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RESUMO

JESUINO, Julia Lunara, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de 2025.
Influéncia de P. aryabhatiai e salinidade no perfil metabolomico e no
metabolismo antioxidante da cultura de soja. Orientador: André Luiz Firmino.

A agricultura brasileira desempenha um papel fundamental na economia, com a soja
representando 58% da area cultivada no pais. Apesar dessa area expressiva, a
produtividade média ainda enfrenta desafios, alcancando apenas 58 sacas por
hectare. Dentre os desafios enfrentados pela cultura, esta a salinidade, que pode ser
ocasionada por condi¢des ambientais adversas ou por aplicagdes especificas de
insumos. Nesse contexto, 0 uso de microrganismos, como as bactérias promotoras
de crescimento de plantas, surge como uma estratégia promissora para mitigar os
efeitos negativos desse estresse e melhorar a produtividade. Este estudo analisou a
metaboldmica e o metabolismo antioxidante da soja em resposta a diferentes
condicées, incluindo o uso de atenuador bidtico (MPCP) e estresse abibtico
(salinidade), associados ou ndo. O experimento foi realizado entre fevereiro e margo
de 2024, em casa de vegetacdo em Patos de Minas, MG. Utilizou-se a variedade de
soja Olimpo IPRO. Cada parcela experimental consistiu em um vaso de 8 dmg3,
sendo os tratamentos: T1) Controle, T2) Cloreto de potassio, T3) Priestia aryabhattai
e T4) P. aryabhattai + Cloreto de potassio. O estresse salino foi induzido com 12
dias, com a aplicacao do cloreto de potassio (KCI) em concentragdo no solo de 4 dS
m-1. O delineamento utilizado foi de blocos casualizados, com dez repeticoes,
totalizando 40 parcelas experimentais. Avaliou-se o metabolismo antioxidante
através da atividade da peroxidase (POD), superéxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT); a producao de peroxido de hidrogénio (H202) e a peroxidacao lipidica (PL);
além do perfii metabolémico. Os dados foram tabulados e analisados
estatisticamente. Para os dados de metabolismo antioxidante utilizou-se o Software
Speed Stat® e teste de Tukey, e para o perfil metabolémico utilizou-se o software
MetaboAnalyst 5.0® e teste-t, ambos a 5% de significancia. Os resultados para o
metabolismo antioxidante mostraram aumentos significativos na atividade da SOD e
da POD para o T2, além de redugéo nos teores de H202 e PL para os tratamentos 2
e 4. Além disso, o T3, apresentou aumento na producao de H202 e PL. J4a a andlise
metabolédmica, notou-se aumento no acido palmitico/estearico no controle, quando
comparado a aplicagdo apenas da bactéria. Ainda se observou outros compostos
significativos, especialmente para o T4, com aumento na producdo de &cido
fumarico e acido succinico, quanto ao controle.



Esses resultados demostram que a salinidade pode causar o efeito primming,
ativando enzimas antioxidantes e ativando rotas metabdlicas de defesa. Além disso,
a presenca de microrganismos, como o P. aryabhattai, pode inibir a sintese de
acidos graxos e vias do metabolismo secundario. Assim, conclui-se que a aplicacao
de KCI pode provocar o efeito primming positivo nas plantas, promovendo alteragéo
no metabolismo antioxidante e no perfil metabolémico. Além disso, nas condi¢des do
estudo, o uso de P. aryabhattai promoveu efeito negativo nas plantas,
potencializando o estresse oxidativo.

Palavras-chave: Bacillus; Cloreto de potassio; Estresse; Metabolémica.



ABSTRACT

JESUINO, Julia Lunara, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January, 2025.
Influence of P. aryabhattai and salinity on the metabolomic profile and
antioxidant metabolism of soybean crops. Adviser: André Luiz Firmino.

