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Emum cenério de mudangas climdticas, a soja emerge como um cultivo resiliente, capaz
de suportar o estresse hidrico e garantir a seguranga alimentar global. Essa caracteristica a torna

crucial para a sustentabilidade da agricultura e o bem-estar das populagdes em todo o mundo.

(Andjelkovic Violeta, 2018)



RESUMO

A soja (Glycine max, Leguminosae) € uma das mais importantes culturas alimenticias
cultivadas e comercializadas no mundo todo. No entanto, efeitos ambientais (que ndo podem ser
controlados)tém um impacto negativo e significativo na sua qualidade e produtividade. Uma
das condicGes mais dificeis de se administrar € o estresse hidrico, que tem se tornado cada mais
comum devido a crescente incidéncia de fenbmenos climaticos como o EI Nifio e La Nifia. Ter
conhecimento sobre as estratégias metabdlicas utilizadas pela soja para se adaptar a estresses
abidticos é essencial para o desenvolvimento de cultivares com melhor desempenho, uma vez
que tais alteracOes fazem parte das respostas iniciais ao estresse. Na soja, muitos genes
relacionados a biossintese de isoflavonoides sdo regulados positivamente em resposta ao ataque
de patdégenos. No entanto, ndo had muitas evidéncias disponiveis sobre os efeitos de estresses
abidticos sobre a biossintese deste grupo de metabdlitos, e menos ainda em relagdo ao estresse
hidrico. Sendo assim, o objetivo deste trabalho é compreender como a via biossintética das
isoflavonas e fitoalexinas respondem ao alagamento. Para tal, foram cultivados quatro
genotipos de soja em condigdes de controle e de estresse. Os extratos de folhas e raizes foram
submetidos a andlise metabolémica utilizando HPLC-DAD-ESI-QTOF-MS/MS. Os dados
obtidos foram entdo filtrados, de forma a obter as informacGes quantitativas relativas dos
metabolitos-alvo incluindo isoflavonas, fitoalexinas e precursores principais. Os resultados
foram expressivos nas raizes, mostrando uma reducdo estatisticamente significativa do
precursor glicinol, e subsequente acimulo de gliceolidinas. As gliceolinas, que sdo os produtos
finais da biossintese das fitoalexinas, foram reduzidas sob alagamento. A isoflavona
glicosilada daidzina foi significativamente acumulada nas folhas com posterior acimulo de
gliceolinas nas raizes. Os resultados trazem luz as importantes modificacdes na expressdo dos
metabolitos da via biossintética das isoflavonas e fitoalexinas em soja em resposta ao

alagamento.

Palavras-chave: Glycine max; fitoalexinas; isoflavonas; alagamento; estresse hidrico



ABSTRACT

Soybean (Glycine max, Leguminosae) is one of the most important crops cultivated and traded
worldwide. However, environmental changes (that cannot be controlled) have a significant and
negative impact on its quality and productivity. One of the most difficult conditions to manage
IS the water stress, which has become more common due to the increasing incidence of climatic
phenomena such as EI Nifio and La Nifia. Therefore, knowing the strategies used by soybeans
to adapt to these threats is essential for developing cultivars with better performance, since
changes in plant metabolism are part of the initial responses to stress. In soybeans, many genes
related to the isoflavonoids biosynthetic pathway are up-regulated in response to pathogen at-
tack. However, there is not much evidence available on the induction and accumulation of these
metabolites under abiotic stresses, and even less under water stresses. Therefore, the aim of this
research was to comprehensively how the biosynthetic pathway of isoflavones and phytoalexins
in soybeans responds to waterlogging. In the present study, four soybean genotypes were grown
under control and waterlogged conditions. Leaf and root extracts were subjected to metabolom-
ics analysis using HPLC-DAD-ESI-QTOF-MS/MS. The results were significant in the roots,
showing a statistically significant reduction in the precursor glycinol, and subsequent accumu-
lation of gliceolidins. Gliceolins, which are the end products of phytoalexin biosynthesis, were
reduced under waterlogging. The glycosylated isoflavone daidzin was significantly accumu-
lated in the leaves, with subsequent accumulation of gliceolins in the roots. The results shed
light on the important changes in the expression of isoflavone biosynthetic pathway metabolites

and phytoalexins in soybeans in response to waterlogging.

