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RESUMO

MACHADO, Layane Laura Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de
2025. Interacdes bioquimicas e metaboléomica da soja apds aplicacao de
glifosato e extrato de alga. Orientador: Frederico Garcia Pinto. Coorientador:
Evandro Binotto Fagan.

A soja é uma cultura de grande importancia, cuja produtividade € frequentemente
afetada por estresses bibticos e abidticos, como o uso recorrente de herbicidas,
especialmente do glifosato. Para atenuar esses estresses, o uso do extrato de algas
(EA), tem se mostrado promissor, ativando mecanismos de defesa. Portanto,
objetivou-se avaliar a aplicacdo de EA na mitigacdo do estresse causado pelo
glifosato e identificar qual o melhor posicionamento da aplicagdo. O experimento foi
desenvolvido entre fevereiro e abril de 2024, em casa de vegetacao em Patos de
Minas, Minas Gerais. Utilizou-se a variedade de soja Brasmax Olimpo IPRO (grupo
de maturagdo 8.0 e habito de crescimento indeterminado). Cada parcela
experimental consistiu em um vaso de 12 dm® com trés plantas. O estresse foi
induzido em V,, com a aplicagao de glifosato (Roundup WG®) (2,0 Kg ha'/ 1,512 Kg
i.a ha'), através de pulverizagdo manual. O delineamento utilizado foi de blocos
casualizados, com cinco tratamentos e seis repeticoes, totalizando 30 parcelas
experimentais: T, — controle absoluto (sem aplicagido); T, — controle relativo
(aplicagéao apenas do herbicida); T, — EA aplicado cinco dias antes do herbicida; T, —
EA aplicado no mesmo dia do herbicida e T, — EA aplicado cinco dias apos o
herbicida. O EA utilizado foi de Ascophyllum nodosum (Acadian®). As avaliagbes
ocorreram no Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas e no Grupo
de Pesquisa em Analise Metabolémica. Para as avaliagbes foram coletadas folhas
do terco médio das plantas aos 4, 8 e 12 dias apdés a ultima aplicagdo dos
tratamentos (DAA). Analisou-se a atividade das enzimas superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD); teor de perdxido de hidrogénio (H,0,),
peroxidagéo lipidica (PL) e o perfil metabolémico das plantas. 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.
Observou-se que o T, apresentou maior atividade da SOD e da POD aos 8 e 12
DAA. Ja o T,, apresentou maior atividade da POD aos 12 DAA e maior H,O, e
menor PL aos 4 DAA. Todos os tratamentos apresentaram reducéao na PL quanto ao
T, aos 8 e 12 DAA. Para a atividade da CAT, aos 4 DAA todos os tratamentos
apresentaram aumento quanto ao T,, que se destacou aos 8 DAA enquanto o T, aos
12 DAA.



Quanto ao perfil metabolémico, o EA independente do posicionamento, induziu a
producdo de alguns compostos semelhantes (acidos malbnico e glucdnico) que
diferiram quanto aos controles. Outros compostos, como &cido glioxilico, xilose, d-
manopiranose, manose e acido citrico, também foram associados a aplicagdo do
extrato. Esses resultados sugerem que o EA pode estimular mecanismos de defesa
e resisténcia a estresses, possivelmente devido a sua composicao. Além disso, a
resisténcia da cultivar ao herbicida pode ter influenciado os resultados. Conclui-se
que a aplicacdo de EA pode mitigar o estresse causado pelo glifosato, com melhores
resultados quando realizada antes ou apés o estresse.

Palavras-chave: Ascophyllum nodosum. Herbicida. Atenuador de estresse.
Metabolismo antioxidante. Perfil metabolémico.



ABSTRACT

MACHADO, Layane Laura Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January,

2025.
Biochemical and metabolomic interactions of soybean after application of glyphosate and
seaweed extract

. Adviser: Frederico Garcia Pinto. Co-adviser: Evandro Binotto Fagan.

Soybean is a crop of great importance, whose productivity is frequently affected by
biotic and abiotic stresses, such as the recurrent use of herbicides, especially
glyphosate. To mitigate these stresses, the use of seadweed extract (SE) has shown
promise, activating defense mechanisms. Therefore, the objective of this study was
to evaluate the application of SE in mitigating the stress caused by glyphosate and to
identify the best application positioning. The experiment was developed between
February and April 2024, in a greenhouse in Patos de Minas, Minas Gerais. The
soybean variety Brasmax Olimpo IPRO (maturity group 8.0 and indeterminate growth
habit) was used. Each experimental plot consisted of a 12 dm?3 pot with three plants.
Stress was induced at V,, with the application of glyphosate (Roundup WG®) (2.0 Kg
ha' / 1.512 Kg a.i. ha"), through manual spraying. The experimental design was
randomized blocks, with five treatments and six replicates, totaling 30 experimental
plots: T, — absolute control (no application); T, — relative control (application of
herbicide only); T, — SE applied five days before the herbicide; T, — SE applied on
the same day as the herbicide and T, — SE applied five days after the herbicide. The
SE used was Ascophyllum nodosum (Acadian®). The evaluations took place at the
Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de Plantas and at the Grupo de
Pesquisa em Analise Metabolédmica. For the evaluations, leaves from the middle third
of the plants were collected at 4, 8 and 12 days after the last application of the
treatments (DALA). The activity of the enzymes superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and peroxidase (POD) were analyzed; hydrogen peroxide (H,O,)
content, lipid peroxidation (PL) and the metabolomic profile of the plants. The data
were tabulated and statistically analyzed. For the antioxidant metabolism data, the
Speed Stat® software and Tukey's test were used, and for the metabolomic profile,
the MetaboAnalyst 5.0° software and t-test were used, both at 5% significance. It
was observed that T, presented greater SOD and POD activity at 8 and 12 DALA. T,
presented greater POD activity at 12 DALA and greater H,O, and lower PL at 4
DALA. All treatments showed a reduction in PL compared to T, at 8 and 12 DALA.
For CAT activity, at 4 DALA all treatments showed an increase compared to T,,
which stood out



at 8 DALA while T, at 12 DALA. Regarding the metabolomic profile, the SE,
regardless of the positioning, induced the production of some similar compounds
(malonic and gluconic acids) that differed from the controls. Other compounds, such
as glyoxylic acid, xylose, d-mannopyranose, mannose and citric acid, were also
associated with the application of the extract. These results suggest that SE can
stimulate defense mechanisms and resistance to stress, possibly due to its
composition. In addition, the cultivar's resistance to the herbicide may have
influenced the results. It is concluded that the application of SE can mitigate the
stress caused by glyphosate, with better results when performed before or after
stress.

Keywords: Ascophyllum nodosum. Herbicide. Stress attenuator. Antioxidant
metabolism. Metabolomic profile.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] ¢ uma cultura de destaque tanto no cenario mundial
quanto brasileiro. Pode ser utilizada na indtstria alimenticia, na alimentagdo animal, na
industria quimica e na produ¢do de biocombustivel (SIVASHANKARI ef al., 2021).
Atualmente, o Brasil se destaca como maior produtor do grdo, com expectativa de
produtividade de mais de 166 milhdes de toneladas na safra 2024/25 — aumento de 12,5% em
relagdo a safra anterior. Apesar desse aumento, a produtividade média brasileira ainda ¢ baixa,
em torno de 58 sacas ha! (CONAB, 2024).

A baixa produtividade média ocorre, pois, a planta esta sujeita a fatores limitantes no
campo, e a produtividade real depende da interacdo entre esses fatores e o potencial genético
da cultura. Tais fatores limitantes sao chamados de estresses € podem ser bidticos ou abioticos.
Os estresses bidticos estao relacionados com o ataque de patdgenos, pragas € a competicdo com
outras plantas. Apesar disso, a redu¢do de produtividade oriunda desse tipo de estresse ¢ baixa
quando comparada a redugdo por estresses abioticos. Esses, por sua vez, sdo aqueles
relacionados a fatores ambientais, incluindo intensidade de radiacao (alta e baixa), salinidade,
déficit ou excesso de agua, temperaturas extremas (altas e baixas), contaminag¢ao por metais e
por agroquimicos (DE OLIVEIRA, 2019).