Brazilian agriculture plays a fundamental role in the economy, with soy representing
58% of the cultivated area in the country. Despite this significant area, average
productivity still faces challenges, reaching only 58 bags per hectare. Among the
challenges faced by the crop is salinity, which can be caused by adverse
environmental conditions or specific applications of inputs. In this context, the use of
microorganisms, such as plant growth-promoting bacteria, appears as a promising
strategy to mitigate the negative effects of this stress and improve productivity. This
study analyzed the metabolomics and antioxidant metabolism of soybeans in
response to different conditions, including the use of biotic attenuator (MPCP) and
abiotic stress (salinity), associated or not. The experiment was carried out between
February and March 2024, in a greenhouse in Patos de Minas, MG. The Olimpo
IPRO soybean variety was used. Each experimental plot consisted of an 8 dm3 pot,
with the treatments being: T1) Control, T2) Potassium chloride, T3) Priestia
aryabhattai and T4) P. aryabhattai + Potassium chloride. Salt stress was induced
after 12 days, with the application of potassium chloride (KCI) at a concentration of 4
dS m-1 in the soil. The design used was a randomized block design, with ten
replications, totaling 40 experimental plots. Antioxidant metabolism was evaluated
through the activity of peroxidase (POD), superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT); the production of hydrogen peroxide (H202) and lipid peroxidation (PL); in
addition to the metabolomic profile. The data were tabulated and statistically
analyzed. For antioxidant metabolism data, the Speed Stat® Software and Tukey test
were used, and for the metabolomic profile, the MetaboAnalyst 5.0® software and t-
test were used, both at 5% significance. The results for antioxidant metabolism
showed significant increases in the activity of SOD and POD for T2, in addition to a
reduction in the levels of H202 and PL for treatments 2 and 4. Furthermore, T3
showed an increase in the production of H202 and PL. In the metabolomic analysis,
an increase in palmitic/stearic acid was noted in the control, when compared to the
application of just the bacteria. Other significant compounds were also observed,
especially for T4, with an increase in the production of fumaric acid and succinic acid,
as for the control. These results demonstrate that salinity can cause a priming effect,
activating antioxidant enzymes and activating metabolic defense routes.



Furthermore, the presence of microorganisms, such as P. aryabhattai, can inhibit the
synthesis of fatty acids and secondary metabolism pathways. Thus, it is concluded
that the application of KCI can cause a positive priming effect in plants, promoting
changes in antioxidant metabolism and metabolomic profile. Furthermore, under the
study conditions, the use of P. aryabhattai had a negative effect on plants, increasing
oxidative stress.

Keywords: Bacillus; Potassium chloride; Stress; Metabolomics
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1 INTRODUCAO

A agricultura brasileira desempenha um papel fundamental na economia nacional,
abrangendo uma area de 81,39 milhdes de hectares na produgdo de graos (CONAB, 2024). Essa
atividade contribui direta e indiretamente para o desenvolvimento do pais. Dentre as culturas
mais expressivas, destaca-se a soja, conforme dados da CONAB (2024), a cultura ocupa 58%
da érea cultivada no territério nacional na safra 2024/25.

A expansdo da cultura do norte ao sul do Brasil, apresenta desafios relacionados a
produtividade, pois apesar das grandes areas cultivadas, a produtividade média ¢ baixa, cerca
de 58 sc ha! (CONAB, 2024). Isso ocorre devido a fatores bidticos (organismos vivos) e
abidticos (umidade, temperatura, nutrientes, entre outros) que as plantas estdo sujeitas no
campo, e podem causar estresse oxidativo e morte celular (MORAES et al., 2022).

Entre os estresses de maior frequéncia, esta o estresse salino, ou salinidade, que ocorre
principalmente devido ao manejo inadequado de fertilizantes e corretivos. Essa salinidade
ocorre quando a concentragio de sais soliveis no solo ¢ superior a 4,0 dS m™!, podendo ser
cations de sodio (Na*), calcio (Ca*"), magnésio (Mg>") e potassio (K*), e/ou os anions cloreto
(CI), sulfato (SO472), e nitrato (NO) (EMBRAPA, 2015; OLIVEIRA et al., 2019).

O excesso de sais causa efeitos osmoticos, restringindo o transporte de dgua e levando
aredugdo da abertura estomatica e da fotossintese. Com o tempo, o acimulo de ions no citosol
pode resultar em toxicidade. A resisténcia das plantas a salinidade varia conforme sua
capacidade de compartimentar ions nos vactiolos € manter um balanco K*/Na* (SILVEIRA,
2010).