Keywords: Glycine max; phytoalexins; isoflavones; waterlogging; water stress
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1 INTRODUCAO

Estima-se que devido ao aquecimento global, os eventos climéaticos severos como a seca
e chuvas podem se intensificar dificultando a capacidade de producéo suficiente de alimentos
em escala mundial (Loreti et al., 2016). O aumento de temperatura e de cada vez mais longos
periodos de seca, por exemplo, tém sido cada vez mais estudados por possuirem efeitos diretos
no crescimento e no desenvolvimento de diversas culturas alimenticias (Kim et al., 2017; Lesk
et al., 2016). No entanto, os impactos do alagamento na producéo de grande parte dos alimentos
comercializados ndo tém sido tdo abordados na literatura. O alagamento limita a difusdo de
gases no solo, reduzindo o oxigénio necessario para que haja uma producdo eficiente de ATP
por meio da fosforilacdo oxidativa. Ou seja, uma grande parte de espécies de plantas ndo podem
sobreviver sob condigdes de alagamento por muito tempo (Armstrong e Drew, 2002; Nishiuchi
etal., 2012).

Dentre as plantas que sdo importantes economicamente, o estresse por alagamento foi
amplamente estudado em arroz (Hattori et al., 2009; Xu et al., 2006 e Xu e Mackill, 1996),
visto que tal cultura possui uma alta tolerancia ao excesso de agua no solo se comparada a
outros cereais (Coutinho et al., 2018). Apesar disso, na maioria dos cultivos, o estresse por
alagamento prejudica o crescimento e o rendimento final dos graos (Coutinho et al., 2018).

Existe também um outro fator que justifica a necessidade em se estudar e/ou em se
desenvolver cultivares mais resistentes ao estresse hidrico. No Japao, assim como no Sul do
Brasil, por exemplo, a soja € utilizada em sistemas de rotacdo de culturas com arroz irrigado, o
que contribui para o aumento da fixacdo de nitrogénio no solo (Sartoril et al., 2016). A rotacéo
de culturas é uma pratica recomendada para aumentar o rendimento de grdos de arroz pois
permite quebrar o ciclo de insetos-praga, doencas e invasoras, além de promover melhoria das
condicdes quimicas e fisicas do solo (Gomes e Schuch, 2009; Missio et al., 2010; Scholles e
Vargas, 2004; Vernetti Junior, 2009). Todavia, a maioria das cultivares apresentam
sensibilidade ao excesso de dgua impactando e reduzindo o rendimento final (Tougou et al.,
2012).

A medida em que a tolerancia ao alagamento tem sido estudada em arroz e que 0s genes
correspondentes a estas respostas foram elucidados, estas sequéncias génicas tém sido
utilizadas como referéncia para se encontrar uma relagdo com outras espécies, incluindo a soja
(Coutinho et al., 2018). Vérias correlagcdes do gene SK e SUB1 do arroz foram encontradas na
soja, mas a manifestacdo de genes SK foi muito baixa em condic¢des de alagamento. De acordo

com Syed et al. (2015), o gene SUB1A, que é conhecido por permitir tolerancia ao alagamento
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no arroz, ndo esta presente na soja. Embora a variabilidade genética para o alagamento possa
ser detectada entre as cultivares de soja (Van toai et al., 2010), diferentemente do arroz, a soja
ndo se adapta ao alagamento.

Além desses, existe mais um atual motivo como o Rio Grande do Sul que foi atingido
pelas enchentes entre abril e maio de 2024 causando a maior catastrofe climatica da histéria no
estado. Cerca de 94% dos municipios foram afetados, com a agricultura sendo o setor mais
prejudicado. Além disso, em Camaqud, um dos principais municipios produtores de soja do
estado, cerca de metade da lavoura ainda estava para ser colhida quando as chuvas chegaram.
A Emater-RS estimou que as perdas na safra de soja do estado seriam de 2,714 milhdes de
toneladas, impactando significativamente a economia local (Emater, 2024).

Sendo assim, estudar os metabolitos presentes na resposta ao estresse por alagamento
dentre diferentes cultivares de soja, pode ser valido para identificar ascaracteristicas que
contribuem para a toleréncia a condicGes hidricas desfavoraveis (Coutinho et al., 2018).

