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RESUMO

VERAS, Guilherme Jordan Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa Campus Rio
Paranaiba, julho de 2021. Tratamento industrial de sementes com tiametoxam e
inoculantes na sojicultura: desvendando o metabolismo dessa tecnologia. Orientador:
Geraldo Silva. Coorientadores: Frederico Garcia Pinto e Willian Rodrigues Macedo.

Os tratamentos industriais de sementes (TS) possibilitam um maior controle de patégenos, a
adicao de microrganismos, revestimento de sementes ou pellets, tratamento com compostos
fisiolégicos, aumento da produtividade, rendimento € um menor impacto ambiental no uso de
defensivos. O uso de pesticidas no TS é uma tecnologia recente, utilizada como ferramenta
importante para a protecao das culturas. Entre os pesticidas amplamente utilizados, destaca-se
o tiametoxam, um neonicotindide com caracteristicas de bioativador, ndo possuindo uma
descricdo completa e holistica de sua acdo metabdlica nos tecidos vegetais. O objetivo deste
estudo foi avaliar as respostas metabolicas e fisioldgicas de plantas de soja submetidas ao TS
com tiametoxam e inoculantes (Bradyrhizobium elkanni e B. japonicum). A metabolomica
ndo direcionada e as trocas gasosas abordadas foram utilizadas para entender o impacto do TS
nas plantas de soja. Foi possivel tracar o perfil metabdlico dessas plantas submetidas ao
tratamento, permitindo verificar o efeito em trés principais vias vegetais: metabolismo de
defesa, metabolismo de nitrogénio e metabolismo de carboidratos, todas sendo melhoradas.
Verificou se também que apesar da ndo alteracdo de parametros fotossintéticos pelo uso do
TS, houve maior sintese de metabolitos de importancia aos mais diversos aspectos vegetais. A
acdo metabdlica do tratamento industrial de sementes na cultura da soja, proporciona um

efeito positivo para o desenvolvimento inicial da cultura.

Palavras-chave: Metaboldmica. Tratamento de sementes. Tiametoxam.



ABSTRACT

VERAS, Guilherme Jordan Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa Campus Rio
Paranaiba, July, 2021. Industrial treatment of seeds with tiametoxam and inoculants in
soybean crop: unvreviling the metabolism of this technology. Adviser: Geraldo Silva. Co-
advisers: Frederico Garcia Pinto and Willian Rodrigues Macedo.

Industrial seed treatments (TS) enable greater control of pathogens, the addition of
microorganisms, coating of seeds or pellets, treatment with physiological compounds,
increased productivity, yield and a lower environmental impact in the use of pesticides. The
use of pesticides in the TS is a new technology, used as an important tool for crop protection.
Among the widely used pesticides, tiametoxam stands out, a neonicotinoid with bioactivator
characteristics, without a complete and holistic description of its metabolic action in plant
tissues. The aim of this study was to evaluate the metabolic and physiological responses of
soybean plants submitted to TS with thiamethoxam and inoculants (Bradyrhizobium elkanni
and B. japonicum). Undirected metabolomics and gas exchanges addressed were used to
understand the impact of TS on soybean plants. It was possible to trace the metabolic profile
of these plants submitted to treatment, allowing to verify the effect in three main plant
pathways: defense metabolism, nitrogen metabolism and carbohydrate metabolism, all of
which are being improved. It was also found that despite the non-alteration of photosynthetic
parameters by the use of TS, there was greater synthesis of metabolites of importance to the
most diverse plant aspects. The metabolic action of industrial seed treatment in soybean crop

provides a positive effect for the initial development of the crop.

Keywords: Metabolomics. Seed treatment. Thiamethoxam.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill), considerada uma das principais commodities do
agronegocio € pertencente a familia Fabaceae. Mundialmente ocupa cerca de 122,68 milhdes
de hectares, com uma producao total na safra 2019/2020 de 337,14 milhdes de toneladas dos
graos (Dukhnytskyi 2019). Sua destinacdo se divide no uso da farinha dos graos, 80% do
total, podendo ser destinada para alimentacdo humana (3%), ou animal (97%). Ou ainda no
uso do 6leo, 20% do total, sendo utilizada para producdo de alimentos (68%), biodieseis e
biogds (25%) ou ainda uso industrial (7%) (Rigo, 2015). Seu avanco tanto em drea cultivada,
como em produtividade, se deve ao melhoramento genético, tecnologias de cultivo e praticas
culturais (Beutler and Centurion 2004).

Todavia os parametros de melhoria citados podem ser manejados pelos técnicos
responsaveis, o que ndo acontece com algumas caracteristicas do meio de cultivo. Em
situagdes onde o solo ndo contribui para um desenvolvimento inicial de forma plena das
plantulas, medidas preventivas devem ser tomadas no sentido de aumento do vigor de
sementes, fornecendo assim as plantulas, uma maior prote¢do e aparato para sobrevivéncia
(Rodrigues et al. 2017). O estado de vigor das sementes estard relacionado tanto ao
estabelecimento da populacdo inicial de plantas, ao seu desenvolvimento e por fim seu
rendimento (Hampton 2002).

Essa protecdo pode ser garantida pelos tratamentos industriais de sementes (TS), por
meio desses se torna possivel um maior controle de patégenos, a adi¢do de microrganismos
(fixacdo de N2, aumento da absorcdo de nutrientes, promoc¢ao do crescimento), revestimento
de sementes ou pellets, tratamento com compostos fisioldgicos (aumento da taxa de
germinacdo e desempenho), aumento da produtividade, rendimento € um menor impacto
ambiental no uso de defensivos, visto a quantidade destes, a serem utilizados, ser menor e
direcionada ao alvo (Taylor 1990; da Cunha et al. 2015; Rossman et al. 2018). Esses
processos podem ser utilizados de forma individual ou em associagao.