Nas plantas, esse estresse causa desequilibrio generalizado, reduz significativamente
os processos fisioldgicos e bioquimicos, inibe a fotossintese e ativa um complexo de rota
metabolica que envolve multiplas transdugdes de sinal, incluindo célcio, proteinas quinases e
fosfatases. Além disso, aumenta a formagao de espécies reativas de oxigénio (ERO), que sdo
moléculas instaveis e altamente reativas, incluindo perdxido de hidrogénio (H20>), radicais
superéxido (O2™), radicais hidroxila (OH °) e oxigénio singleto ('Oz). Essas moléculas podem
acelerar as reagdes toxicas, como mutacdes no DNA, degradacdo de proteinas e danos a
membrana (ISLAM et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2019).

Para atenuar tais efeitos, estudos demonstram que o uso de bactérias promotoras de
crescimento de plantas pode ser uma opcdo. Essas bactérias apresentam mecanismos de
tolerancia ao sal, que incluem: (i) liberagao de hormonios reguladores do crescimento de plantas

(IAA, ABA, GA e citocininas); (ii) produ¢ao de enzimas ACCD que reduzem o nivel de etileno
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no tecido radicular; (iii) resiliéncia sistémica induzida (ISR), e (iv) liberacdo de substancias
extrapoliméricas, como exopolissacarideos (EPSs) e enzimas extracelulares (SHAHID et al.,
2022).

Nesse sentido, o género Priestia (gram-positivas, familia Bacillaceae), anteriormente
classificado como Bacillus, pode promover crescimento vegetal e prevenir estresse abidtico,
como salinidade, quando associados as raizes das culturas (REZENDE et al., 2021). Segundo
Luetal (2021), o uso de Pantoea ananatis, melhorou o estresse oxidativo induzido por cloreto
de sodio e melhorou os parametros de crescimento de mudas de arroz sintetizando varios
metabolitos. Ainda, Abd Allah et al. (2018), observaram que uma cepa endofitica, de Bacillus
subtilis, aumentou a tolerancia ao cloreto de sodio em grao de bico, regulando enzimas
antioxidantes (peroxidase, catalase, superoxido dismutase e glutationa oxidase) e ndo
antioxidantes. Apesar disso, atualmente, ha uma caréncia de estudos nesse ambito nas principais
culturas produzidas no Brasil, incluindo a soja.

Assim, empregou-se a abordagem metabolomica exploratoria para identificar e
quantificar metabolitos diferencialmente acumulados na parte aérea da soja. Além disso,
correlacionou-se com o metabolismo antioxidante, incluindo atividade enzimatica (POD, SOD
e CAT); teor de peroxido de hidrogénio (H202) e peroxidacao lipidica (PL). Essas enzimas
antioxidantes previnem a formagdo de radicais livres e reduzem a producao de peroxido de
hidrogénio, mitigando a peroxidacao lipidica. O resultado obtido por meio de comparagdo entre
organismos aplicados a diferentes ambientes pode ajudar nas descobertas de biomarcadores,
fenotipagem metabolica e até a fisiologia ou toxicologia (PILON et al, 2020;
RAKUSANOVA; CAJKA, 2024).

O objetivo deste trabalho foi investigar a producao de metabdlitos e alteracdes no
metabolismo antioxidante da soja em resposta ao estresse salino e a presenca de bactéria

promotora de crescimento, em associagao ou nao.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descri¢ao e caracterizacio do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, entre fevereiro a margo de 2024.
As avaliacdes bioquimicas, foram realizadas no Laboratoério do Nucleo de Pesquisa em
Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP) do Centro Universitario de Patos de Minas
(UNIPAM). A andlise metabdlica foi conduzida no Laboratéorio de Bioquimica, da
Universidade Federal de Vigosa — Campus Rio Paraiba (UFV).

No experimento, foi utilizada a espécie Glycine max (L.) Merrill, variedade cultivada
BRASMAX OLIMPO IPRO, que possui ciclo de proximamente 135 dias na regido do Alto
Paranaiba.

Utilizou-se delineamento de blocos casualizados, sendo cada vaso de 8L uma unidade
experimental. Os vasos foram preenchidos com latossolo vermelho agricultdvel corrigido
quimicamente, conforme recomendagdes da cultura (ALVAREZ et al., 1999). Posteriormente
foi misturado areia, na proporc¢ao de 1:1. Na semeadura utilizou-se 6 sementes por vaso.