Entre eles, o uso de herbicidas tem causado grandes problemas nos ultimos anos, em
especial o uso do glifosato. Atualmente ele € o herbicida mais utilizado em todo o mundo. Trata-
se de um produto sistémico, ndo seletivo e usado em pos emergéncia. Ele atua inibindo a enzima
5-enolpruvilshikimato-3-fosfato sintase (EPSPS) e com isso bloqueia a rota do dacido
chiquimico. Essa rota produz trés aminoacidos aromaticos: fenilalanina, triptofano e tirosina,
responsaveis pela produgcdo de proteinas e diversos metabodlitos secunddrios nas plantas
(pigmentos, flavonoéides, auxinas, fitoalexinas, lignina e taninos) (BORTOLHEIRO, et al.
2023). Outro efeito do glifosato ¢ a quelatizacao de micronutrientes, deixando-os indisponiveis,
e com isso paralisando rotas metabdlicas importantes (SILVA JUNIOR, 2022). Além disso, ele
¢ rapidamente metabolizado nas plantas (pela enzima glifosato oxidase) e no solo (por
microrganismos do solo), produzindo o adcido aminometilfosfonico (AMPA). Esse acido causa
redu¢do da biomassa seca da raiz e da parte aérea, além de reducao dos teores de clorofila o que
leva ao amarelecimento das folhas superiores, conhecido como efeito “yellow flashing”.

(ANDRADE et al., 2018; LIU et al., 2023).



14

O uso de glifosato se intensificou apds 1996, quando a empresa Monsanto criou a
tecnologia Roundup Ready® (RR), que consiste na introdugio do gene CP4 EPSPS, derivado
da bactéria de solo Agrobacterium sp., em plantas de soja. A soja transgénica com essa
tecnologia produz uma proteina EPSPs sem sensibilidade ao glifosato € ndo interrompe a via
do acido chiquimico. Em virtude disso, tornou-se comum o uso repetitivo desse herbicida e
consequentemente, o aumento de plantas daninhas resistentes a ele, o que faz com que os
produtores utilizem sobredoses, ou seja, doses acima do indicado (BONTEMPO, 2016;
ANDRADE et al., 2020; BORTOLHEIRO, et al. 2023).

Tal aumento na dosagem pode ser prejudicial, mesmo em plantas RR, gerando estresse
oxidativo — caracterizado pelo aumento de espécies reativas de oxigénio — (GOMES; JUNEAU,
2016; PIASECKI ef al., 2019; SOARES et al., 2019). As espécies reativas de oxigénio (ERO)
sdo moléculas instdveis e altamente reativas, que incluem peroxido de hidrogénio (H202),
radicais superdxido (O2"), radicais hidroxila (OH °) e oxigénio singleto ('O,). Sua produgio
ocorre de maneira natural, durante os processos aerdbicos das plantas, em pequenas
quantidades. Apesar disso, em concentragdes elevadas podem causar dano oxidativo a
proteinas, DNA e lipidios, podendo acarretar a morte celular e até mesmo a morte da planta
(HASANUZZAMAN et al., 2020a; SACHDEV et al., 2021).

Para minimizar esses danos, as plantas apresentam um sistema de defesa, responsavel
pela desintoxicacao celular, que consiste na ativacdo enzimatica e na producdo de metabolitos
especificos. Quanto mais rapido € a ativagdo desse sistema, menores sdo os efeitos e as perdas
de produtividade na cultura (FERREIRA et al., 2010; WANG et al., 2022). Nessa perspectiva,
estudos recentes abordam o uso de bioestimulantes como sustancias atenuantes, pois possuem
acao fisiologica e aceleram a reagdo das plantas a tais estresses. Entre as substancias utilizadas
estdo substincias hiimicas, aminoacidos, hormoénios, micronutrientes e extrato de algas
(PANFILI et al., 2019; KANATAS et al., 2022).

Os extratos de algas sdo substancias extraidas principalmente de algas marinhas marrons
e seus efeitos variam em virtude do local de origem, espécie de alga e modo de preparo (ALAM
et al., 2013; CHEN et al., 2023). A principal espécie utilizada é Ascophyllum nodosum (L.),
que ¢ obtida em condigdes de baixa temperatura, nos mares articos e atlantico norte
(ANDRADE et al., 2018). O extrato obtido dessa alga ¢ composto por aminoacidos, fendis e
polifendis, betainas, polissacarideos, acidos graxos, esterdides, poliaminas, substancias
analogas a hormdnios vegetais, macro e micronutrientes (ANDRADE et al., 2020; RINALDI

etal.,2023). Devido a sua composicao, esse extrato € capaz de potencializar o desenvolvimento
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da planta, melhorar a eficiéncia na absor¢do de nutrientes e estimular o efeito priming,
mecanismos de defesa e resisténcia a estresses (PEREIRA et al., 2020; ROSA et al., 2020).

Esses efeitos foram observados em estudos anteriores, que mostraram resultados
promissores tanto em condi¢des normais (ALAM et al., 2013) quanto em situagdes de estresse,
(ROSA et al., 2020; CHEN et al., 2023; RINALDI et al., 2023). Acredita-se que em situagdes
de estresse o extrato de algas induz a resisténcia das plantas por meio da sinaliza¢do de dcido
jasmonico, modulagdo das vias hormonais, alteragdo no metabolismo antioxidante e regulacao
positiva de genes e metabdlitos relacionados a defesa (ALI et al., 2016b; COOK et al., 2018).
Em relagdo ao metabolismo antioxidante, o extrato de algas potencializa a atividade de enzimas,
como a superoxido dismutase (SOD), peroxidases (POD) e catalases (CAT) o que leva a uma
reducdo no acimulo de ERO e de peroxidagdo lipidica (HUSSEIN et al., 2021). Além disso,
aumenta o acimulo de compostos como prolina, aglicares e dcidos organicos, que servem como
osmolitos essenciais para manter o equilibrio osmético durante o estresse (SINGH et al., 2015;
GONI et al., 2018). Quanto as alteragdes metabolicas, tem-se a producio de compostos
primérios (como os do ciclo do TCA, lipidios, aminodcidos e carboidratos) e compostos
secundarios (como glucosinolatos, fenilpropanodides e 4cidos organicos), podendo variar de
acordo com o tipo de estresse, cultura e 6rgao da planta (TRAN et al., 2023).

Diante do exposto, a hipotese do estudo foi que a aplicagdo de extrato de algas pode
mitigar o estresse causado pelo herbicida glifosato em plantas de soja, ativando o aparato
antioxidante dessas. Através desta exploracdo, pudemos compreender qual o melhor
posicionamento para a aplicagdo de tal substincia e entender os mecanismos envolvidos na

resisténcia a estresses.

2  MATERIAIS E METODOS

2.1 Descricio e caracterizacio do experimento

O experimento foi desenvolvido entre os meses de fevereiro e abril de 2024, em casa
de vegetacao pertencente ao Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM), no municipio
de Patos de Minas, MG. A cultura utilizada foi a soja, variedade Brasmax Olimpo IPRO. Essa
cultivar apresenta grupo de maturagdo 8.0 e héabito de crescimento indeterminado.

Cada parcela experimental foi composta por um vaso com capacidade de 12 dm?,

preenchidos em 9 dm? de mistura de solo e areia (3:1, v/v). Semeou-se dez sementes por vaso,
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e em Vi, realizou-se o desbaste, deixando trés plantas por vaso. A irrigagdo foi diaria a fim de
manter a capacidade de campo nos vasos, conforme Andrade et al. (2011).