O uso de microrganismos no tratamento de sementes, possibilita o ganho de diversos
beneficios, que sdo citados na literatura. Em associacdo com vegetais, esses microrganismos
podem produzir fito hormonios, beneficiando assim as plantulas em seu desenvolvimento
inicial, com a sintese de auxina (Sukumar et al. 2013), giberelina (Sidorova et al. 2018),
citocinina (Boivin et al. 2016) e etileno (Rautela et al. 2019). Outros possiveis ganhos do uso
dessa tecnologia é a inducg@o a resisténcia a estresses e doengas (Forouzi et al. 2020), maior

solubilizacdo de fésforo (Rodriguez et al. 2004) e a fixacdo bioldgica do nitrogénio (Hungria
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et al. 2020). Na cultura da soja o uso de inoculantes, com bactérias do género
Bradyrhizobium, aumenta a ocorréncia da fixacdo bioldgica, fornecendo a quantidade
necessdria de nitrogénio para seu desenvolvimento e producdo. As principais formas de
bactérias identificadas para essa aquisicdo sdo Bradyrhizobium elkanni ou B. japonicum
(Hoffmann and Nogueira Cardoso 2001).

Atualmente, a inddstria de sementes também tem investido esfor¢cos no
desenvolvimento de novas tecnologias de TS, esses buscam pesticidas que possam agregar
maiores beneficios aos agricultores (Bortoletto et al. 2017). O pesticida tiametoxam ¢é
reconhecido como um inseticida eficaz que atua no receptor nicotinico de acetilcolina
(nAChR), classificado como Grupo 4A (Comité de A¢do de Resisténcia a Inseticidas - IRAC)
(Jeschke and Nauen 2008). Este pesticida € utilizado no controle de insetos, via aplicacao
direta ou tratamento de sementes, sendo que as doses utilizadas para cada método se
diferenciam grandemente em suas quantidades. Desta forma mesmo que possua classificacao
de periculosidade ambiental nivel 3 (perigoso), suas baixas doses e de forma a serem
aplicadas via tratamento de sementes, diminui os danos ambientais (Hladik et al. 2017).
Sendo por exemplo recomendada a depender da situacdo doses que variam de 50-300 ml para
cada 100 Kg de soja tratadas (Goa 2020). O tiametoxam € usado em pelo menos sessenta e
quatro paises em mais de cem culturas, sendo o segundo neonicotinéide mais comercializado
em todo o mundo (Elbert et al. 2008).

Sua molécula também mostra efeitos positivos na fisiologia e metabolismo vegetal
para muitas culturas, como feijdo (Cataneo et al. 2010), trigo (Macedo and Castro 2011),
arroz (Macedo et al. 2013a; Lanka et al. 2017), milho (Afifi et al. 2015), soja (Cataneo et al.
2010; Bortoletto et al. 2017) e pastagens (Macedo et al. 2013b) (Ge et al. 2019). Devido aos
efeitos proeminentes no vigor das plantas, ganhos no influxo de agua, transporte de fons ou
ativando o metabolismo primario e secunddrio, essa molécula foi classificada como
bioativador (Macedo et al. 2013b, a). No entanto, esses efeitos benéficos foram estudados
isoladamente, com foco em vias bioquimicas especificas. Para maior esclarecimento a cerca
dessas relacdes usamos neste trabalho uma abordagem metabolémica.

Esses efeitos advindos do uso de pesticidas as culturas tratadas, ao sistema solo e os
seus microrganismos, e a relacdo entre esses ainda nao € clara, ocorrendo na literatura
beneficios e também efeitos danosos ao sistema a depender da classe de pesticida e produto
utilizado. Em um trabalho conduzido com a cultura do arroz, submetida a tratamento com
pesticida diclofop-metil (herbicida), foi possivel verificar aumento da riqueza, e nimero de

microrganismos da rizosfera do sistema. De acordo com o trabalho essa resposta foi possivel
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pela maior taxa de exsudacdo radicular, e assim disponibilidade para os microrganismos.
Porém esse tratamento proporcionou maior transcricdo do gene para desnitrificacio, e da
ocorréncia desse processo, alterando assim o ciclo de nitrogénio (Qian et al. 2018).

Estudando a jun¢do do uso dos fungicidas, piraclostrobina e tiofanato-metilico, com o
inseticida fipronil, e a pré-inoculag@o no tratamento de sementes de soja, verificou-se morte
celular das bactérias fixadoras, sendo para as B. elkanii quase sem células vidveis detectaveis
ap6és 15 dias de tratamento. Além disso ocorreu redu¢do no tamanho das col6nias, com
alteracdes em suas morfologias (Rodrigues et al. 2020).

Essa andlise de impacto dos pesticidas utilizados nos cultivos agricolas, como
possiveis biorreguladores, ou sob reducdo de interferentes, deve considerar seus efeitos
diretos (o pesticida sobre os microrganismos do sistema) e indireta (resposta da planta afetada
sobre os micro) (Duke 2018). Exemplo dessa situacdo € o uso do glifosato sobre espécies
vegetais suscetiveis ao herbicida, além de sua agdo direta, o uso deste pesticida reduz as
defesas vegetais a infec¢des bacterianas, intensificando assim sua a¢do herbicida (Kishore and
Shah 1988). Fato contrdrio, que também pode ser observado € o uso de pesticidas herbicidas
induzirem resisténcia vegetal a microrganismos (L1 et al. 2003).