Foram testados quatro tratamentos, sendo: (i) Controle, (i1) Cloreto de potassio (iii)
Priestia aryabhattai e (iv) P. aryabhattai + Cloreto de potdssio, com 10 repeti¢des. Foi
realizado a aplicagdo de P. aryabhattai com 5 ml, Kg UFC= 1x10® UFC/ml no tratamento da
semente, deixado em contato por 5 minutos e posteriormente feito a semeadura.

Para simular o estresse salino, foi feita a adigdo gradativa do sal. Para isso, realizou-se
a irrigacdo manual com a solugdo de cloreto de potassio (KCl), com inicio aos 12 dias apds a
semeadura (DAS) e posteriormente, semanalmente até a condutividade elétrica chegar a 4 dS
m!. A concentragdo dos sais foi calculada pela equagio: [Cs (mmolc L") = CE x 10] em que:
Cs = Concentragdo de sais; CE = condutividade elétrica pré-estabelecida (RHOADES et al.,
2000). A condutividade da solucdo do solo foi mensurada utilizando-se o condutivimetro
digital.

No estadio V foi realizado o desbaste, mantendo quatro plantas por vaso. Além disso,
para monitorar a necessidade de irrigagao, foi instalado um tensidmetro na profundidade de 10
cm, em um dos vasos. Para a irrigagado, foi considerada a capacidade de campo de 40% a 65%

de umidade (leitura de medidor pH Solo Terra Digital), conforme necessidade da cultura.

2.2 Avaliacoes
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2.2.1 Localizag¢do e caracterizagdo do experimento

As avaliagdes do metabolismo antioxidante foram realizadas no Nucleo de Pesquisa
em Fisiologia e Estresse de Plantas (NUFEP), no UNIPAM, e as analises metaboldmicas no
Grupo de Pesquisa em Anélise Metabolomica (GEPAM), da Universidade Federal de Vigosa,
Campus Rio Paranaiba.

A coleta para as analises ocorreu quando as plantas atingiram o estadio de
desenvolvimento V4. Para isso, todas a folhas desenvolvidas foram retiradas, embaladas em
papel aluminio e congeladas em nitrogénio liquido, com a intencdo de paralisar todas as reagdes
imediatamente.

As folhas foram trituradas com pistilo em nitrogénio liquido. Em seguida, foram
incorporados 10 mL de distribuicao de fosfato de potassio 0,1 mol L™, pH 6,8, para diluigao do
extrato. As amostras foram detalhadas para tubos tipo Eppendorf e centrifugados a 10.000 rpm
(6.000 g) por 30 minutos a 4°C (KAR; MISHRA, 1976). Apos a centrifugacdo, as amostras
foram divididas em duas sub amostras e armazenadas a -20°C para posterior andlise do

metabolismo antioxidante e estudo metabolomico.

2.2.2  Metabolismo antioxidante

2.2.2.1 Superoxido dismutase

A atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD) foi determinada conforme o
protocolo de Beauchamp e Fridovich (1971). Durante a preparacdo dos reagentes, os frascos
foram envoltos em papel aluminio para evitar a influéncia da luz nas rea¢cdes. Em um tubo de
ensaio, foram misturados 2000 uL de concentrado de fosfato de sédio S0 mmol L, pH 7,8; 30
uL de extrato enzimatico, 450 puL de solucao de Nitroblue Tetrazolium (NBT) + EDTA (5:4) e
500 pL de solugdo de Metionina + Riboflavina (1:1). As amostras foram comprovadas em
duplicata: uma das amostras foi exposta a luz por 10 minutos, sem a protecdo do papel aluminio,
enquanto a outra foi mantida coberta. Apds esse periodo, realizou-se a leitura de absorbancia a

560 nm em espectrofotdmetro.