1.1 SOJA

A soja (Glycine max, Leguminosae), tem sua origem na China, mais especificamente no
rio Yangtse. Originalmente era uma planta rasteira e sua evolucéao se deu a partir do cruzamento
natural entre duas espécies de soja selvagem. Posteriormente, cientistas da antiga China a
domesticaram e a melhoraram, chegando aos graos que conhecemos hoje (Embrapa, 2022). A
familia Fabaceae ou Leguminosae € a terceira maior familia de plantas do planeta com mais de
20.000 espécies e 750 géneros distribuidos por todo o0 mundo (Bueno e Lopes, 2020).

As leguminosas desempenham um papel importante na seguranca alimentar, tendo em
vista sua alta disponibilidade, a facilidade ao acesso e elevado valor nutricional (Islam et al.,
2022). Espécies da subfamilia Papilionoideae, a qual pertencem a soja, a ervilha (Pisum
sativum), o feijdo (Phaseolus vulgaris), o grdo-de-bico (Cicer arietinum), e o amendoim
(Arachis hypogaea), sdo economicamente importantes e fontes essenciais de proteina
(Mousavi-Derazmahalleh et al., 2019). Além disso, as leguminosas contribuem para as praticas
agricolas sustentaveis devido a sua capacidade de estabelecer interacGes simbi6ticas com
bactérias fixadores de nitrogénio e fornecer nitrogénio para as culturas subsequentes (Bueno e
Lopes, 2020). A rizosfera presente em tais espécies possui grande importancia no
desenvolvimento das plantas e na resisténcia frente ao estresse hidrico. Isto ocorre por estarem
presentes na regido do solo onde as raizes adquirem agua, nutrientes e sais minerais importantes

para seu desenvolvimento. Nesta regido também é onde se estabelecem as relagdes com
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microorganismos tais como bactérias e fungos que podem produzir e exsudar substancias
quimicas pelas raizes (Kim, 2022).

A soja € uma importante fonte de proteina e éleo vegetal, além de possuir nutrientes
para 0 consumo humano e pecuario. Embora os gréos de soja sejam ainda ricos em lipideos,
fibras, carboidratos, vitaminas e minerais consideraveis para uma boa nutricdo, 0S mesmos
também possuem isoflavonas, triterpendides, saponinas e fosfatos de inositol, que sdo
compostos oriundos do metabolismo especializado que desenvolvem um papel importante na
satde (Bueno e Lopes, 2020).

Com uma é&rea plantada de 45.259,6 milhGes de hectares, o Brasil € o maior produtor
mundial do grdo, com uma produtividade de 3.508 kg.ha, ficando na frente dos EUA que
possui uma area plantada de 34.939,0 milhdes de hectares e produtividade de 3.330 kg.ha™. Os
estados do Mato Grosso, Rio Grande do Sul e Parana sdo os trés maiores produtores de soja
sendo que os estados das regides Norte e Nordeste brasileiros sdo as areas de menor
produtividade (Conab, 2024; USDA/PSD, 2024). Segundo os dados disponibilizados pela
Associacdo Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais (Abiove, 2024), a soja brasileira foi
exportada em 2022/2023 na forma de soja em grdo (60,7%), farelo de soja (52,2%) e 6leo de
soja (26,1%). Estima-se que em 2024 o total exportado sera entre 94 milhdes e 96 milhGes de
toneladas.

De acordo com o (Levantamento Sistematico da Producédo Agricola, 2024), houve um
aumento na safra 2023/2024 de soja cerca de 2,3% em relacéo a safra anterior disponibilizado
pela Secretaria de Estado da Agricultura e do Abastecimento do Parana (SEAB), tanto o milho
como a soja apresentaram alta nas cotagdes. Atualmente os precos recebidos pela saca de soja
ficam proximo a R$154,66, com aumento de 25% quando comparado a 2023. No atual cenario
nacional, o agronegocio brasileiro segue em alta, com destaque para a soja, que se consolidou
como principal produto exportado pelo pais. De acordo com os dados disponibilizados pela
Conab (2024), em abril deste ano, as exportacdes de soja em grao totalizaram US$ 10,6 bilhGes,
um aumento de 22,5% em relacdo a abril de 2023.