A metabolomica ¢ uma abordagem utilizada para investigar alteracdes nos perfis
metabodlicos de uma planta, em resposta a estimulos externos como o TS (Eloh et al. 2016). A
cromatografia gasosa por espectrometria de massa (GC-MS) é uma técnica analitica
amplamente utilizada na metabolomica vegetal (Fiehn O et al. 2000). A espectrometria de
massa ¢ uma ferramenta em grande desenvolvimento, possibilitando estudos metaboldomicos
globais, o desenvolvimento de marcadores metabdlicos e assim auxiliando em programas de
melhoramento genético para soja (Das et al. 2017).

As abordagens metabolomicas podem se dividir em direcionadas ou ndo, sendo as
direcionadas para trabalhos que objetivam a verificacdo de metabdlitos conhecidos de uma
amostra. Desta forma buscam estudar metabolitos do desenvolvimento natural de individuos,
ou sob perturbacdes bidticas e abidticas (Douglas et al. 2015; An et al. 2017; Ribbenstedt et
al. 2018). Na abordagem metabolomica ndo direcionada, busca-se identificar quantos
metabolitos forem possiveis diante de um situacdo, ou tratamento exposto, possibilitando
inclusive a identificacdo de metabolitos biomarcadores para aquele fenomeno (Ribbenstedt et
al. 2018). Pela espectrometria de massas, e o estudo da metabolomica nao direcionada é
possivel tracar o perfil de diversas classes de metabdlitos, tornando-se uma ferramenta de

escolha acerca dos metabolitos alterados frente alguma modificagdo ambiental. Assim
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continuamente sdo esclarecidos os mecanismos moleculares vegetais, possibilitando uma
biologia preditiva para o futuro (Das et al. 2017).

A metabolomica torna-se util na compreensdo do papel dos metabdlitos, no
crescimento e desenvolvimento das plantas (Hong et al. 2016; Ravi et al. 2020). Com o
crescimento do mercado para o tratamento industrial de sementes usando pesticidas, €
essencial entender as vias bioquimicas holisticamente afetadas por estes compostos. Por esse
motivo nossa pesquisa teve como objetivo descobrir a via metabdlica do tratamento de
sementes de soja, submetidas a tiametoxam e inoculantes pela abordagem metaboldémica ndo

direcionada em GC-MS.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Condicoes experimentais e tratamento de sementes

As sementes de soja foram cultivadas em campo na Cooperativa Agricola do Alto
Paranaiba - COOPADAP (19° 15' 33” S e 46° 05' 28” W), Brasil, durante a safra 2019/2020.
As plantas pertencem a cultivar M5917-IPRO (Monsoy, Brasil), e foram submetidas a dois
tratamentos: controle (T1) (em pré plantio sem uso de pesticidas e inoculantes) e um
tratamento industrial de sementes composto por Tiametoxam e os inoculantes B.elkanii e B.
Japonicum, j4 bem estabelecido pela empresa conjunta COOPADAP (T2) (Tabela 1). O
delineamento experimental foi Inteiramente Casualizado (DIC) com o manejo da cultura
adotado neste experimento seguindo as praticas comuns das fazendas da regido, as sementes
foram cultivadas em 25 de outubro de 2019 e a colheita foi realizada em 19 de margo de 2020,

completando um ciclo de 146 dias.

Tabela 1. Tratamentos e doses aplicados em sementes de soja (inseticidas + inoculantes + revestimento).
Doses do
produto

comercial

Tratamentos Ingrediente ativo Nome comercial

1 Sem uso de pesticida ou inoculante - -
Cruiser® + Incotec® 200* + 100* +
polimero +Nitragin® 330* +
Power + p6 secante™ 400* + 150#
*mililitros para 100 quilogramas de sementes; # gramas para 100 quilogramas de sementes.

Tiametoxam + polimero + B.elkanii +

2 . .
B. Japonicum + po secante

2.2 Analise biométrica, trocas gasosas foliares e fluorescéncia da clorofila a

As trocas gasosas foliares (TGF) e a fluorescéncia da clorofila a (FCa) foram
avaliadas nos estddios V2 e V4, usando um sistema portatil de trocas gasosas (LI-6400XT,

LI-COR Inc., Lincoln, NE, EUA) equipado com uma camara de fluorescéncia integrada (LI-
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6400-40, LI-COR Inc.). As andlises de TGF foram compostas dos parametros: condutdncia
estomdtica (Gs), transpiracdo (E), evapotranspiracdo (ETR), eficiéncia quantica do
fotossistema 2 (PSII), taxa de fotossintese liquida (A), eficiéncia intrinseca do uso da dgua
(WUE 1), eficiéncia instantdnea do uso da dgua (WUE) e concentracdo interna de carbono
(C1). Esses parametros foram verificados sob uma radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR)
de 1200 pmol m-2 s-1 no nivel foliar, sob condi¢cdes ambientais de temperatura, concentragao
de diéxido de carbono (CO») e déficit de pressao de vapor (VPD).

Ap6s o registro dos parametros de TGF determinou-se o parametro de FCa, a partir do
qual foram determinados o coeficiente de extin¢cdo fotoquimico (qP), o coeficiente de extin¢cdo
ndo fotoquimico (NPQ), o rendimento quantico real do fotossistema II (¢PSII) e a taxa de

transporte de elétrons (ETR) (Genty et al. 1990; Maxwell and Johnson 2000).