2.2.2.2 Peroxidase
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A atividade da peroxidase (POD) foi determinada conforme o protocolo descrito por
Teisseire ¢ Guy (2000). Em um tubo de ensaio, adicionou-se 500 puL de fosfato de potassio 50
mmol L' (pH 6,5), 30 uL de extrato enzimatico, 250 uL de pirogalol (1,2,3-benzenotriol) a 20
mmol L' e 220 uL de perdxido de hidrogénio (H202) a 5 mmol L™, totalizando 1 mL. Os tubos
de ensaio foram mantidos a temperatura ambiente por cinco minutos. Apos esse periodo, a
formag¢do de purpurogalina, que apresenta coloracdo arroxeada, foi quantificada em
espectrofotometro UV-visivel a 430 nm. Para calcular a atividade enzimatica, foi utilizado o
coeficiente de extingdo molar de 2, 5 mmol L'.cm™, com a atividade expressa em pmol

[purpurogalina] min"! mg™! [proteina].

2.2.2.3 Peroxido de hidrogénio

O teor de peroxido de hidrogénio foi quantificado por meio da reacdo com iodeto de
potassio (KI), conforme descrito por Alexieva ef al., (2001). Em meio acido, o iodeto de
potéssio reage com o peroxido de hidrogénio, liberando iodo e 4gua, gerando um composto
com coloracdo laranja-avermelhada. Para essa andlise, 200 mg de folhas foram trituradas com
pistilo em 1 mL de TCA a 0,1%. As amostras foram transferidas para tubos e centrifugadas a
9700 rpm por 15 minutos a 4°C. Em seguida, 200 pL do sobrenadante foi adicionado a 200 pnL.
de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 800 pL de uma solugdo de KI 1 mL. A
solugdo de branco continha a mesma mistura, mas com 200 uL de TCA a 0,1% de substitui¢do
sobrenadante. As amostras foram mantidas no gelo e no escuro por uma hora. A absorbancia
foi medida em espectrofotdmetro a 390 nm, e a quantidade de H-O é expressa em umol g™ de

matéria fresca.
2.2.2.4 Peroxidagao de lipidios

A determinagao foi realizada de acordo com a metodologia de Heath e Packer (1968).
Inicialmente, 200 mg de material vegetal liofilizado em nitrogénio foram homogeneizados em
5 mL de solucdo contendo 0,25% de acido tiobarbittrico (TBA) e 10% de acido tricloroacético
(TCA). O conteudo foi transferido para tubos de ensaio com tampa e envolto em papel filme,
sendo entdo incubado em banho-maria a 90°C por 1 hora. Apds o resfriamento, o
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g por 15 minutos a temperatura ambiente, em

seguida, o sobrenadante coletado de cada amostra foi submetido a leituras de absorbancia em
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espectrofotometro nas faixas de 560 e 600 nm. Os resultados sdo expressos em nmol de

substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) por grama de matéria fresca.

2.2.3  Metabolomica

Para a analise metabolomica foi adotada metodologia adaptada por Eides (2024).
Inicialmente, foi feita a extragao utilizando 10 mg de folha e 2 ml de solugdo extratora a base
de metanol (MeOH), cloroférmio (CHCI3) e dgua ultra-pura (3:1:1), com 25 pL/ml de Adonitol
Purex como padrio interno. As amostras, juntamente com a solu¢do extratora, foram
submetidas a agitacdo em disruptor de células (L-Beader 6 Loccus®), operando a 3500 rpm em
ciclos de 60 segundos de agita¢do intercalados com 30 segundos de repouso. Esse processo foi
auxiliado por esferas de ago inoxidavel de 2,8 mm de diametro, apds a agitacdo, 1 ml do
sobrenadante foi transferido para novos microtubos e acrescentou-se 300 pL de Hexano (P.A).
Em seguida, as amostras foram mantidas em repouso por 3 minutos ¢ 500 pL do meio foram
retirados e colocados em microtubos para secagem em concentrador de amostras a 40 °C ao
longo de 16 horas.

Ap0s a secagem das amostras, fez-se a derivatizagdo. Para isso, foram adicionados 50
nL de solucdo de piridina (a base de hidrocloridrato de metoxiamina e piridina — 20 mg/ml) e
em seguida as amostras foram mantidas em bloco concentrador a 37°C por 2 horas.
Posteriormente, as amostras foram agitadas em vortex por 5 segundos, seguido da adicao de 50
pL de solugdo BSFTA [Bis (trimethylsyilyl) trifluoroacetamide]. As amostras foram mantidas
em repouso a 37 °C por 30 minutos para garantir a completa derivatizagdo. Em seguida, as
aliquotas derivatizadas foram transferidas para frascos de 2 ml contendo inserc¢des redutoras de
volume de 200 pL, preparadas para analise por GC-MS.

