é uma estrigolactona que foi ideatifa nos exsudados radiculares de
sorgo (Hauck et al., 1992) e possui grande efestomelatorio sobre o desenvolvimento de
fungos arbusculo-micorrizicos (AM). Desta formareaiita-se que o aumento da ramificacéo e
do comprimento de hifas, e a germinacdo de espséiosconsequéncias fisioldgicas dessa
estimulacdo metabdlica ocasionada pela acdo dalaorgna (Besserer et al.,, 2006). Estes
efeitos contribuem para o aumento da colonizac&araiaes que exsudam maiores quantidades
deste composto por fungos AM (Nagahashi et al.0R00

Os objetivos deste trabalho foram adaptar metodolpgra crescimento das plantas e
coleta de exsudados radiculares e caracterizaadatis de sorgo quanto a exsudacao radicular de
compostos produzidos quando cultivadas em estdes&sforo.



Foram avaliadas quatro linhagens de sorgo (L1, U®.,e L4), com trés repeticoes,
crescidas em sistema de cultivo acrescido de smlngéitiva sem fonte de fésforo, em camara
de crescimento na Embrapa Milho e Sorgo, Sete lsaljifa. Oitenta sementes de cada linhagem
de sorgo foram transferidas para cada um dos sstata cultivo formado por um funil de
buchner de 15 cm de diametro esterilizado contédde vidro umedecida com 100 mL de agua
destilada, sendo este funil encaixado em um kiadat500 mL. Os exsudados foram coletados
aos 14, 15 e 16 dias de cultivo, em intervalos 4ld@&as. Para coleta, a 1a de vidro foi lavada
com 150 mL de agua destilada e, com auxilio de lbomaba de vacuo, o extrato foi transferido
para o kitasato.

Os exsudados radiculares foram extraidos do meiosagpor particdo, utilizando 50 mL
de acetato de etila. ApOs agitacdo e separacdseadirganica foi recolhida e reservada. Esse
procedimento foi repetido por trés vezes. Em seguod trés extratos de acetato de etila foram
reunidos, evaporados em evaporador rotativo corhdar23 °C e estocados em freezer a -20 °C.
Em seguida, os exsudados totais dos dias 14, 16 &ram dissolvidos em acetonitrila,
misturados, evaporados e quantificados por pesgga determinacdo de exsudados totais
liberados por cada linhagem. Os extratos de catladem foram dissolvidos em 3 mL de uma
mistura agua:acetonitrila (AcN) (70:30, v/v) e sepas em seis fracdes utilizando cartuchos C18
Mega Bond Elut (Varian) de 6 mL, usando gradieeadncentracdo de AcN como fase movel
(Besserer et al., 2006). Os compostos presentiagé 6 (onde foi encontrada sorgolactona por
Besserer de cada linhagem foram analisadas poratognafia liquida de alta eficiéncia
(CLAE/HPLC) em cromatdgrafo marca Shimatzu, mode@ilOA, utilizando coluna de fase
reversa C18 Hypurity Elite (Hypersil) com 25 cm X%4nm X 5 um de diametro de poro. A
separacao ocorreu por meio de um gradiente de HyGOACN para 100% AcN em um fluxo
constante de 600 pL/min. Foi necessario adaptagtadologia de Besserer, aumentando o fluxo
de 200 pL/min para 600 pL/min para evitar a fornsagé@ bolhas, o que resultou em reducéo do
tempo de retencdo. Devido ao fato de ndo se possp@adrao de sorgolactona, realizou-se 0s
procedimentos de separacdo da Frac&do 6 seguirptoasdimentos utilizados por Besserer et al.,
(2006), sendo alterado apenas o fluxo de eluic&oadaostras. Assim, com base no tempo de
retencdo do padrdo de sorgolactona (40 minutos) eedfil cromatografico da fracdo 6 de
amostra, encontrados por este autor, identificoa1g®ido do cromatograma onde possivelmente
se encontra a sorgolactona nas fracbes 6 das as@¢3% minutos). Com isto, verificou-se que
devido ao maior fluxo utilizado nas analises dagatnentos, houve uma diferenca de 5 minutos
na eluicdo dos compostos quando comparados comrpateado por Besserer et al. (2006).

Depois de identificar esta regido, foi preparadaa umistura teste (MT), com maior
guantidade de exsudados, a partir de coletas adabzem outro experimento executado nas
mesmas condi¢des citadas, porém utilizando 4 gEetie 3 coletas, em intervalos de 24 horas.
A fracdo 6 desta MT foi aplicada no HPLC e umauaitgq foi coletada na regido de 26 a 40
minutos para tentativa de confirmagcdo de sorgatactem analise de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massas. Em seguidagdésfa aliquota da MT e das fracdes 6 dos
tratamentos foram analisadas em cromatdgrafo al@amsarca Shimatzu, modelo QP2010plus,
acoplado a espectrometro de massas (GC/MS). Ast@mode cada linhagem, foram secas em
rotavapor e diluidas para 3 mL de acetonitriladeeque destes foi injetado 5 uL em uma coluna
capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm) utilizando gas hammo carreador. A temperatura inicial da



coluna foi de 130 °C nos primeiros 1,5 min, eleviaaia 270 °C em uma taxa de 16 °C por min,
permanecendo nesta temperatura por 5 min.