2.3 Extraciao de metabdlitos para analise por GC-MS

Para ambos os tratamentos, cada repeticdo foi composta por 3 folhas coletadas de
plantas, dentro do tratamento, estas foram levadas ao laboratério e imediatamente maceradas
em nitrogénio liquido. As amostras homogeneizadas (~ 10 mg) foram pesadas em tubos
Eppendorf e extraidas com 1 mL de metanol contendo 25 pg/ mL de ribitol (padrio interno).
As amostras foram agitadas em vortex por 5 segundos, sonicadas por 15 minutos e depois
centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo e o mesmo procedimento foi aplicado ao residuo restante, mas agora usando 1
mL de 4gua. Depois disso, ambos os sobrenadantes foram misturados para reacdes de
derivatizacdo. Essa quantidade de folhas de soja foi extraida para cada amostra e todas as
medi¢des de metabolitos foram normalizadas fisicamente para essa massa. O padrdo interno
também foi usado para normalizar o conjunto de dados. 400 pl do volume da amostra foram
coletados em um frasco de vidro, secos durante a noite em um forno de recirculagdo de ar
forcado a 40°C. As aliquotas secas foram metoxiladas em piridina com 50 pL de 15 mg/ mL
de cloridrato de metoxiamina e, em seguida, trimetilsililadas com 50 pL. de MSTFA (N-metil-
N- (trimetilsilil) trifluoroacetamida) + 1% de reagente TMCS (clorotri-metilsilano). As
amostras de controle de qualidade (CQ) foram preparadas reunindo aliquotas de todas as
amostras de folhas de soja e processadas usando o mesmo procedimento utilizado para as
amostras experimentais. As amostras de CQ foram analisadas por GC-MS antes, no meio e

apos as injecdes das amostras para garantir que a deriva instrumental fosse minima.
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2.4 Analise metabolomica nio direcionada baseada em GC-MS

Os extratos derivatizados foram analisados por GC-MS (Vieira-Potter et al., 2018). O
perfil metabdlico foi realizado utilizando um sistema de cromatografia acoplado a um
espectrometro de massa Shimadzu GCMS-QP2010 (Shimadzu, Kyoto, Japao). Foi utilizada
uma coluna capilar DB-5MS (30 m x 250 um de didmetro interno, 0,25 um de espessura de
filme; Restek, EUA). A separacdo cromatografica foi alcancada com uma temperatura da
coluna de 80 °C por 2 min, depois aumentada de 5 °C / min a 315 °C e mantida a 315 °C por
12 min, e um fluxo constante de 1,0 ml / min de gés hélio. O volume de inje¢do foi de 1 pL
com uma proporc¢do de 10: 1. A varredura de espectros de massa foi de 50 a 650 m/z, na faixa
do modo de varredura completa, com uma velocidade de varredura de 5 varreduras s As
temperaturas da interface e da fonte de ions foram de 280 e 240 °C, respectivamente. A
voltagem do detector foi de 1,2 kV, e o modelo de impacto eletronico (EI) foi selecionado
para metabolizar a ionizacao a 70 eV. Uma mistura de alcano padrao (C9-C30) foi usada para

calculos de controle de qualidade GC-MS e indices de retencao.

2.5 Processamento de dados GC-MS

Os dados brutos do GC-MS foram convertidos para o formato "abf" usando o software
conversor ABF (https://www.reifycs.com/AbfConverter/). Em seguida, a extracdo de picos
brutos, o alinhamento de picos, a andlise e a identificacdo de deconvolucdo foram processados
usando o software MS-DIAL (http://prime.psc.riken.jp/Metabolomics_Software/MS-
DIAL/index.html) (Lai et al., 2018). Os parametros de aquisicao de dados foram utilizados da
seguinte forma: Detec¢do de pico: Método de suavizagdo: Média moével ponderada linear;
Nivel de suavizagdo: 2 digitaliza¢Oes; Largura média do pico: 20 varreduras; Altura minima
do pico: 1000 amplitudes. Pardmetros de deconvolugdo: valor da janela Sigma: 0,5; Corte dos
espectros EI: 10 amplitudes. Configuracdes de identificacdo: use indice de retenc¢do; Arquivo
MSP: banco de dados FiehnLib (Kind et al., 2009); Tolerancia ao RI: 30; Tolerancia a RT:
0,5; tolerancia m/z: 0,5; Semelhanca de EI cortada: 70%; Pontuacdo de identificagcdo cortada:
70%. Como mencionado anteriormente, os picos dos metabdlitos foram normalizados para o
ribitol padrao interno e para cada peso de folhas de soja, e os valores normalizados foram
utilizados para comparagdes estatisticas.

A identificacio do metabdlito foi realizada comparando os espectros de massa
experimental e o indice de retencao calculado (IR) com a biblioteca espectral de massa / IR do

FiehnLib usando o MS-DIAL. Além disso, o software do sistema automatizado de
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deconvolucdo e identificacdo espectral de massa (AMDIS) (Stein 1999) foi usado para
confirmar os componentes da amostra. Os dados foram deconvoluidos usando AMDIS e
identificados por correspondéncia espectral (similaridade > 80%) com a biblioteca espectral

de massa do Instituto Nacional de Padrées e Tecnologia (NIST 2014).