A andlise foi realizada por cromatografia gasosa, utilizando espectrometro de massas
acoplado (GCMS-QP2010, Shimadzu, Kyoto, Japao), equipado com coluna capilar DB-5MS
(30 m x 250 pm didmetro interno). A temperatura de injecdo de amostras utilizada foi de 300
°C, com fluxo constante de gas hélio de 1,0 ml/min durante todo o processo. A temperatura
inicial para separacdo cromatografica foi de 80°C, sendo mantida por 2 minutos.
Posteriormente, realizou-se o aumento da temperatura em 5°C a cada minuto, até a temperatura
maxima de 315°C. Essa temperatura foi mantida por 5 minutos.

Os cromatogramas obtidos foram processados por meio do software MS-DIAL. Em
seguida, os metabolitos foram anotados baseando-se na biblioteca NIST de acordo com a razao

massa/carga dos fragmentos obtidos (TSUGAWA et al., 2015).
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2.2.4 Andalise estatistica

ApOs a realizagao das analises foi feita a tabulagdao dos dados. Nas anélises do sistema
antioxidante, os dados foram submetidos a analise de homoscedasticidade e normalidade.
Posteriormente, realizou-se andlise de variancia e, quando significativa, as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de significincia, com o auxilio do Software Speed
Stat® (CARVALHO et al., 2020). As analises estatisticas dos dados de metabolomicas foram
realizadas pelo software MetaboAnalyst 5.0 com uso do teste-t com p-valor < 0,05 sendo
tomado como significativo e uso do fold change (FC)par avaliacdo da magnitude dos dados

(XIA; WISHART, 2016).

3 RESULTADOS

3.1 Metabolismo antioxidante

3.1.1 Superoxido dismutase

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) apresentou diferenga
estatisticamente significativa entre os tratamentos utilizados (Figura 1). O tratamento com
apenas a aplicacdo de KCI apresentou um acréscimo de 41,6% em comparacao ao Controle, e

58,9% em relagdo a aplicagdo do P. aryabhattai.
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Figura 1-Atividade da superdxido dismutase (SOD) [umg proteina pg-!] no ensaio “Influéncia de P. aryabhattai
e salinidade no perfil metabolomico e no metabolismo antioxidante da cultura de soja”. Rio Paranaiba, MG.
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

3.1.2 Enzima peroxidase

Ao analisar a atividade da enzima peroxidase (POD), constata-se que houve aumento
tanto quando adicionado o KCl isolado, quanto junto a bactéria P. aryabhattai (Figura 2). O
aumento foi de 26,6% e 32,2% respectivamente, comparado ao controle.

J& o tratamento que recebeu apenas a bactéria, apresentou menor atividade enzimatica,
sendo quando comparado ao uso isolado de KCl (24,42%) e associagdo da bactéria com KCI

(26,38%).
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Figura 2-Atividade da peroxidase (POD) [umol [purpurogalina] min"! mg' proteina]. no ensaio “Influéncia de P.
aryabhattai e salinidade no perfil metabolomico e no metabolismo antioxidante da cultura de soja”. Rio Paranaiba,
MG.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

3.1.3  Peroxido de hidrogénio

Ao analisar os teores de peroxido de hidrogénio, observa-se que KCl isolado e junto a
bactéria P. aryabhattai foram semelhantes entre si, onde apresentaram uma diminui¢dao de

21,5% quanto ao controle (Figura 3).