Foi utilizado o herbicida glifosato, produto comercial Roundup WG®, cuja dose
recomendada para a cultura é 0,5 a 0,75 kg ha™!. Para induzir o estresse na planta foi utilizada
dose maior que a recomendada (2,0 kg ha'!/ 1,512 kg i.a ha!), com volume de calda de 250 L
hal. A aplicagdo do glifosato foi realizada no estddio V4 (quarto nd, terceiro trifolio aberto)
com auxilio de pulverizador manual.

Os tratamentos consistiram na aplicagao de extrato de algas em momentos distintos,
além de um controle absoluto (sem aplicagao foliar) e um controle relativo (com aplicagao foliar
de glifosato), conforme Tabela 1 e Figura 1. O delineamento adotado foi de blocos casualizados
(DBC), constituido por cinco tratamentos e seis repetigdes, totalizando 30 parcelas
experimentais.

O extrato de algas utilizado foi a base de Ascophyllum nodosum, sendo o produto
comercial Acadian®. Tal produto consiste em um concentrado liquido e foi utilizado na dose de
500 mL ha'!, com volume de calda de 200 L ha™'.

Tabela 1 - Tratamentos realizados em soja como parte da dissertagdo “Intera¢des bioquimicas e metabolomica

da soja apds aplicacdo de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de Vigosa — UFV Campus Rio
Paranaiba, 2024.

Tratamento Descricao
T, Controle absoluto (sem aplicagdo foliar)
T, Controle relativo (aplicagao foliar de glifosato)
T3 Extrato de algas (5 dias apos a aplicagdo do glifosato)
T4 Extrato de algas (no mesmo dia da aplicagdo do glifosato)

Ts Extrato de algas (5 dias ap6s a aplicagdo do glifosato)
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Figura 1 - Esquema de aplicacdo dos tratamentos realizados em soja na dissertagdo “Intera¢des bioquimicas e
metabolomica da soja apods aplicacdo de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de Vigosa — UFV
Campus Rio Paranaiba, 2024.
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2.2 Avaliagoes

As avaliagdes foram realizadas no Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Estresse de
Plantas (NUFEP), no UNIPAM, e no Grupo de Pesquisa em Andlise Metabolomica (GPAM),
da Universidade Federal de Vigosa, Campus Rio Paranaiba.

Foram realizadas trés coletas de folhas para as anélises do metabolismo antioxidante e
metabolomica de plantas. As coletas foram realizadas aos quatro, oito e doze dias ap6s a tltima

aplicacdo, conforme Figura 2.

Figura 2 - Esquema de coleta dos tratamentos na dissertagdo “Interagdes bioquimicas e metabolémica da soja
apos aplicagdo de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de Vigosa — UFV Campus Rio Paranaiba,
2024.
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T, Sem aplicagao T, 17 dias apés aplicagao de glifosato e extrato de algas
T, 13 dias apos aplicagio de glifosato T 17 dias apos aplicagdo de glifosato
- ; - 13 dias apés aplicacio de glifosato ° 12 dias apés aplicagdo de extrato de algas
4’, g.e iz dl?s apos ¥ 18 dias apés aplicacdo de extrato de algas
tltima aplicagdo - - -
T, 13 dias apos aplicagio de glifosato e extrato de algas

13 dias apos aplicagio de glifosato
8 dias apos aplicagdo de extrato de algas
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Foi coletado um trifélio do terco médio de uma planta por repeti¢do, posteriormente
condicionadas em saco plastico identificados pelo tratamento e envoltas em papel aluminio. Em
seguida foram congeladas em nitrogénio liquido, com a intengao de paralisar todas as reagoes.
Por fim, foram maceradas em nitrogénio liquido, com o auxilio de pistilo e almofariz, e
mantidas em tubo Falcon previamente identificado. Um tubo foi destinado para andlise do

metabolismo antioxidante e outro para analise de metabolomica.
2.2.1 Metabolismo antioxidante

O metabolismo antioxidante foi avaliado em trés etapas: 1) enzimas antioxidantes; ii)

teor de perdxido de hidrogénio; iii) peroxidacao lipidica.
1) Enzimas antioxidantes:

Na primeira etapa, avaliou-se as enzimas antioxidantes: superoxido dismutase (SOD),

catalase (CAT) e peroxidase (POD); conforme Figura 3.

Figura 3 - Esquema ilustrando as analises enzimaticas realizadas na dissertacdo “Interacdes bioquimicas e
metabolomica da soja apods aplicacdo de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de Vigosa — UFV
Campus Rio Paranaiba, 2024.
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Para obtengao do extrato enzimatico, foi feita a pesagem de 400 mg de folha, seguida
da dilui¢do em 10 mL de tampdo de fosfato de potassio (0,1 mol L! pH 6,8). Em seguida, as
amostras foram transferidas para tubos do tipo eppendorf e centrifugadas a 10.000 rpm (6.000
g) por 30 min a 4 °C. Ao final, elas ficaram armazenadas a -20 °C até o uso. Apds a obtengao
do extrato enzimatico, foram realizadas as analises enzimaticas.

A atividade da SOD foi determinada segundo a metodologia adaptada por Bor et al.
(2003). Durante a preparacao dos reagentes, todos os recipientes ficaram envolvidos com papel
aluminio para evitar reagao com a luz. Em um tubo de ensaio foi adicionado 2000 uL de tampao
de fosfato de sédio (50 mmol L'pH 7,8), 30 uL de extrato enzimatico, 450 uL de solugio de
Nitroblue Tetrazolium (NBT) + EDTA (5:4) e 500 uL de solugao de Metionina + Riboflavina
(1:1). Todas as amostras foram preparadas em duplicata. Apos o preparo do sistema de reagao,
uma das amostras foi exposta a luz e a outra permaneceu no escuro, durante 10 min. Apds esse
periodo foram realizadas leituras de absorbancia a 560 nm em espectrofotdometro. O resultado
foi expresso em U mg proteina pg™! de amostra.

Para a determinacdo da atividade da CAT, 1900 uL de tampao fosfato de sdédio e
peroxido de hidrogénio (50 mmol L' pH 7,0 + H2O, 12,5 mmol L) e 100 pL de extrato
enzimatico foram colocados em cubeta de quartzo. Em seguida, foram feitas duas leituras em
espectrofotometro de luz ultravioleta em absorbancia de 240 nm. A primeira foi realizada apds
10 segundos e a tltima aos 50 segundos, permitindo a estabilizacdo das leituras. Para os calculos
da atividade da enzima foi utilizado o coeficiente de extingdo molar do H20, de 39,4 mmol L!
cm’!. A atividade da catalase foi expressa em nmol de H>O» consumido min' mg™! proteina
(PEIXOTO et al., 1999).

Determinou-se a atividade da POD de acordo com Teisseire e Guy (2000). Para isto,
500 pL de tampdo fosfato de potassio (50 mmol L™ pH 6,5), 30 uL de extrato enzimatico, 250
uL de pirogalol (1,2,3-benzenotriol) (20 mmol L) e 220 uL de peréxido de hidrogénio (5
mmol L) foram adicionados em tubo de ensaio. Posteriormente, os tubos de ensaio foram
deixados em repouso por 5 min a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a formagdo de
purpurogalina foi determinada em espectrofotometro UV-visivel, a 430 nm. Por fim, fez-se o
calculo da atividade da enzima, utilizando coeficiente de extin¢do molar de 2,5 mmol L™ ecm™.

A atividade da POD foi dada por pmol de purpurogalina min' mg™! de proteina.
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ii) Teor de perdxido de hidrogénio (H20>)

O teor de perdxido de hidrogénio foi determinado por meio da reagao com iodeto de
potassio. Em meio 4cido, o iodeto de potassio reage com o peroxido de hidrogénio, liberando
iodo e agua, formando um composto de coloragdo laranja-avermelhada (ALEXIEVA et al.,

2001). Na Figura 4 ¢ possivel observar de maneira geral como foi realizada a analise.