Apesar da area plantada no Brasil ser maior que a dos EUA, o cenario brasileiro ainda
é impactado com perdas de produtividade e de distribuicdo espacial, principalmente limitadas
pela influéncia de fatores bidticos (bactérias, fungos, protozoéarios, plantas e animais) e
abidticos (radiacdo solar, agua, sais minerais e gases atmosféricos) aos quais as plantas estéo
constantemente expostas (Fuganti et al., 2017). Dentre os principais fatores que impactam a
produtividade da soja, o estresse hidrico € um dos mais importantes, visto que a tolerancia a

este estresse depende da expressdo de multiplos genes, além de dificuldades inerentes tais como
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a intensidade, a duracgdo e a frequéncia da exposicao das plantas as tais variagdes, bem como as
interacdes planta-solo-atmosfera (Fuganti et al., 2017). Isto, portanto, sustenta a necessidade de
desenvolvimento de genotipos mais tolerantes e capazes de se adaptar a ocorréncia desses
eventos.

Para a soja, estudos relacionados aos mecanismos de tolerancia demonstram a existéncia
de sinalizagdo cruzada entre diferentes estresses abioticos, incluindo seca e alagamento (Fukao
et al., 2011). Isto é especialmente importante uma vez que o melhoramento desta espécie vinha
sendo feito em prol da sua adaptacdo a solos bem drenados ou mais resistentes as secas,
ocasionando perdas de produtividade quando a mesma é cultivada em solos alagados.

A incorporacao da cultura da soja e de outras culturas em areas alagadas ou facilmente
inundaveis exige o desenvolvimento de cultivares com tolerdncia e a compreensédo dos
mecanismos fisioldgicos relacionados a essa tolerancia (Bailey-Serres e Voesenek, 2008). Dado
0 importante potencial econémico da soja e por ser um dos pilares do atual sistema alimenticio,
o desenvolvimento de cultivares com maior capacidade de adaptagédo a tais eventos é uma
promissora alternativa para a protecao das plantagdes, reducao de custos de producéo e aumento

da qualidade e produtividade.

1.2 ESTRESSE HIDRICO

Os fatores ambientais causam grandes preocupacdes na producao agricola visto que ndo
podem ser controlados (Yang et al., 2017). A seca € um dos fatores limitantes que pode afetar
a produtividade de culturas comercialmente importantes, uma vez que as plantas possuem uma
tendéncia em se adaptar aos estresses ambientais tanto a nivel fisiolégico e morfolégico. Em
nivel celular e molecular a adaptacdo se da através dos mecanismos de defesa mediados por
alteracdes génicas e metabolicas (Coutinho et.al., 2017).

O estresse por alagamento também pode afetar as areas de cultivo e consequentemente
a produtividade, uma vez que o oxigénio € essencial para que a atividade aerébica mitocrondrial
possa fornecer energia para as células vegetais. Na pratica, a deficiéncia parcial de oxigénio
provoca hipdxia. Plantas inteiras em submersdo ndao conseguem produzir energia necessaria
para o0 processo de respiracdo mitocondrial, pois a difusdo do oxigénio na dgua é 10.000 vezes
menor do que no ar (Nakayama et al., 2017). Ademais, 0 excesso de agua, no qual podemos
denominar como alagamento, influencia de forma significativa a distribui¢do e na diversidade
das espécies de cultivares, além de gerar perdas e baixo rendimento de muitas culturas agricolas

(Nakayama et al., 2017). De acordo com Bailey-Serres et al. (2012), o aumento dos
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alagamentos esta associado com mudangas climéaticas que acabam colocando em risco a
seguranca alimentar da populagéo, uma vez que entre as quatro principais culturas, soja, milho,
trigo e arroz, apenas a Ultima possui uma boa resisténcia no solo encharcado (Bailey-Serres et
al., 2012).

Como pontuado, as alteracbes ambientais incontrolaveis tém um impacto negativo
significativo na qualidade e produtividade de todas as culturas alimenticias. O estresse hidrico,
neste contexto, é um dos mais dificeis de controlar e tem vindo a tornar-se mais comum devido
a crescente incidéncia de fenémenos climaticos. O El Nifio e La Nifia, por exemplo, sdo eventos
climaticos que acontecem regularmente aumentando ou resfriando as 4guas do oceano Pacifico,
ocasionando mudancas climaticas que causam tragicos efeitos socioambientais e econdémicos

no Brasil por conta das secas e enchentes em determinadas regifes (Da Cunha et al., 2011).