21

Figura 3- Contetido de peréxido de hidrogénio (H,02) [umol g de matéria fresca] no ensaio “Influéncia de P.
Aryabhattai e salinidade no perfil metabolomico e no metabolismo antioxidante da cultura de soja”. Rio Paranaiba,
MG.
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Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.
3.1.4 Peroxidagao Lipidica

Na peroxidagao lipidica, observou-se uma queda nos tratamentos com KCL isolado e
junto a bactéria P. aryabhattai, corresponderam a uma diminui¢do de 61,3% e 62,5%,
respectivamente em relagao ao controle. Por outro lado, o tratamento apenas com P. aryabhattai

potencializou a peroxidag¢do lipidica, com aumento de 26,1% quanto ao controle (Figura 4).
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Figura 4- Conteudo de peroxidagdo lipidica [nmol de TBARS] no ensaio “Influéncia de P. aryabhattai e salinidade
no perfil metabolomico e no metabolismo antioxidante da cultura de soja”. Rio Paranaiba, MG.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

3.2 Metabolomica

Através da andlise metabolomica foram identificados 270 compostos e estes ndo
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) entre o tratamento com plantas que receberam
0 KCl em relagdo ao tratamento controle indicando que metabolicamente ambos os tratamentos
apresentam abundancias iguais em seus compostos.

No estudo do tratamento que recebeu aplicacdo de P. aryabhattai comparado ao
tratamento controle foram encontrados 276 compostos onde apenas 1 apresentou diferenca

significativa sendo este o Acido estearico (p = 0.033995; FC = 0.45344) (Figura 5).



23

Figura 5- Boxplot do composto significativamente diferente entre o grupo tratado com bactéria (P. aryabhattai)
e grupo controle, representados respectivamente pelas cores vermelha e verde. Rio Paranaiba, MG.
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Ja quando comparado o tratamento que recebeu aplicagdo de P. aryabhattai juntamente
com o KCI e o tratamento controle, com os estudos metabodlicos, foram encontrados 166

compostos onde 9 apresentaram diferenca significativa e estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1- Lista de compostos que apresentaram diferenca significativa na comparagdo entre o tratamento de P.
aryabhattai ¢ KCl e o tratamento controle. Rio Paranaiba, MG.

Composto FC p-valor

Alfa D-galactopiranosideo 2.0513 9.81E-04
Frutose 2.4452 0.0024404
Acido oxélico 4.4887 0.0040783
Acido fumérico 7.935 0.012059
Acido malénico 0.24674 0.013522
Melibiose 4.1661 0.031984
Serina 2.0631 0.031984
Glicosideo 0.096393 0.039018

Acido succinico 4.6865 1.84E-04
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Entre os metabdlitos significativos, 7 apresentaram maior abundancia no tratamento
com o microrganismo e o sal, enquanto 2 foram mais abundantes no tratamento controle (Figura
0).

Figura 6- Heatmap dos compostos que apresentaram diferenca significativa entre o tratamento de P. aryabhattai e
o sal KCl em comparagdo ao controle. Rio Paranaiba, MG.
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4 DISCUSSAO

No trabalho foi induzida a salinidade do solo, que segundo Cantarutti (2007) e Saelee
(2022) se concentra em niveis de condutividade elétrica igual ou acima de 4 dS m™'. Neste
estudo, a condutividade média foi de 4,06 dS m!, e proporcionou uma resposta positiva no
metabolismo antioxidante das plantas.

Observou-se que nos tratamentos com KCI houve diminui¢ao da produgao de peréxido
de hidrogénio e também na peroxidagdo lipidica. Essa reducdo pode ser justificada pelo
aumento da atividade das enzimas antioxidantes, SOD e POD, que catalisam as espécies
reativas de oxigénio em moléculas ndo reativas, evitando a degradacao celular (MARSCHNER,
2012; TAIZ et al., 2017). Essas enzimas desempenham um papel fundamental na catalisagao
de reacdes bioquimicas essenciais para a manuten¢do de qualquer organismo. A superdxido
dismutase (SOD) ¢ reconhecida como a primeira linha de defesa contra as espécies reativas de
oxigénio (EROs), catalisando a dismutag¢do de dois radicais O»- para formar H,O; € O>. Em
seguida, a peroxidase (POD) utiliza o H>O> como agente oxidante, empregando composi¢des
de natureza fenolica como doadores de elétrons. Essa atividade enzimatica pode servir como

um marcador de estresse induzido por fatores bidticos e abioticos (BARBOSA et al., 2014).
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Isso pode estar relacinado ao efeito priming causado pela aplicacdo do sal. Esse efeito ¢
conhecido como tolerancia adquirida ao estresse induzida e é caracterizado pela producdo de
radicais livres em concentragdes baixas, que sinalizam para a planta, potencializando os
mecanismos antioxidantes (GALVIZ et al.,, 2020; LIU et al., 2021). Assim, em casos de
estresses subsequentes a resposta das plantas serd mais rapida e consequentemente, os danos
serdo menores. Aparentemente, a concentracao de sal utilizada foi eficiente para causar esse
efeito, ativando o sistema de defesa e tornando-as mais tolerantes ao estresse.