2.6 Analise estatistica

Toda a normalizacao dos dados, andlises estatisticas, andlise de vias metabdlicas e
visualiza¢@o foram realizadas usando o Metaboanalyst 4.0 (http://www.metaboanalyst.ca), um
programa de codigo aberto baseado no R projetado especificamente para a metabolomica
(Chong et al. 2018). Os valores ndo presentes em 50% dos dados foram removidos da andlise.
Os valores ausentes foram substituidos por um pequeno valor (metade do valor positivo
minimo nos dados originais), € os dados foram relativos ao desvio padrao filtrado, soma
normalizada, log2 transformado e dimensionado automaticamente.

Os metabdlitos foram comparados (controle versus tratamento industrial de sementes)
por meio do teste t de Student, e um mapa de calor de caracteristicas significativamente
diferentes foi gerado para identificar os metabdlitos de agrupamento. O nivel de significancia
considerado foi de P <0,05. Para identificar as vias metabdlicas alteradas pelo tratamento
industrial de sementes, foram considerados cinquenta e oito potenciais biomarcadores
identificados em Arabidopsis thaliana. Assim sendo realizado teste t de Student usando o
MetaboAnalyst 4.0, com base na biblioteca de vias metabdlicas KEGG.

Para andlise dos parametros fotossintéticos (Item 2.1) foram adotadas andlises
multivariadas, por andlise de componentes principais (PCA), identificando assim possiveis
agrupamentos entre todas as varidveis dependentes. Os dados foram transformados e
padronizados para homogeneizar as escalas, sendo em seguida calculados os valores dos
vetores de Eigen para determinar a importancia de cada varidvel (McGarigal et al. 2000). O
software PAST - Paleontological Statistics foi aplicado para andlise de PCA (Hammer et al.

1990).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nas amostras de folhas de soja, foram contabilizados 259 metabdlitos, entre eles 120
(46,33%) foram identificados. Entre os metabolitos identificados, 58 (48,33%) apresentaram
diferenca significativa (p <0,05) em suas taxas relativas entre os tratamentos. Desses, 41

(70,69%) em abundancia elevada no grupo TS (tratamento industrial de sementes) e 17
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(29,3%) no grupo controle (Tabela 1). Apds essa verificagdo foi gerado um mapa de calor,
baseado nos grupos dos componentes principais dos 58 metabdlitos identificados, sendo
classificados por seus valores de p no teste t de Student (Figura 1). Esses dados revelaram um
agrupamento claro e distinto entre os tratamentos, pelos metabdlitos mais importantes ao

crescimento das plantas (Figura 1).
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Taxas . TS
L5 Controle

Metabélitos
Sacarose
5,6-Dihidrouracil
Maltose

Acido glicérico
D-Trealose
D-Manose

Acido metilmalonico
3-Aminopropionitrila
L-Acido ascérbico
Undecano

GABA

Acido mélico
L-serina

Acido miristico
Decano

L-alanina
D-Frutose

Acido nicotinico
D-Ribose

Acido succinico
Adenina

Guanina

Acido caféico
Docosane
L-Tirosina
Maltotriose
Acido glicélico
Glicilglicina
1-Metil-galactose
Acido linolenico
Acido linoleico
Acido chiquimico
Lactose
Melezitose

Acido isocitrico
Glicerol 3-fosfato
L-alanina
D-Tagatose
Fenilalanina
Metanolfosfato
Acido trednico
Galactinol
Adenosina
Timina

Pirazol
Etanolamina
L-iditol
D-Galactosamina
Melibiose
D-Galactosamina
Melibiose
3-glicerol galactosideo
1-monopalmitina
Acido benzoico
1,1, 1-trimethoxiethano
Lisina

Uréia
3,5-di-terbutilfenol
2-butilamina
Acido sacérico

Figura 1. Mapa de calor dos 58 metabdlitos identificados que apresentaram diferenca significativa (p < 0,05)
entre os grupos. As colunas representam as amostras de cada tratamento (conjunto verde = tratamento industrial
de sementes; conjunto vermelho = tratamento controle). Cada linha representa um metabdlito. Os quadrados de
cores representam a abundancia dos metabdlitos, onde vermelho escuro (maior abundancia) e azul escuro (menor
abundancia).
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Também foi possivel notar alteracdes em rotas metabdlicas, no sentido de uma menor

ocorréncia seis vias bioquimicas foram desreguladas: metabolismo do amido e sacarose;

metbolismo de alanina, aspartato e glutamato; metabolismo da galactose; metabolismo de

cianoaminodcido; metabolismo de glioxilato e dicarboxilato; e metabolismo de glicina, serina

e treonina. No entanto, duas vias bioquimicas foram reguladas positivamente: biossintese de

fenilalanina, tirosina e triptofano e metabolismo de purina (Figura 2- Tabela 2).
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5- Metabolismo do glioxilato e dicarboxilato;

6- Metabolismo glicina, serina e treonina.
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2-  Metabolismo de purina.

Figura 2. Alteracdes em vias metabdlicas, regulacio para inibicdo das vias (A) e estimulo as vias (B) em plantas
de soja (58 DAP). O tamanho e as cores dos circulos revelaram a magnitude das vias metabdlicas afetadas
(amarelo = menor relevancia; vermelho = maior relevancia; circulos pequenos = menor impacto na via, circulos
grandes = maior impacto na via) de acordo com a relevancia estatistica e os valores de impacto na via (PI)
resultantes Andlise Quantitativa de Enriquecimento (QEA) e Andlise de Topologia de Rede (NTA),

respectivamente.

A linha pontilhada representa o ponto de corte de

significAincia em P <0,05.