Figura 4 - Esquema ilustrando a andlise de peroxido de hidrogénio realizada na dissertagdo “Interagdes
bioquimicas ¢ metabolomica da soja apos aplicacdo de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de
Vigosa — UFV Campus Rio Paranaiba, 2024.
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Inicialmente foi feita a extracdo do material vegetal, em que 200 mg de folhas foram
maceradas com 1 mL de TCA (0,1%). Apos homogeneizagao, transferiu-se as amostras para
tubos e centrifugou-as a 9.700 rpm por 15 min a 4 °C. Posteriormente, foram retirados 200 uL
do sobrenadante, aos quais se adicionou 200 pL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH
7,5) e 800 puL de solugdo 1 M de KI. Também foi preparada uma amostra controle, que consistiu
na mesma mistura, substituindo o extrato vegetal pelo reagente de TCA (0,1%). Os tubos com
areacdo permaneceram em baixa temperatura e no escuro durante uma hora. Apos esse periodo,
foi realizada a leitura das amostras em espectrofotometro a 390 nm. A quantidade de H20- foi

expressa em pumol g™ de matéria fresca.
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ii1) Peroxidacao lipidica

Para determinagdo da peroxidacao lipidica adotou-se a técnica de Heath e Packer

(1968), conforme ilustra a Figura 5.

Figura 5 - Esquema ilustrando a andlise de peroxidacao lipidica realizada na dissertacdo “Interacdes bioquimicas
e metabolomica da soja ap6s aplicacao de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de Vigcosa — UFV
Campus Rio Paranaiba, 2024.
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Para isto, 200 mg do material vegetal foi homogeneizado em 5 mL de solugdo
contendo 4cido tiobarbittrico (0,25%) e &cido tricloroacético (10%). Os tubos de ensaio foram
incubados em banho maria a 90 °C por uma hora. Em seguida foram mantidos em temperatura
ambiente até o resfriamento. Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g
por 15 minutos. O sobrenadante de cada amostra foi coletado e submetido a leituras de
absorbancia em espectrofotdmetro UV-visivel a 560 e 600 nm. A determinagdo foi feita em

nmol [TBARS] g'! [MF].

2.2.2 Metabolomica

Para a analise metabolomica foi adotada metodologia adaptada por Eides ef al. (2024),

conforme Figura 6.



Figura 6 - Esquema ilustrando a analise de metabolomica realizada na dissertacdo “Interacdes bioquimicas e
metabolomica da soja apds aplicacdo de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de Vigosa — UFV
Campus Rio Paranaiba, 2024.
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Inicialmente, foi feita a extragao utilizando 10 mg de folha e 2 mL de solugdo extratora

a base de metanol (MeOH), cloroférmio (CHCIl3) e dgua ultra-pura (3:1:1), com 25 pL/mL de
Adonitol Purex como padrao 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 agitacdo intercalados com 30 segundos de repouso. Esse processo foi
auxiliado por esferas de ago inoxidavel de 2,8 mm de didmetro, apos a agitagdo, 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.
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Apoés a secagem das amostras, fez-se a derivatizacdo, capaz de modificar o carater
hidrofébico/hidrofilico ou ainda, melhorar a relagdo massa carga das moléculas alvo. Essa etapa
nem sempre ¢ necessaria, mas geralmente ¢ utilizada para transformar os compostos nao
volateis em compostos volateis, facilitando a analise ¢ melhorando a identificagdo dos
compostos. Para isso, foram adicionados 50 pL 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 adicdo de 50 upL de solugdo BSFTA [Bis (trimethylsyilyl)
trifluoroacetamide]. As amostras foram mantidas em repouso a 37 °C por 30 minutos para
garantir a completa derivatizacdo. Em seguida, as aliquotas derivatizadas foram transferidas
para frascos de 2 mL contendo inser¢des redutoras de volume de 200 pL, preparadas para
analise por GC-MS.

A analise 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 um diametro interno). A temperatura de injecao 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 separagdo 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). Alguns metabolitos
encontrados ainda nao fazem parte do banco de dados da biblioteca, porém foram identificados
no trabalho por: “tempo de retengdo_espectro de massa”, para que possam ser usados em
trabalhos futuros, caso ja constem na biblioteca de metabolitos.

Nos Heatmaps de metabolomica, a barra de escala indica a variacdo dos valores
obtidos, em que azul representa valores menores, branco representa valores proximos de zero e
vermelho valores mais altos. A escala apresentada vai de -1,5 a 1,5 indicando o quanto o valor
¢ maior ou menor em relagdo ao grupo comparado. Essa escala € proporcional ao fold change

(FC). Na Figura 7 € possivel observar a leitura completa dos Heatmaps.
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Figura 7: Explicacdo da leitura dos Heatmaps de metabolomica utilizados na disserta¢ao “Interagdes bioquimicas
¢ metabolomica da soja apés aplicacdo de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de Vigosa — UFV
Campus Rio Paranaiba, 2024.
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2.2.3  Andlise estatistica

Apos a realizagdo das analises foi feita a tabulagdo dos dados. As analises estatisticas
dos dados de andlises 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)
para avaliagdo da magnitude dos dados (XIA; WISHART, 2016). Nas demais analises, os dados
foram submetidos a analise de homoscedasticidade e normalidade. Posteriormente, realizou-se
analise de variancia e, quando significativa, as médias foram comparadas entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia, com o auxilio do Software Speed Stat® (CARVALHO et al.,
2020). Para as avaliagdes do metabolismo antioxidante realizou-se também a tabulagcdo dos

dados relativos, comparando os tratamentos com o controle absoluto.

3 RESULTADOS
3.1 Resultado geral

De maneira geral, o uso do glifosato causou estresse oxidativo nas plantas, conforme
verifica-se nas Figuras 8 e 9. Visualmente, foi possivel notar redu¢do na altura de plantas, bem

como desenvolvimento da parte aérea, com area foliar pouco desenvolvida (Figura 8).
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Figura 8: Visualizacdo do estresse nas plantas apos a aplicacdo de Glifosato na dissertacdo “Interacdes
bioquimicas ¢ metabolomica da soja apos aplicagdo de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de
Vigosa — UFV Campus Rio Paranaiba, 2024.
s e
— 3

Além disso, foi observado clorose, encarquilhamento, necrose e pontos de fitotoxidez,
quando aplicado o herbicida (Figura 9). Esses efeitos foram observados principalmente nas
plantas sem aplicagdo do extrato de algas e nas plantas em que o extrato de algas foi aplicado 5

dias apds o herbicida.
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Figura 9: Visualizagdo do estresse nas folhas apos a aplicacdo de Glifosato na dissertacdo “Interagdes
bioquimicas e metabolomica da soja apds aplicagdo de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de
Vigosa — UFV Campus Rio Paranaiba, 2024.
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3.2 Metabolismo antioxidante

3.2.1 Enzimas antioxidantes

1) Superdxido dismutase (SOD)

Para a enzima superoxido dismutase foram observados resultados distintos ao longo
dos dias (Tabela 2). Aos quatro dias, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. Ja
aos oito e doze dias, destacou-se a aplicagdo do extrato de algas cinco dias apos a aplicagdo de
glifosato. Aos oito dias, esse tratamento apresentou aumento médio de 22,92% na atividade da
enzima quando comparado aos demais tratamentos. Ja aos doze dias, ele proporcionou aumento

de 10,65%; quanto ao controle absoluto, enquanto os demais tratamentos apresentaram redugao.

Tabela 2 - Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em soja aos 4, 8 e 12 dias apds a ultima aplicacao.
“Interagdes bioquimicas e metabolomica da soja apos aplicag@o de glifosato e extrato de algas™. Universidade
Federal de Vigosa — UFV Campus Rio Paranaiba, 2024.