Pode-se verificar que houve diferencas signifieetigntre os valores de exsudados totais
liberados pelas plantas de sorgo cultivadas enessstrde fésforo (Figura 1). Das quatro
linhagens estudadas, a L1 foi a que apresentouresafpantidades de exsudados totais, sendo
que ela foi 2,8 vezes maior que a L3, que menosdexs Isto indica que h& diferencas nas
respostas fisioldgicas das linhagens de sorgo astisdquando cultivadas em estresse de fésforo,
confirmando, portanto, que ha variabilidade geaétiara a exsudacdo de compostos em sorgo
cultivado em estresse de fésforo, conforme obsertaadbém por Czarnota et al. (2003).

18,0E-6
16,0E-6 -
14,0E-6 -
12,0E-6 -
10,0E-6 - T
8,0E-6 -
6,0E-6 -
4,0E-6 -
2,0E-6 -
000,0E+0

—t—

(g/planta/72horas)

——

Exsudados Totais Seco

L3 L4 L2 L1

Linhagens

Figura 1 — Quantidade de exsudados totais liberados porgdate sorgo aos 14, 15 e 16 dias de cultivo (7a&shor
em estresse de fosforo. As diferencas nas repéistafgicas apresentadas pelas linhagens sao rdeslegela
superior quantidade de exsudados totais apressematialL 1 sobre as demais.

A andlise dos compostos separados pela croma@gyafosa da aliquota coletada no
tempo de 26 a 40 minutos da MT (analisada em HRLE)s linhagens cultivadas em estresse de
fésforo pelo espectrémetro de massas nos indicowpiom na regido eluida no tempo de 6,8
minutos como provavelmente um fragmento de esagjoha. O espectro de massas do
composto eluido neste tempo apresentou um picoculate97 m/z de intensidade de 30 %,
indicando a possibilidade de presenca de um fragmestavel (anel D) presente nas
estrigolactonas. As moléculas de estrigolactonassaptam uma fécil hidrélise da ligacdo dos
aneis C e D (Akiyama et al., 2005) sendo a altgpezaiura usada no processo de separacao por
cromatografia gasosa capaz de fragmentar essasulasléle estrigolactonas. Como o anel D
possui consideravel estabilidade, pode ser ideatib em GC/MS (Yokota et al., 1998).

Com base na intensidade dos picos no tempo de ®8tas verifica-se que houve
diferencas na quantidade encontrada do compodtioateste tempo para as linhagens de sorgo.
A L1 foi a que apresentou maior quantidade do catgpsendo, entretanto, pouco superior a L2.
A L3 apresentou quantidades um pouco menor, mak aesim, superior a L4, que apresentou
uma gquantidade eluida tdo pequena que o sistemmeod®tografia ndo foi capaz de integrar o
seu pico cromatografico. Segundo Rich et al., (2@04.4 é tolerante a Striga, uma daninha



parasitica muito comum nas regides da Africa e apesentam germinacdo estimulada pela
liberacdo de estrigolactonas (Besserer et al., )2086sim, era esperado que esta linhagem
produzisse pouca ou nenhuma estrigolactona, o guéizzcom o encontrado para 0 composto
eluido no tempo de 6,8 minutos, aumentando assipnobabilidade deste composto ser o
fragmento de estrigolactonas. Trabalhos realizadoEmbrapa Milho e Sorgo mostram que
linhagens de sorgo apresentam colonizacéo por nzasrde forma diferenciada, indicando uma
variacdo na liberacdo dos compostos sinalizad@ssigolactonas) em sorgo cultivados em
estresse de fosforo (comunicagéo pessoal).

A metodologia adaptada se mostra eficaz para @iotesto das plantas e coleta dos
exsudados radiculares de plantas de sorgo, podemdonpregada rotineiramente nos programas
de pesquisa e melhoramento. A L1 apresenta-seisuper outras trés linhagens testadas em
relacdo a exsudacdo total de compostos, indicandexisténcia de resposta fisiologica
diferenciada entre estas linhagens quando cultsvanaestresse de fésforo. Para a caracterizacéo
e quantificacdo das estrigolactonas presente raglagos radiculares de sorgo é fundamental a
utilizacdo de compostos purificados como padrossamalises cromatograficas. Os resultados
obtidos em cromatografia gasosa indicam a exisiéw@ variabilidade genética entre as
linhagens de sorgo cultivadas em estresse de fogi@ra exsudacdo de compostos relatados
como sinalizadores (estrigolactonas) para a cahgéia de fungos micorrizicos.
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