- Metabolismo da fenilalanina, tirosina e triptofano;



Tabela 2. P-valor dos 58 metabdlitos (apresentaram diferenca significativa) encontrados na andlise metabolomica.

Metabélitos Taxa (TS/Controle) P-valor
Acido trednico 1.1438 3.548
Galactinol 1.1546 1.467
Adenosina 2.1522 5.537
Fenilalanina 1.4295 1.17°
Timina 36.891 1.597
D-Tagatose 16.59 1.867
Acido metilmaldnico 0.88652 3.19°
3-Aminopropionitrila 0.59292 3.87°3
Metanolfosfato 1.723 4.087
Melibiose 1.3271 5727
1-monopalmitina 1.6186 0.000189
Acido benzoico 1.7963 0.000304
Docosane 1.3115 0.00033
Maltose 0.66667 0.000438
3-glicerol galactosideo 1.4658 0.00053
Acido glicérico 0.89685 0.000713
L-Tirosina 1.597 0.000802
L-iditol 1.9874 0.000979
D-Galactosamina 1.9527 0.001026
Pirazol 1.471 0.001302
Maltotriose 1.8528 0.001378
Etanolamina 1.0563 0.00178
1-Metil-galactose 1.2925 0.003108
Trealose 0.79445 0.003437
GABA 0.8067 0.003632
Glicilglicina 1.3496 0.003983
Acido linoleico 1.7635 0.004417
Lisina 1.3401 0.004488
Uréia 1.2353 0.004507
Acido malico 0.86767 0.004876
Acido chiquimico 1.6291 0.004992
Acido linolenico 1.4704 0.006201
D-manose 0.81134 0.007473



L-serina
Acido isocitrico
Acido miristico

2-butilamina
Glicerol 3-fosfato
Lactose
Alanina
L-Acido ascérbico
Acido sacarico
Undecano
Melezitose
3,5-di-terbutilfenol
Acido glicélico
Sacarose
5,6-Dihidrouracil
Acido nicotinico
Acido succinico

D-Ribose

1,1,1-trimethoxiethano (Triethyl orthoacetate)

Guanina

L-alanina

D-Frutose
Decano
Acido caféico
Adenina

0.7254
1.3165
0.38501
1.0316
1.6614
1.1003
0.8480
0.56822
1.3236
0.72762
1.3639
1.1698
1.1003
0.49073
0.78502
1.2751
1.2748
1.1955
1.1564
1.4532
0.61714
0.85408
0.80529
1.4982
1.2617

0.007647
0.007746
0.007931
0.009215
0.01045
0.010476
0.010671
0.012172
0.012248
0.014231
0.014325
0.014784
0.016557
0.01832
0.023752
0.02423
0.033798
0.035206
0.035787
0.03698
0.037755
0.041648
0.04211
0.042514
0.045652
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De acordo com prévio trabalho sob avaliacio metabolomica, as rotas de aguicares,
nitrogénio e compostos envolvidos com a fotoquimica, sdo primordiais a serem observados
em estudos metabdlicos (Mutava et al. 2015). Além disso, também foi demonstrado que
estresses abidticos estdo diretamente relacionados a alteragdes em vdrias vias metabdlicas
celulares, incluindo metabolismo de carboidratos, aminoédcidos e peptideos (Fraire-Velazquez
and Emmanuel 2013). Os tratamentos de sementes podem reverter essas alteracdes, ou serem
efetivos a ponto de nem mesmo ocorrer diferenciacdo de metabdlitos frente a déficits.

As avaliacOes metaboldmicas permitiram verificar no grupo de plantas originadas de
TS, uma maior taxa de aguicares e dlcoois de acgucares, sendo monossacarideos (D-ribose, D-
tagatose), dissacarideos (melibiose, lactose), trissacarideos (maltotriose e melezitose),
acucares reduzidos (galactinol) e agucares oxidados (4cido trednico, dcido sacarico, dcido
glicolico). A tolerancia a curto prazo de uma espécie ou cultivar, a estresses abidticos pode
ser derivada de um ajuste nas taxas de acucares (Bajji et al. 2001; Anami et al. 2009). De
acordo com estudos prévios, uma modificacdo no metabolismo para maior acimulo de
acucares, confere a essas plantas maior resisténcia a estresses abioticos, sendo principalmente
a seca. Essa maior taxa desempenha papel osmoprotetor e regula um ajuste de influxo hidrico
aos vegetais (Singh et al. 2015). Essa importancia ainda pode ser demonstrada, pois o grupo
dos agucares e aminodcidos, sdo os primeiros metabdlitos como resposta, quando espécies
vegetais sdo submetidas a condi¢des de estresse (Fabregas and Fernie 2019). No presente
trabalho nota-se tanto aumento de espécies de acticares quanto aminodcidos, podendo esse TS
ser uma indu¢@o a uma maior tolerancia a condi¢des de estresse.

Relacionando-se esses resultados com a andlise de impacto das vias metabdlicas,
(Figura 2) é possivel notar um desbalanco no metabolismo de amido/sacarose, glioxilato e
galactose e que estes fatos contrariam as maiores taxas de agucares. O ciclo do glioxilato
ocorre em concorréncia com o ciclo de Krebs, na sintese de glicose a partir de acetil-CoA.
Isso pode ser explicado por uma reducdo na utilizagdo dos assimilados, por inibicdo das
enzimas sacarose sintase/invertase, ou reducdo no carregamento do floema. Esses
mecanismos impedem a reducdo excessiva da taxa de agucares, o crescimento pela expansao
celular, mas principalmente restringe a perda de dgua dos tecidos (Daie 1989; Huber and
Huber 1996; Sturm and Tang 1999; Bajji et al. 2001).