Atividade da SOD
Trat Descricdo (U mg proteina pg™)
4 DAA 8 DAA 12 DAA
T, Controle absoluto** 20,78 ns* 16,16 b* 21,66 b*
T Controle relativo™** 19,72 17,02 b 19,00 ¢

T;  Extrato de algas (5 dias antes da aplicagdo do glifosato) 18,97 15,34 b 16,82 d
T,  Extrato de algas (no mesmo dia da aplicagdo do glifosato) 17,29 16,87 b 17,23 cd
Ts Extrato de algas (5 dias apos a aplicagao do glifosato) 17,12 21,20 a 2397 a

CV (%) 12,39 6,92 6,04
DMS (U mg proteina pg™) 4,02 2,07 2,06
*M¢édias seguidas de mesma letra na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de

significancia.
** Sem aplicacdo foliar
*** Aplicagdo foliar de glifosato

Na Figura 10 € possivel observar melhor o comportamento relativo da atividade da
SOD entre os tratamentos. Nota-se que inicialmente todos os tratamentos apresentavam
atividade menor que o controle absoluto. Posteriormente, o controle relativo e o uso de extrato
de algas no mesmo dia e cinco dias ap6s o glifosato apresentaram aumento, sendo que o uso de
extrato de algas cinco dias apds o glifosato manteve-se relativamente maior aos 12 dias apos a

aplicagdo.
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Figura 10 — Comportamento relativo da enzima SOD ao longo dos 4, 8 e 12 dias apds a ultima aplicacdo.
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i1) Catalase (CAT)

Para a atividade da catalase (Tabela 3), inicialmente (4 dias apds aplicagdo) houve
aumento significativo em todos os tratamentos, em média de 190% quanto ao controle absoluto,
que manteve a atividade enzimatica baixa. Posteriormente, aos oito dias, os tratamentos
conservaram a atividade da enzima, enquanto houve um aumento para o controle absoluto.
Assim, os tratamentos foram semelhantes entre si, com decréscimo médio de 25,58% em
relagdo a ele. Por fim, aos doze dias, o controle relativo aumentou a atividade enziméatica (média
de 38,74%) enquanto o controle absoluto apresentou redugdo e se igualou aos demais

tratamentos.
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Tabela 3 - Atividade da enzima catalase (CAT) em soja aos 4, 8 e 12 dias apds a ultima aplicacdo. “Interacdes
bioquimicas e metabolomica da soja apds aplicacdo de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de
Vigosa — UFV Campus Rio Paranaiba, 2024.

Atividade da CAT
(nmol de H20: consumido min™' mg!

Trat Descri¢ao proteina)

4 DAA 8 DAA 12 DAA
T, Controle absoluto** 13,03 b* 41,02 a* 34,83 b*
T, Controle relativo*** 36,71 a 31,33 b 54,21 a
T3 Extrato de algas (5 dias antes da aplicac¢ao do glifosato) 38,29 a 31,99 b 31,30 b
T4  Extrato de algas (no mesmo dia da aplicagdo do glifosato) 41,18 a 30,86 b 29,44 b
Ts Extrato de algas (5 dias ap6s a aplicacdo do glifosato) 35,15a 27,93 b 37,27b

CV (%) 13,81 14,74 14,63

DMS (nmol de H>O, consumido min™' mg™! proteina) 7,84 8,31 9,46

*Médias seguidas de mesma letra na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de
significancia.

** Sem aplicacdo foliar

**%* Aplicagdo foliar de glifosato

Na Figura 11 observa-se que inicialmente, aos 4 dias, todos os tratamentos
apresentaram atividade relativamente maior que o controle absoluto. Ja aos 8 dias, houve o
inverso. Enquanto que aos 12 dias, o controle relativo e o uso de extrato de algas 5 dias apos o

glifosato apresentaram aumento relativo.

Figura 11 - Comportamento relativo da enzima CAT ao longo dos 4, 8 e 12 dias apds a tltima aplicagao.
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ii1) Peroxidase (POD)

Quanto a atividade da peroxidase (Tabela 4), ndo foi observada diferenca significativa
entre os tratamentos aos quatro dias apos aplicacdo. Aos oito dias destacou-se a aplicagdo de
extrato de algas cinco dias apds o estresse, com aumento de 73,40% quando comparado ao
controle absoluto. Por fim, aos doze dias, a aplicagdo de extrato de algas aos cinco dias antes e

aos cinco dias apds o estresse, potencializaram a atividade enzimatica em 36,10% e 30,77%

quanto ao controle absoluto.

Tabela 4 - Atividade da enzima peroxidase (POD) em soja aos 4, 8 e 12 dias apds a ultima aplicacao.
“Interagdes bioquimicas e metabolomica da soja apos aplicagao de glifosato e extrato de algas™. Universidade
Federal de Vigosa — UFV Campus Rio Paranaiba, 2024.

Atividade da POD (umol de
purpurogalina min! mg™! de proteina)

Trat Descricao
4 DAA 8 DAA 12 DAA
T, Controle absoluto** 1,54 ns* 0,94 c* 1,69 b*
T, Controle relativo*** 1,38 1,22 be 1,46 b
T;  Extrato de algas (5 dias antes da aplicagdo do glifosato) 1,72 1,19 be 2,30 a
T4 Extrato de algas (no mesmo dia da aplicagdo do glifosato) 1,27 1,31 ab 1,61b
Ts Extrato de algas (5 dias ap6s a aplicacdo do glifosato) 1,28 1,63 a 221 a
CV (%) 25,73 15,24 9,86
DMS (pumol de purpurogalina min"! mg™! de proteina) 0,64 0,33 0,32

*Meédias seguidas de mesma letra na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de
significancia.

** Sem aplicacdo foliar

*#%* Aplicacdo foliar de glifosato

Na Figura 12 ¢ possivel observar que o uso de extrato de algas cinco dias antes do
glifosato apresentou aumento relativo em todos os dias, quanto ao controle absoluto. Além disso,
houve um pico na atividade enzimatica aos 8 dias, em que todos os tratamentos foram
relativamente maiores que o controle absoluto e por fim (aos 12 dias) apresentaram nova
redugdo. Aos 12 dias o uso de extrato de algas cinco dias apds o glifosato também se manteve

relativamente maior que o controle absoluto.
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Figura 12 - Comportamento relativo da enzima POD ao longo dos 4, 8 e 12 dias ap6s a ultima aplicacao.
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3.2.2  Teor de peroxido de hidrogénio (H20:)

Para o teor de peroxido de hidrogénio (Tabela 5), notou-se diferenca entre os

tratamentos apenas aos quatro dias apds a aplicagdo, em que o uso de extrato de algas cinco

dias antes do estresse apresentou 19,84% a mais de H202 que o controle absoluto.

Tabela 5 - Teor de peroxido de hidrogénio (H,O») em soja aos 4, 8 ¢ 12 dias apos a ultima aplicagdo. “Interagdes
bioquimicas e metabolomica da soja apds aplicacdo de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de

Vicosa — UFV Campus Rio Paranaiba, 2024.

Teor de peréxido de hidrogénio (umol g!

Trat Descriciio de matéria fresca)
4 DAA 8§ DAA 12 DAA
T, Controle absoluto** 24,24 b* 26,06 ns* 26,01 ns*
T, Controle relativo*** 26,36 ab 29,06 28,69
T;  Extrato de algas (5 dias antes da aplica¢do do glifosato) 29,05 a 28,42 30,04
T4 Extrato de algas (no mesmo dia da aplicacdo do glifosato) 26,20 ab 28,13 28,61
Ts Extrato de algas (5 dias apds a aplica¢ao do glifosato) 26,95 ab 30,21 26,72
CV (%) 8,50 12,18 10,45
DMS (umol g! de matéria fresca) 3,90 5,97 5,06

*Médias seguidas de mesma letra na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de

significancia.