Outra observagao que comprova tal efeito ¢ que o uso apenas do P. aryabhattai, sem
adi¢do de sal, ndo aumentou a atividade das enzimas antioxidantes. Consequentemente, houve
um aumento no teor de H>O> e na peroxidag¢ao lipidica.

Resultados semelhantes foram obtidos em um experimento desenvolvido por
Vardharajula et al., (2011), em que plantas de milho sob estresse hidrico mostraram aumento
na atividade enzimadtica, porém o aumento foi menor nos tratamentos com inoculagdo com
Bacillus spp. Os autores notaram que o uso de Bacillus amyloliquefaciens apresentou menor
atividade enzimatica sob estresse em relagao as outras trés espécies de Bacillus spp. testadas.

Quanto aos resultados sobre o perfil metabolomico, notou-se aumento de acido
palmitico/estedrico no controle, quando comparado a aplicagdo apenas da bactéria. Esse
resultado corrobora com os resultados obtidos por Deng et al., (2023), que notou correlagdao
negativa entre Bacillus e 4cido palmitico/estearico. Tal acido participa da sintese de acidos
graxos e vias do metabolismo secundario das plantas. Isso confirma que a inibi¢do de 4cidos
graxos pode prejudicar a tolerancia ao estresse, como observado no presente trabalho. Os 4cidos
graxos apresentam func¢des na producao de energia e armazenamento de carbono, além de serem
componentes estruturais das membranas (DE REZENDE et al., 2016).

J& quando comparado o controle com o uso de KCI associado a bactéria foram
encontrados diversos compostos, com destaque para o acido fumarico e succinico, que
participam de diversas vias metabolicas na planta, em especial a via do chiquimato. Segundo
Yang et al. (2017), em resposta a estresses ocorre aumento na via do chiquimato, e consequente
aumento no conteudo de tirosina, sendo ambos os acidos citados precursores desse aminoacido.

Os resultados obtidos no trabalho apresentam grande importincia ndo so cientifica, mas
também pratica, pois podem auxiliar na tomada de decisao de produtores no campo. Os
resultados obtidos com a aplicagao do sal e dos microrganismos, foi possivel constatar que
fatores como a composi¢ao do solo e a densidade populacional dos microrganismos podem
influenciar as plantas de maneiras inesperadas. Essas variacdes podem afetar o

desenvolvimento vegetal de formas nao previstas, demonstrando a complexidade das interagdes
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entre os organismos do solo e os elementos externos introduzidos. Assim, torna-se evidente a
necessidade de estudos mais aprofundados para compreender melhor essas relagdes e seus
impactos no crescimento das plantas.

Embora o estudo apresente resultados relevantes, ainda se faz necessaria a realizagdo de
pesquisas adicionais, envolvendo diferentes culturas e condigdes. Investigacdes futuras
poderiam incluir experimentos de campo com parcelas maiores, o que permitiria um numero
mais amplo de coletas e aplicagdes ao longo do tempo. Isso contribuiria para a construgdo de
uma linha temporal mais extensa e possibilitaria uma andlise mais aprofundada do
comportamento das plantas.

Adicionalmente, seria interessante acompanhar o desenvolvimento fenoldgico das
culturas, observando variaveis como massa seca, numero de nos e vagens, além de avaliar a
produtividade. Visando a aplicagdo pratica dos resultados no contexto agricola, também seria
pertinente considerar a analise dos custos operacionais e do retorno financeiro associado a cada

estratégia de manejo.

5 CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos, conclui-se que a aplicagdo de KCl pode provocar o
efeito primming positivo nas plantas, promovendo alteracdo no metabolismo antioxidante € no
perfil metaboldmico. Além disso, nas condi¢des do estudo, o uso de P. aryabhattai promoveu

efeito negativo nas plantas, potencializando o estresse oxidativo.
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