Também foi possivel observar maior taxa de aminodcidos (fenilalanina, tirosina, lisina
e alanina) em plantas originadas do TS. A fenilalanina, utilizada como substrato da
fenilalanina amonia-liase (PAL) possui entre suas fun¢des a mitigacao de estresses abidticos e

bidticos, biossintese de lignina e antocianinas (atracdo de insetos polinizadores) (MacDonald
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and D’Cunha 2007). Alguns parametros de adaptacdo a condi¢des de estresse abidtico, sendo
principalmente hidrico incluem a sintese de osmoprotetores, € a indugdo a biossintese da
lignina, caracteristica favorecida pela aplicagdo do TS (Shulaev et al. 2008). Em pesquisa
anterior, foi identificada forte conex@o na sinalizacdo do tiametoxam ao metabolismo dos
fenilpropandides das plantas, onde esse pesticida regulava a fenilalanina amonia-liase em
plantas de trigo (Macedo and Castro 2011). No presente trabalho foi observado o mesmo
comportamento utilizando a metaboldmica, ocorrendo regulacido positiva da biossintese de
fenilalanina, tirosina e triptofano em plantas de soja originadas do tratamento conjunto com
tiametoxam (Figura 2).

Em contrapartida nota-se pela andlise das vias metabdlicas, uma inibi¢do nas rotas de
aminodcidos pelas vias da aspartato/glutamato/alanina, dos cianoaminodcidos e da
glicina/serina/treonina. No presente trabalho notou-se reducdo nas taxas de L-alanina, forma
alternativa de aquisicdo de N pelos vegetais, sendo que esta pode ser formada pela conversao
do glutamato. Esta redu¢do pode ter sido resposta da manutencdo de outras formas de N do
ciclo, como € o caso do aspartato ou glutamato, porém esses metabolitos ndo apresentaram
diferenca significativa entre os grupos. Dessa forma permitindo a formacdo de aminodacidos,
como foi verificado, mesmo com a reducao das taxas de alanina (Forde and Lea 2007).

A via que envolve a producdo dos metabdlitos serina e glicina, estd envolvida na
fotorrespiraciao que acontece principalmente em espécies C3, caso da soja. Nessas condicoes a
partir do fosfoglicerato é produzida serina, que € convertida a glicina. Plantas originadas de
sementes submetidas ao TS, mostraram menores taxas desses aminodcidos, o que é um
indicativo de menor ocorréncia da rota de fotorrespiracdo, esse fendmeno nao s6 proporciona
menor rentabilidade de agucares produzidos para as plantas, como possui maior custo
energético em sua ocorréncia. Nesse sentido plantas sob TS apresentam um metabolismo com
respostas na metaboldomica, com otimizacdo fotossintética, podendo contribuir para um
melhor desempenho em campo (Busch 2020).

Mesmo que essas vias relacionadas ao metabolismo de aminodcidos, tenham
ocorréncia reduzida pelo TS, o metabolismo de purinas aumentou. Purinas sdo alcaloides do
metabolismo secunddrio, originadas de aminodcidos tais como glicina e L-glutamina.
Compostos do metabolismo secundério, possuem importancia no desenvolvimento vegetal
desempenhando atividades contra herbivoria, patégenos, competicao entre espécies vegetais e
na defesa a estresses abidticos (Cui et al. 2019).

Também foi observada crescente abundancia de nucleotideos para as plantas de soja

originadas do tratamento com tiametoxam e inoculantes (Bradyrhizobium elkanni e B.
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Jjaponicum). Esses metabdlitos sdo considerados extremamente importantes para todos os
organismos vivos, por sua relacdo direta com a sintese de dcidos nucléicos, de produtos
primadrios (sacarose, polissacarideos, fosfolipidios) e secunddrios (Stasolla et al. 2003). A
maior abundancia foi visualizada para timina (pirimidina), adenina e guanina (ambas purinas),
comprovando que os tratamentos exigiam das plantas um metabolismo mais refinado no fluxo
bioenergético.

Ocorreu também maior taxa de 4cidos organicos acido trednico, benzdico, glicélico,
succinico, dcido linoléico, linolénico, chiquimico e caféico. O 4cido caféico, € um metabdlito
envolvido no gerenciamento de estresses vegetais, sendo esses bidticos e/ou abidticos,
podendo também ser utilizado na sintese de lignina (Riaz et al. 2018).

Os resultados observados mostram uma abundéncia considerdavel de adenosina em
plantas originadas do TS, o nucleosideo é a fonte mais proeminente de duas moléculas
essenciais para a bioenergética das plantas, difosfato de adenosina (ADP) e trifosfato de
adenosina (ATP) (Florchinger et al. 2006). Esse cendrio € justificado pela atividade da
nitrogenase (enzima que catalisa a FBN) nas bactérias, requerindo alto consumo de energia
(Good 2018). Em relacao a fonte metabdlica de nitrogénio para nutricdo vegetal, verificamos
0 aumento quantitativo de uréia nas plantas do grupo TS. Essa pode ter sido absorvida
diretamente do solo ou originada do catabolismo da arginina, para remobilizacdo do
nitrogénio dos tecidos de origem (Witte 2011).