** Sem aplicagdo foliar
*** Aplicacdo foliar de glifosato
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Na Figura 13, ¢ possivel observar que todos os tratamentos foram relativamente
maiores que o controle absoluto. Apesar disso, a diferenca entre eles reduziu ao longo dos dias,

pois houve pouca alteragao na concentracao de H-O» nos tratamentos, mas houve aumento para

o controle absoluto.

Figura 13 - Comportamento relativo do teor de perdxido de hidrogénio ao longo dos 4, 8 e 12 dias apds a tltima
aplicacao.
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3.2.3  Peroxidagao lipidica

Para a peroxidacdo lipidica (Tabela 6) aos quatro dias, a aplicacdo de extrato de algas
cinco dias antes do estresse mostrou aumento (7%) em relagdo ao controle relativo e a aplicagdo
de extrato de algas no mesmo dia do estresse. J4 aos oito e doze dias apos a aplicagdo, foram
obtidos resultados semelhantes entre os todos os tratamentos com aplicagcdo, com redugdo

média de 10,71% e 11,83% respectivamente para os dois dias, comparado ao controle absoluto.
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Tabela 6 - Peroxidacao lipidica (PL) em soja aos 4, 8 e 12 dias apds a ultima aplicacdo. “Interacdes bioquimicas
e metabolomica da soja apos aplicagdo de glifosato e extrato de algas”. Universidade Federal de Vigosa — UFV
Campus Rio Paranaiba, 2024.

Peroxidacio lipidica (nmol [TBARS] g!

Trat Descricao [ME])
4 DAA 8 DAA 12 DAA
T, Controle absoluto** 112,55 ab* 141,68 a* 153,53 a*
T, Controle relativo*** 109,96 b 128,99 b 135,40 b
T;  Extrato de algas (5 dias antes da aplicagdo do glifosato) 118,40 a 130,38 b 136,28 b
T, Extrato de algas (no mesmo dia da aplicagdo do glifosato) 109,99 b 123,04 b 133,49 b

Ts Extrato de algas (5 dias ap6s a aplicacdo do glifosato) 113,88 ab 123,63 b 136,32 b

CV (%) 3,61 3,72 3,77
DMS (nmol [TBARS] g [MF]) 7,04 8,32 9,06

*Médias seguidas de mesma letra na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de
significancia.

** Sem aplicacdo foliar

**%* Aplicagdo foliar de glifosato

Analisando a Figura 14, observa-se que inicialmente (aos quatro dias), com uso de
extrato de algas cinco dias antes e apds o glifosato houve relativamente maior peroxidacao

lipidica. Apesar disso, nos demais dias, o controle absoluto apresentou maior peroxidacao.

Figura 14 - Comportamento relativo da peroxidacao lipidica ao longo dos 4, 8 ¢ 12 dias apds a ultima aplicacdo
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3.3 Metabolomica

Para a metabolomica de plantas os tratamentos foram analisados de maneira isolada,
visando demonstrar melhor os resultados obtidos. Assim, fez-se a comparacdo entre os
controles (absoluto x relativo) e de cada tratamento (o uso de extrato de algas 5 dias antes, no

mesmo dia e 5 dias apds da aplicacdo do glifosato) com ambos os controles.

3.3.1 Tratamentos Controle

Na comparagdo entre os tratamentos de controle absoluto e relativo nas trés datas de
coleta, foram detectados 308 compostos, sendo que apenas trés deles apresentaram diferenca
estatisticamente significativa. Dois desses compostos foram identificados como 4acido
gluconico (p=0,021223; FC=0,07742), com maior abundancia no controle absoluto, e Eritrose
(p=10,025831; FC =24,099), com maior abundancia no controle relativo. Ambos os compostos

apresentaram maior abundancia na coleta aos oito dias (Figura 15).

Figura 15 - Heatmap dos compostos com diferenga estatistica significativa (p-valor > 0,05) em suas
abundancias nas trés datas de coletas nos tratamentos controle absoluto e relativo.
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3.3.2  Extrato de algas (5 dias antes da aplicag¢do do glifosato)

Na andlise do tratamento com a aplicacdo do extrato de algas cinco dias antes da
aplicacdo do glifosato, comparado ao controle absoluto nas trés datas de coleta, foram
encontrados 303 compostos, seis dos quais apresentaram diferenca significativa. Entre os
compostos identificados estdo Halostaquina (p = 0,000799; FC = 6622,2), Acido mal6nico (p
=0,014406; FC = 10,709) ¢ Acido gluconico (p = 0,016839; FC = 20,993), todos com maior
abundancia nas plantas que receberam o extrato cinco dias antes da aplicagdo do glifosato. J& a

Melibiose (p = 0,01311; FC = 0,037343) apresentou maior abundincia no controle. Essas
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diferengas de abundancia foram encontradas na comparagdo dos grupos na segunda coleta
(Figura 16a).

Quando comparado o tratamento ao controle relativo, foram encontrados 309
compostos, mas apenas trés apresentaram diferenca significativa. Dentre esses, foram
identificados Etilenoglicol (p = 0,00106; FC = 0,0000004), com maior abundancia no controle
relativo com coleta aos 12 dias, e acido malénico (p =0,012139; FC = 11,776), mais abundante

no tratamento com coleta aos oito dias (Figura 16b).

Figura 16 - Heatmap dos compostos com diferenga estatistica significativa (p-valor > 0,05) em suas
abundancias nas trés datas de coletas no tratamento com extrato de algas 5 dias antes da aplicacdo do glifosato.
a) Comparagdo entre extrato de algas 5 dias antes da aplicacdo de glifosato e o controle absoluto b) Comparagdo
entre extrato de algas 5 dias antes da aplicacdo de glifosato e o controle relativo.
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3.3.3  Extrato de algas (no mesmo dia da aplicag¢do do glifosato)

Na andlise do tratamento que recebeu a aplicagdo do extrato no mesmo dia do herbicida,
comparado ao controle absoluto nas trés datas de coleta, foram encontrados 294 compostos, dos
quais trés apresentaram diferenga significativa. Foram identificados dois desses compostos:
Acido glioxilico (p =0,019216; FC = 0,057869), que apresentou maior abundéancia nas plantas
que receberam a aplicacdo do extrato no mesmo dia do glifosato na coleta de quatro dias, e
Xilose (p=0,015969; FC =0,034998), que apresentou maior abundancia na coleta de doze dias
(Figura 17a).
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Na comparacio com o controle relativo, foram encontrados 303 compostos, dos quais
seis apresentaram diferenca significativa. Entre os compostos identificados estdo o Acido
gluconico (p = 0,018481; FC = 0,018362), com maior abundincia no grupo que recebeu a
aplicagdo do extrato no mesmo dia do glifosato, ¢ Metil galactosideo (p = 0,026457; FC =

14,386), com maior abundancia no controle relativo (Figura 17b).

Figura 17 - Heatmap dos compostos com diferenga estatistica significativa (p-valor > 0,05) em suas
abundancias nas trés datas de coletas no tratamento com extrato de algas no mesmo dia da aplicacdo do glifosato.
a) Comparagdo entre extrato de algas 5 dias antes da aplicac@o de glifosato e o controle absoluto b) Comparagéo
entre extrato de algas 5 dias antes da aplicacdo de glifosato e o controle relativo.
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3.3.4 Extrato de algas (5 dias apos a aplicagdo do glifosato)

Quando comparado o tratamento que recebeu o extrato de algas 5 dias apds a aplicagdo
do glifosato, foram encontrados 372 compostos, dos quais cinco apresentaram diferenca
significativa. Entre os compostos identificados estio: Acido gluconico (p = 0,022017; FC =
299,15) na coleta de doze dias, Etilenoglicol (p = 0,023017; FC = 5047,4) na coleta de quatro
dias, e Halostaquina (p = 0,04477; FC = 45,624) na coleta de oito dias, todos com maior
abundancia no tratamento. A D-galactose (p = 0,02623; FC = 0,020158) apresentou maior
abundancia no controle nas coletas de quatro e doze dias (Figura 18a).