1.3 METABOLOMICA EM ESTUDOS DE ESPECIES DE PLANTAS ALIMENTICIAS

O uso da metabolémica como ferramenta para se determinar o perfil metabdlico de
amostras biologicas por meio de alvos definidos tem demonstrado ser uma técnica potentepara
se revelar perturbacfes novas e imprevistas no arcabougo metabolico de uma dada espécieou
amostra, refletindo, inclusive, processos adaptativos ou de resposta a um determinado estresse
(Coutinho et al., 2018; Johnson et al., 2016).

Por definicdo, a metaboldmica é um campo de pesquisa que estuda o metaboloma dos
sistemas biologicos. Ele compreende um conjunto de moléculas denominadas de metabdlitos
primarios e secundarios, que sdo considerados os produtos finais da expressdo génica. Tais
metabolitos sdo fundamentais nos processos bioldgicos, fisioldgicos e de defesa das plantas,
incluindo respostas a estresses bioticos e abioticos (Bueno e Lopes, 2020). Posto isso, a
metabolémica tem como finalidade viabilizar uma visdo dos metabdlitos que estdo presentes
nos processos celulares, através de abordagens analiticas capazes de identificare quantificar os
metabolitos. Ainda assim, devido a diversidade quimica que existe na natureza,ndo € possivel
definir um Unico método analitico ou protocolo capaz de fornecer uma imagemde todo o
metaboloma de um organismo (Bueno e Lopes, 2020).

De fato, o estudo de espécies vegetais tem sido beneficiado pela utilizacdo de
plataformas que permitem analisar varios metabolitos simultaneamente, permitindo um
panorama detalhado e preciso do metabolismo vegetal, bem como caracteriticas importantes,
como crescimento, desenvolvimento e adaptagdo ao ambiente (Fernie e Schauer, 2008). Sendo

assim, a metabolémica favorece a pesquisa e abre caminhos para avangos inovadores na
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agricultura, na producéo de alimentos e na preservagédo da biosiversidade.

O metabolismo primério contempla uma série de reacdes que resultam na assimilagéo,
respiracdo, transporte e processos de diferenciacdo que ocorrem nas células. Os produtos finais,
tais como carboidratos, aminoécidos e acidos orgéanicos geralmente sdo acumulados em
sementes, frutos e tubérculos, e determinam caracteristicas de qualidade relevantes as espécies
que os produzem. Por estar intimamente relacionado ao crescimento e desenvolvimento vegetal,
entender as determinantes genéticas e as complexas redes que delineiam o metabolismo
primario é fundamental para o melhoramento genético e engenharia metab6lica visando a
producéo de tais compostos (Wen et al., 2015).

Diferentemente do metabolismo primario, porém tdo importante como este, 0sS
metabolitos especializados, também denominados metabdlitos secundarios, sdo pequenas
moléculas que sdo biossintetizadas e quimicamente transformadas durante o metabolismo e que,
como tal, proporcionam um indicativo do estado fisiologico de um organismo e estdo
intimamente correlacionadas com o fenotipo (Patti et al., 2012). Diferentemente dos acidos
nucleicos, que sdo estruturalmente simples, existem dezenas de milhares de metabdlitos
especializados com uma imensa variedade de tipos de estrutura (Kopka et al., 2004).

Neste contexto, a metabolémica, em particular, é capaz de fornecer dados a respeito das
nuances fenotipicas que, mesmo ndo fazendo parte do fenotipo visivel, permite uma
interpretacdo mais mecanistica e funcional acerca da variabilidade vegetal ou da resposta em
nivel molecular frente aos estresses bioticos e abiodticos, bem como na adaptacao de plantas ao
seu meio ambiente. Uma vez que tais micromoléculas estdo condicionadas a expressao génica
e a formacéo de transcritos, sua analise representa uma abordagem complementar a genémica
e transcriptbmica convencionais, amplamente utilizadas nos programas de melhoramento
vegetal (Summer et al., 2003; Turner et al., 2016). Além disso, tais metabolitos sdo uma
evidéncia bastante realistica do fenotipo, eles refletem a expressdo génica em diferentes
processos de regulacdo, tornando-os imprescindiveis no estudo de modulagdes do fendtipo
frente aos estresses (Ramalingam et al., 2015).