Além disso, outros metabdlitos sdo descritos como envolvidos na defesa vegetal e
foram observados em abundancia elevada no grupo TS. O galactinol (precursor da rafinose), €
um importante composto relacionado a defesa das plantas, atuando contra o estresse bidtico e
abidtico (Meyer et al. 2018), possuindo também acdo protetora contra o estresse oxidativo
(Nishizawa et al. 2008). A etanolamina que possui papel na embriogénese, no
desenvolvimento de 6rgios e formagdo da membrana celular, age também com inducdo da
tolerancia ao estresse vegetal (Rajaeian and Ehsanpour 2015). E o pirazol que é considerado
uma classe importante de compostos com atividades bioldgicas (Palacios et al. 1999) e como
regulador de crescimento de plantas (Silva et al. 2002).

Para as andlises de trocas gasosas e fluorescéncia de clorofila a, realizadas nos
estddios fenoldgicos V2 e V4, adotamos a andlise multivariada para entender o potencial
agrupamento dessas varidveis (Figura 3). Através da andlise de componentes principais (PCA)
nota-se que os 2 componentes sdo capazes de explicar mais de 81,30% da variabilidade das

amostras, sendo 49,45% explicados pelo PC1 e 31,87% pelo PC2. Assim pode-se considerar
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que o mapa bidimensional apresentado € adequado para avaliar as relacOes entre as varidveis

fisiol6gicas analisadas, uma vez que explica grande parte da variabilidade dos dados.
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Figura 3. Grifico biplot para tratamento de sementes em relaciio ao fisiolégico em duas fases fenoldgicas V2
(simbolos verdes) e V4 (simbolos vermelhos). Os simbolos quadrados representam o tratamento industrial de
sementes (ST) e os circulos representam o tratamento de controle (controle). Pardmetros avaliados: condutancia
estomatica (gs), transpiracdo (E), evapotranspiracdo (ETR), eficiéncia quantica do fotossistema 2 (PSII), taxa de

fotossintese liquida (A), eficiéncia intrinseca do uso da dgua (WUEI), eficiéncia instantanea do uso da agua
(WUE) e concentragfo interna de carbono (Ci).
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E possivel verificar um agrupamento dos pardmetros em relacio ao estddio fenolégico
avaliado (estddios V2 e V4), independente do tratamento utilizado. Essa separagcdo temporal
entre os pontos de amostragem, mostrou um desempenho fotossintético contrastante,
evidenciado principalmente pela correlagdo negativa do WUE durante o estddio V4. A anélise
dos componentes principais (ACP) para os dados de trocas gasosas em estidio V2,
demostraram que as plantas tiveram maior atividade fotossintética e maior correlacdo entre as
varidveis analisadas, quando comparadas as plantas em estddio V4, fendmeno que ji era
esperado.

Em estddio fenoldgico V2 a absor¢do de dgua e nutrientes do solo pelas plantas de
soja, se torna suficiente para manté-la, deixando de depender assim das reservas de suas
folhas cotiledonares. Ocorre também fase de maturagdo das folhas, aumento da efici€éncia
fotossintética, ganhos no crescimento das plantas e inicio da nodulacdo, com a fixagdo
bioldgica de nitrogénio (Neumaier et al. 2000). Sendo assim as maiores correlacdes entre os
parametros fotossintéticos visualizados em estddio V2 esperadas.

A compreensdo das mudangas metabdlicas que ocorrem durante o crescimento e
desenvolvimento das plantas, pode fornecer uma nova visdo dos mecanismos fisiolégicos e
sua relacdo com estas (Hong et al. 2016). Verificando se que ndo ocorreu alteracdo na
associacdo dos parametros dos componentes, na ACP, independentemente do tratamento
utilizado, nota-se que a ado¢do do TS nio influenciou esses parametros.

No entanto dado que as avaliagdes dos parametros fotossintéticos e metaboldomicos
foram realizadas em mesmo estddio, pode ser considerado um estudo comparativo do uso do
TS, para essas caracteristicas. Apesar da ndo alteracdo de parametros de trocas gasosas, a
andlise metabolomica realizada em estddio V4 permitiu a verificacdo de maior sintese e
presenca de metabolitos como, agucares, aminodcidos, nucleotideos, 4cidos organicos e
nucleotideos em plantas originadas do TS. Essa maior taxa dos metabolitos como ja
justificada pela literatura, condiciona a essas plantas caracteristicas como tolerancia a
estresses, resposta osmoprotetora, sintese de lignina, antocianinas, dcidos nucleicos, produtos

primdrios e secundarios, sinalizacdo, defesa sistémica e papel contra estresses oxidativos.
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CONCLUSOES

Consideramos que o uso das andlises metabolomicas e fisioldgicas associadas sdo
ferramentas extremamente importantes para elucidar mecanismos ainda desconhecidos, como
para o tratamento de plantas com pesticidas. Foi possivel tragar o perfil metabdlico de plantas
de soja submetidas ao tratamento industrial de sementes, interagdo entre tiametoxam e
inoculantes (Bradyrhizobium elkanni e B. japonicum), permitindo verificar o efeito
proeminente do tratamento industrial de sementes em trés principais vias vegetais:
metabolismo de defesa, metabolismo de nitrogénio e metabolismo de carboidratos. Entre
essas vias, todas sdao melhoradas com o tratamento com tiametoxam e inoculantes
(Bradyrhizobium elkanni e B. japonicum). Verificou se também que apesar da ndo alteracao
de parametros fotossintéticos pelo uso do TS, houve maior sintese de metabolitos de
importancia aos mais diversos aspectos vegetais. Consideramos que a acdo metabdlica do
tratamento industrial de sementes na cultura da soja proporciona um efeito positivo para o

desenvolvimento inicial da cultura.
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