Na analise do tratamento comparado ao controle relativo, foram identificados 383

compostos, dos quais treze apresentaram diferenca significativa. Entre os compostos
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identificados com maior abundéncia na coleta de quatro dias do grupo controle estio o Acido
citraconico (p = 0,019426; FC = 0,036896). Com maior abundancia no tratamento, foram
identificados a D-manopiranose (p = 0,0089543; FC = 69,355), Manose (p = 0,0026775; FC =
8,0648) ¢ o Acido citrico (p = 0,016913; FC = 25,145) (Figura 18b).

Figura 18 - Heatmap dos compostos com diferenca estatistica significativa (p-valor > 0,05) em suas
abundancias nas trés datas de coletas no tratamento com extrato de algas 5 dias ap6s a aplicacdo do glifosato. a)
Comparacao entre extrato de algas 5 dias antes da aplicagdo de glifosato e o controle absoluto b) Comparagao
entre extrato de algas 5 dias antes da aplicacdo de glifosato e o controle relativo.
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4 DISCUSSAO

Ao analisar os resultados obtidos, foi observado que ocorreu o estresse da planta de
soja pela aplicacao do glifosato. Esse estresse foi observado visualmente nas plantas, e apesar
dos resultados obtidos para peroxidagao lipidica ndo evidenciarem o estresse notou-se alteracao
no metabolismo antioxidante e na metabolomica das plantas, em que os tratamentos com uso
de extrato de algas 5 dias antes e 5 dias apds a aplicacdo do glifosato apresentaram maiores

diferengas. De maneira geral, ocorreu aumento na atividade enzimatica e alteracdo na produgao
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de metabdlitos na planta com a aplicagdo do glifosato. Além disso, observa-se um aumento no
teor de perdxido de hidrogénio inicialmente, que reduz ao longo dos dias e se assemelha ao
controle sem aplicagdo. Esse aumento possivelmente desencadeou alteragdes fisiologicas,
potencializando o sistema de defesa das plantas e impedindo o aumento da peroxidagao lipidica.

Além disso, Gill e Tuteja (2010), afirmam que entre as espécies reativas de oxigénio,
o uso do glifosato aumenta principalmente a produgio do radical superéxido (O*). Esse radical
¢ quebrado pela enzima superoxido dismutase, sendo essa a primeira linha de defesa da planta,
que o transforma em oxigénio (O2) e peréxido de hidrogénio (H20O2). Em seguida, enzimas
como a catalase e a peroxidase atuam sobre o H20», transformando-o em 4gua e oxigénio. Isso
pode ilustrado pelo resultado obtido por Rosa et al. (2020), em que o uso de extrato de algas
potencializou a atividade da SOD em condig¢des de estresse hidrico.

Apesar disso, no presente estudo, a aplicagao do herbicida, ndo proporcionou aumento
significativo na atividade da SOD, o que pode estar relacionado ao efeito quelatizante do
glifosato, que deixa alguns micronutrientes ativadores da enzima indisponiveis (SILVA
JUNIOR, 2022). Também pode ser explicado pela eficiéncia de outras formas de defesa, como
a enzima catalase e peroxidase, que apresentaram aumento na atividade, mas de maneira
alternada. Notou-se que a atividade da catalase apresentou aumento inicial (aos 4 dias) e nos
demais dias houve reducdo na atividade dessa enzima, enquanto a atividade da peroxidase
apresentou menor atividade inicial e posteriormente esse comportamento foi invertido, fazendo
com que a atividade da peroxidase sofresse um aumento.

Essas alteracdes no metabolismo antioxidante foram abordadas em diversas pesquisas,
demonstrando maior tolerancia de plantas em estado de estresse apos o uso de extrato de algas,
em especial quando submetidas ao estresse hidrico. Rosa et al. (2020) verificaram que apds
serem submetidas a estresse hidrico, plantas de soja tratadas com extrato de algas apresentaram
maior taxa fotossintética, mais mecanismos para dissipar energia e maior atividade enzimatica.
Santaniello ef al. (2017) também verificaram melhor desempenho em plantas tratadas com
extrato de algas quando submetidas as estresse hidrico. Esses autores realizaram a aplicagao do
extrato de algas antes de submeter as plantas ao estresse, e perceberam maior controle
estomatico e valores relativamente mais altos de eficiéncia no uso da agua além de ativar o
sistema de defesa antioxidante mais rapido que as plantas nao tratadas. Chen et al. (2023), em
estudo com cana de acticar perceberam que a aplicagcdo de extrato de algas marinhas melhorou
as atividades de enzimas antioxidantes, incluindo SOD, CAT e POD, nas raizes e aliviou o dano

oxidativo das raizes causado pelo estresse hidrico. Ainda, Rinaldi ef al. (2023), observaram que
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o uso de extrato de algas, com aplicacdo em cova e foliar, pode reduzir a penetracdo e o
desenvolvimento de Meloidogyne javanica na soja.

Em relagdo as alteragdes metabolicas ocorridas na planta apds a aplicagao do
herbicida, foram encontradas alteragdes na abundancia de compostos que podem estar
associados a acdo do glifosato de inibir a sintese de tirosina, triptofano e fenilalanina. Esses
aminoacidos participam de vias metabdlicas responsaveis pela produgdo de diversos
fitohormdnios e de metabolitos especificos para respostas de defesa de plantas
(BORTOLHEIRO et al., 2023).

Entre os resultados obtidos, nota-se alguns compostos intermediarios, demonstrando
que ainda nao haviam terminado o ciclo, como o 4cido gluconico e malonico. Quando aplicado
o extrato de algas, independente da época de aplicagdo, esses compostos apresentaram diferenca
estatistica significativa. Eles estdo relacionados a producdo de acidos graxos e metabolitos
secundarios, além de rotas alternativas de fotossintese e respiragao.

O 4cido maldnico participa da biossintese e metabolismo de 4cidos graxos,
metabolismo de piridina e de beta-alanina e também em rotas metabolicas diversas. Ele ¢ um
inibidor competitivo da enzima succinato desidrogenase, que atua convertendo o succinato em
fumarato, no ciclo de Krebs (LEHNINGER, 1986). Em estudos com Digitalis lanata,
Igamberdiev e Eprintsev (2016) demonstraram que esse acido, metabolizado a partir do
malonil-CoA, serve como precursor de lipidios neutros, dcidos graxos, hormonios e metabolitos
cardenolideos relacionados a defesa. Além disso, Li e Copeland (2000) propuseram, em estudo
com estresse hidrico, que o 4cido malonico atua como um composto defensivo, aumentando a
tolerancia das plantas.

Ja o acido gluconico, participa da via das pentoses fosfato, metabolismo de carbono,
metabolismo microbiano em diversos ambientes, rotas metabolicas ¢ biossintese de metabolitos
secundarios. Além de atuar na regulagdo osmotica e melhorar a absor¢do de nutrientes, esse
acido participa da neoglicogénese, rota que transforma lipidios em actcares. A relagdao desse
acido com a resisténcia a estresse em plantas € pouco estudada, porém diversas pesquisas
apontam seu aumento em situagdes de estresse ou apos o uso de indutores de resisténcia. Em
estudo realizado por Wang et al. (2021), foram observadas altas concentra¢des de acido
gluconico em Poa crymophila, espécie que se adapta bem a temperaturas altas/baixas e ao
déficit hidrico. Em outro estudo, Mishra ef al. (2025), notaram aumento no acido glucénico em
situacdo de déficit hidrico apds o uso de bioestimulantes derivados de plantas, tanto de forma
isolada quanto em associagdo. Ainda, Oubaha et al. (2024) observaram que ap6s a inoculagao

da cepa de Bacillus siamensis, em condi¢des de estresse salino houve exudacao de acido
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gluconico. Esse resultado também corrobora com Gupta e De (2024), que analisaram diferentes
variedades de arroz tolerantes ao estresse salino e observaram alteracoes em diversos
compostos, sendo um deles o acido gluconico.