Pesquisas recentes demonstram o aumento do uso conjunto das abordagens
metabolémicas alvo e ndo-alvo para a caracterizacdo fenotipica da variacdo molecular em
espécies modelo tais como Arabidopsis thaliana, Solanum licocarpum (tomate) e Oryza sativa
(arroz), por exemplo. A presenca de certos biomarcadores sdo indicativos de tragos valiosos em
culturas, bem como séo Uteis para se examinar as alteragcdes nos perfis de metabolitos de plantas
quando submetidas a influéncia de estresses biodticos e abidticos em culturas tais como soja,

aveia e trigo (Turner et al., 2016). LimitacBes na disponibilidade de nitrogénio, por exemplo,
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tem efeito positivo na concentragdo de compostos fendlicos e glicosideos iriddides, que por sua
vez podem conferir um efeito benéfico na defesa contra antagonistas (Miehe-Steier et al., 2015).
Em tal condigdo, também, os carboidratos sdo acumulados na forma de amido, sendo que a
concentracdo de aminoacidos e agUcares soluveis diminui (Fritz et al., 2006).

Em Citrus sinensis (laranja), por exemplo, quando infectado por Xylella fastidiosa, o
teor de hesperidina no local da infec¢do € aumentando, pois a alteracdo deste metabdlito € um
indicativo do mecanismo de defesa ao patdgeno e essa informacdo foi obtida utilizando-se
técnicas cromatogréaficas de quantificacdo (HPLC- UV) e também técnicas de imagem e
espectrometria de massas (MALDI - MSI) (Soares et al., 2015). Da mesma forma, o acimulo
de flavondides em A. Thaliana que é favorecido pela influéncia de estresses tais como o hidrico,
niveis inadequados de fosfato, luz, temperatura e radiacdo UV (Nakabayashi et al., 2014).

Além disso, no desenvolvimento cultivares geneticamente modificadas (GMs) pela
insercdo de fatores de transcricdo (FTs) que atuam sobre a regulacdo de determinados genes,
podem ocorrer alteragcdes nos produtos finais das vias metabdlicas induzidas pelas plantas na
protecdo contra o estresse. No estudo de Funganti-Pagliarini et al. (2017), a cultivar comercial
de soja BR16 geneticamente modificada com o fator de transcricio AREB (Abscisicacid
Responsive Element Binding protein) demonstrou melhor performance em condicdes de déficit
hidrico, quando comparado com cultivares de soja convencionais ou geneticamente
modificadas com fator de transcricio DREB (Dehydration Responsive Element Binding
protein). Os estudos comparando-se o perfil metabolico destas linhagens de soja geneticamente
modificadas permitiram observar diferencas para os metabolitos daidzina e malonildaidzina.
Sob deficit hidrico, observou-se o desaparecimento da substancia daidzina e aumento de
malonildaidzina no cultivar BR16, sendo o inverso observado na soja geneticamente
modificada com o fator de transcricdo AREB (dados ainda ndo publicados). Da mesma forma,
a integracdo de dados transcriptdmicos com dados metaboldémicos obtidos por RMN no estudo
de Coutinho et al. (2017), demonstram o aumento do catabolismo de aminoacidos em soja
convencional (BR16) quando cultivada em condicdes de déficit hidrico. Além disso, 0s
resultados também indicam importantes mudancas na glicolise e ciclo do acido tricarboxilicos,
em decorréncia de varias mudancas na expressdo génica frente ao estresse.

Devido a alta complexidade quimica dessas amostras, a variabilidade bioldgica inerente
a maioria dos organismos e as limitacGes dindmicas das abordagens experimentais, a analise
quantitativa e qualitativa de todo o metaboloma de um sistema biolégico é um objetivo muito
ambicioso e ainda esta longe de ser alcangado. Ndo ha uma Unica técnica analitica capaz de

analisar um metaboloma como um todo, obstaculo que tem sido vencido através da extragdo
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seletiva e analises paralelas usando combinagdo de tecnologias para se obter uma visdo mais
completa possivel do metaboloma (Ernst et al., 2014). Dentre elas estdo os métodos baseados
em espectroscopia de infravermelho (IV), a ressonancia magnética nuclear (RMN),
espectrometria de massas (ESI-MS, MS/MS, MALDI), a cromatografia em camada delgada
(CCD), a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada aos mais variados tipos de
detectores (UV, DAD, MS, RMN), a eletroforese capilar (EC) acoplada a deteccdo no UV,
fluorescéncia ou MS e cromatografia gasosa com detecgdo por espectrometria de massas (GC-
MS) (Summer et al., 2003; Glauser et al., 2013).

Em sintese, a metabolémica contribui no desenvolvimento de cultivares mais resistentes
a estresses bidticos e abioticos e através do investimento em plataformas analiticas para a
analise de metabdlitos vegetais e na elucidacéo de respostas metabolicas a diferentes tipos de
estresse, a mesma possibilita a criacdo de cultivares mais fortes, produtivas, resistentes a
doencas e tolerantes a estresses ambientais, contribuindo para a seguranca alimentar, a

sustentabilidade da agricultura e a preservacdo do meio ambiente (Fernie e Schauer, 2008).

1.4 ISOFLAVONOIDES

Os isoflavonoides s@o substancias fenolicas e representam um grupo importante nas
leguminosas. Estima-se que, até o momento, mais de 2400 isoflavonoides tenham sido
identificados em mais de 300 espécies de plantas (Al-Maharik, 2019). Estruturalmente, tais
compostos podem ser subdivididos em diferentes subclasses de acordo com o grau de oxidagéo
no esqueleto (Trush e Pal’ove-Balang, 2023). As principais subclasses incluem isoflavonas,
isoflavononas, isoflavanos, rotendides, coumestanos e pterocarpanos. As isoflavonas séo
substancias que podem trazer beneficios significativos para a salde humana, uma vez que
desempenham um papel importante nas vias de sinalizacdo celular. Além disso, apresentam
estrutura quimica semelhante aos estrégenos humanos, como por exemplo o 17 B-estradiol
(Figura 1). Por apresentarem atividade estrogénica sdo conhecidos também como
fitoestrogénios. E interessante pontuar que tais substancias sdo encontradas naturalmente e de

forma abundante nos grdos de soja (Kim, 2022; Kiizova, 2019).
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Figura 1- Estrutura quimica da genisteina, daidzeina e 17 p-estradiol

HO o} HO_ . O
E N »\~1 ~ ' N .
OH O H PN 0 NN
i ~"  "OH Sia g ~ TOH
Genisteina Daidzeina
HO

o / \\;:1“_,' P o ()' '
173~ estradiol

Fonte: Autora (2024).

Quando consumimos soja e seus derivados, as isoflavonas sdo hidrolisadas no intestino
liberando as agliconas, daidzeina, genisteina e gliciteina que sdo substancias biologicamente
ativas (Kim, 2022). Além disso, atividades antiangiogénicas, antioxidantes e anticancerigenas
foram atribuidas as tais substancias em estudos com soja, trevo vermelho (Trifolium pratense
L), I6tus (Lotus japonicus), grdo de bico (Cicer retinum L.), alfafa (Medicago sativa L.) e kudzu
(Pueraria lobata L.) (Bellow et al., 2012; Birt et al., 2001; Foudah e Abdel-Kader, 2017;
Kftizova, 2019; Reiter et al., 2008; Ryan-Borches et al., 2006). Em plantas, os isoflavonoides
sdo liberados pelas raizes e demostram um papel importante na adaptacdo ambiente biologico
como agentes defensivos e moléculas sinalizadoras. Este mecanismo induz a formacdo de
nodulos e a fixacdo simbidtica do nitrogénio (Kim, 2022). Além do mais, ha pesquisas que
enfatizam o acimulo de isoflavonoides em caso de estresses abioticos e que 0s mesmos podem
estar envolvidos na defesa antioxidante, na absorcdo de radiacdo UV e na quelacdo de metais
(Trush e Pal’ove-Balang, 2023).

Os nddulos da soja sdo 6rgdos simbidticos que se formam e localizam nas raizes através
de uma interacdo complexa entre as plantas de soja e rizdbios (Kim, 2022). Diversas
leguminosas sintetizam isoflavonoides em quantidades reduzidas; no entanto, os rizébios (que
sdo bacteérias fixadoras de nitrogénio) podem causar ativacdo de genes especificos que séo
responsaveis pela codificagdo das enzimas fundamentais na formacdo de isoflavonoides
(Ktizova, 2019).