Além desses compostos mais frequentes, foram observados outros compostos quando
se utilizou o extrato de algas, sendo: acido glioxilico, xilose, d-manopiranose, manose e acido
citrico. O acido glioxilico, por sua vez, ¢ um intermediario metabolico no ciclo do glioxilato,
que ¢ um processo capaz de converter acidos graxos em carboidratos. Esse ciclo ¢ também um
atalho no ciclo do acido tricarboxilico, que segundo Tran et al. (2023), ¢ a principal via regulada
positivamente pelo uso do extrato de algas. Isso leva ao acimulo dos principais metabolitos do
ciclo, que inclui o 4cido citrico, que também pode desencadear respostas de defesa em plantas
sob estresse (CHELE et al., 2021).

Ja os agucares xilose € manose também podem ter associagdo com a defesa contra
estresse. Estudos anteriores observaram mudangas na concentracdo de xilose em plantas
submetidas a diferentes estresses abidticos (LE GALL et al., 2015; VIANA et al., 2022). No
trabalho realizado por Viana ef al. (2022), foi notado um aumento em 190% no teor de xilose
em canola sob estresse salino. J4 a manose, ¢ utilizada como substrato para a obtencao de
manitol, que ¢ um osmoprotetor produzido em situagdes de estresse, principalmente sob estresse
hidrico e salino (MANIMARAN et al., 2011; FREIRE et al., 2013).

Ao analisar os tratamentos controle (absoluto e relativo), também notou-se diferenca,
em que o controle com aplicagdo de glifosato apresentou maiores niveis de eritrose. Esse
aumento pode ser explicado pela acdo do glifosato na planta. Isso ocorre, pois, trata-se de um
composto intermediario do metabolismo de carbono, que reage com o Fosfoenol-piruvato e ¢
utilizado na regeneragdo da ribulose-1,5-bifosfato (RUBISCO) no ciclo de Calvin. Quando o
glifosato ¢ aplicado, um efeito secundario ¢ o aumento da atividade da enzima 3-deoxi-D-
arabino-heptulosonato-7-fostato sintase (DAHPS), que cataliza a condensacdo de eritrose-4-
fosfato e fosfoenol-piruvato. Isso corrobora com o acimulo do chiquimato e desregula a rota,
levando a um dreno de carbono no ciclo de Calvin. Com a rota desregulada, ocorre a reducao
na producdo de sacarose e de proteinas essenciais pro centro de reagdes do fotossistema II
(KRUSE, TREZZI, VIDAL, 2000; MESCHEDE et al., 2011; YANNICCARI et al., 2012).

Em estudo realizado por Omidbakhshfard (2020), foram obtidos resultados
semelhantes em plantas de Arabidopsis thaliana. Os autores verificaram que o uso de extrato
de algas antes de estresse oxidativo pelo herbicida paraquat pode corroborar com a regulagao

positiva de varios genes de defesa das plantas. Além disso, as andlises metabolomicas
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demonstraram acumulo de maltose (metabolito protetor contra estresses) e alguns
intermedidrios do ciclo do acido tricarboxilico (fumarato e malato).

Outro composto encontrado em alguns tratamentos foi o etilenoglicol. Provavelmente
essa ¢ uma molécula residual do glifosato, por se tratar de um composto anticongelante, comum
na industria (MILLER, 1969). Os efeitos dessa molécula nas plantas ainda sdo desconhecidos,
mas baseando-se nos resultados obtidos no trabalho, ¢ possivel que seja uma molécula geradora
de estresse.

De maneira geral, os efeitos observados podem estar relacionados a composi¢ao do
extrato de Ascophyllum nodosum (L.), que é rico em aminoacidos, fenois e polifendis, betainas,
polissacarideos, acidos graxos, esterdides, poliaminas, substincias analogas a hormonios
vegetais, macro ¢ micronutrientes (ANDRADE et al., 2020; RINALDI et al., 2023). Essa
composi¢ao pode, entre outras coisas, estimular mecanismos de defesa e resisténcia a estresses
(PEREIRA et al., 2020; ROSA et al., 2020). Os resultados obtidos evidenciam que tanto o
metabolismo antioxidante quanto a metabolomica podem ser influenciados positivamente pelo
uso do extrato de algas, sendo a resposta variavel conforme o posicionamento da aplicagdo.

Para finalizar, ¢ importante ressaltar que a cultivar utilizada no estudo apresenta
resisténcia ao glifosato, o que minimiza a degradacdo das membranas, mesmo em sobredoses,
como adotado no estudo (BORTOLHEIRO et al., 2023). Assim, parte dos resultados obtidos

pode ser em virtude dessa caracteristica da cultivar.

4.1 Consideracoes gerais

Os resultados obtidos no trabalho apresentam grande importancia nao so cientifica, mas
também pratica, pois podem auxiliar na tomada de decisao de produtores no campo. Baseando-
se nos resultados obtidos, tem-se que a melhor forma de manejo ¢ a aplicagdo do extrato antes
ou apos o estresse. Contudo, ¢ comum o uso de caldas de aplicacdo com véarios produtos, € o
produtor realiza a aplicacdo do extrato de algas, geralmente nesses momentos, quando ha
compatibilidade de produtos. Em casos em que ndo ha compatibilidade, o produtor raramente
utilizara o extrato de algas, apenas em situagdes de alto nivel de estresse, em torno de 3 a 4 dias
apos essa situacdo. O uso de extrato de algas antes da aplicagdo de produtos fitossanitarios ¢
pouco utilizado, principalmente em virtude dos custos de aplicacdo. Isso torna-se interessante
pois apds o estresse a planta inicia os mecanismos de compensagdo, € a aplicacao

posteriormente possibilita um pico de desenvolvimento.
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Além disso, ¢ importante ressaltar que o extrato de algas ¢ uma molécula sinalizadora,
em que ocorre a ativagdo e repressdo de diversos genes a partir da situacdo em que a planta
estiver. Isso ocorre devido ao extrato de algas ativar rotas metabdlicas distintas em cada
situagdo e com isso alterar o perfil metabolomico das plantas. Ou seja, em plantas estressadas
ha a ativagdo de alguns genes que nao sdo ativados em plantas ndo estressadas; da mesma forma,
em situagoes distintas de estresse outros metabolitos sdo produzidos

Apesar das inferéncias do trabalho, ainda ¢ necessario a realizagdo de mais estudos
nesse sentido, com outras culturas ¢ em outras situagoes. Em estudos futuros, seria interessante
a realizacdo de trabalhos em campo, com maiores parcelas. Isso possibilitaria maior quantidade
de coletas e dias de aplicagdo, visando criar uma linha do tempo maior e analisar o
comportamento das plantas de maneira mais detalhada. Além disso, seria importante analisar o
desenvolvimento fenologico das plantas (como massa seca, nimero de nds e vagens) bem como
a produtividade. Pensando em resultados praticos para os produtores, também poderia ser feita

a analise dos custos operacionais e o lucro gerado em cada uma das formas de manejo.

5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no estudo, € possivel concluir que a aplicacao de
extrato de algas pode ajudar na mitiga¢do do estresse causado pelo herbicida glifosato em
plantas de soja, ativando o aparato antioxidante dessas e alterando seu perfil metabolomico.
Além disso, a aplicagdo prévia ou posterior ao estresse pode apresentar resultados positivos em

comparagdo a aplicacdo no momento do estresse.
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