De acordo com os estudos de Krizova et al. (2019) e Nakai et al. (2020), as principais
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isoflavonas encontradas na soja sdo a genisteina e a daidzeina. Tais substancias possuem
reconhecidas  propriedades  anticancerigenas, antioxidantes, anti-inflamatérias e
cardioprotetoras. Estudos apontaram que a genisteina pode reduzir o risco de cancer de mama,
préstata e célon, além de atuar na prevencdo de doencas cardiacas e osteoporose. Assim como
a genisteina, a daidzeina que é outro tipo de isoflavona encontrada em grande quantidade na
soja, apresenta propriedades antioxidantes e anticancerigenas, principalmente no cancer de
mama e prostata. Além das propriedades mencionadas, as isoflavonas da soja também tém sido
associadas a reducao dos sintomas da menopausa, melhora da salde dssea, efeito protetor contra
doencas cardiovasculares e modulacdo do sistema imunolégico (Kim, 2022).

1.5 FITOALEXINAS

As fitoalexinas sdo metabdlitos especializados de origem vegetal que constituem um
dos componentes do mecanismo de defesa induzido das plantas. S&o sintetizados e acumulados
localmente em resposta a elicitores bidticos e abidticos, tais como patdgenos, ferimentos,
congelamento, luz UV e exposicdo a produtos quimicos agricolas (Feng, et al., 2007
Romagnolo et al., 2012 e Simons, et al., 2011). O maior grupo de fitoalexinas é o do tipo
pterocarpano, que se encontram principalmente em plantas da familia Leguminosae tais como
a soja, a ervilha (Pisum sativum), o grao-de-bico, a luzerna (Medicago sativa), 0 amendoim
(Arachis hypogaea) e o tremoco (Lupinus angustifolius) (Ahuja; Kissen e Bones, 2012).

As fitoalexinas foram identificadas em pelo menos 75 espécies de plantas, incluindo
vegetais cruciferos, soja, alho, tomate, arroz, feijdo e batata. Evidéncias pré-clinicas sugerem
gue esses compostos possuem propriedades anticancerigenas incluindo inibicdo da atividade
microbiana, proliferacdo celular, invasdo e metastase, estimulacdo hormonal e efeitos
estimuladores na expressdo de enzimas metabolizadoras (Banmji e Corbitt, 2017; Romagnolo
et al., 2012).

Em um estudo realizado nas raizes de soja, foi observado que a concentracdo de
gliceolinas apos a inoculagdo com Fusarium solani foi maior em uma cultivar parcialmente
resistente do que em uma cultivar suscetivel. Isso sugere que a capacidade de produzir
quantidades suficientes de gliceolinas rapidamente em resposta a infeccdo por F. solani é
importante para proporcionar resisténcia parcial a esse fungo (Lozovaya et al., 2004). Outro
exemplo, foi a inoculacdo de sementes de soja em germinagdo com os patdgenos Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae e Rhizopus oligosporus. Como resultado, houve também a

estimulacdo na producéo de gliceolinas, embora a quantidade formada dependesse do tipo de
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infeccdo por patdgeno (Feng et al., 2007).

1.6 BIOSSINTESE DAS ISOFLAVONAS E FITOALEXINAS

Para sintetizar os isoflavonoides especificos das leguminosas (Figura 2), é necessario a
atuacdo da via dos fenilpropanoides, onde a primeira enzima envolvida é a fenilalanina aménia-
liase (PAL, Tabela 1) que inicia convertendo a fenilalanina em &cido cindmico. Em seguida,
ocorre uma reacdo de hidroxilacao que € catalisada pela agdo da enzima cinamato 4-hidrosilase
(C4H) que converte o &cido cindmico em acido p-cumarico que, posteriormente, é convertido
em p-cumaroil-CoA pela acdo da enzima 4-cumarato-CoA ligase (4CL1). Deste modo, a
enzima chalcona sintase (CHS) juntamente com trés unidades de moléculas de malonil-CoA
formam a naringenina. A catélise pela acdo das enzimas chalcona redutase (CHR) e chalcona
sintase (CHS) sintetizam a liquiritigenina que € um intermediario para sintese das isoflavonas.
Posteriormente, a enzima 2-hidroxiisoflavanona sintase (IFS2), que é a enzima chave dos
isoflavonoides, juntamente com a enzima 2-hidroxiisoflavanona dehidratase (HIDH) produzem
a daidzeina que € a precursora tanto para a formacao das isoflavonas quanto para formacéo das
fitoalexinas.

Na formacdo das isoflavonas, a daidzeina € convertida em daidzina onde € adicionado
uma molécula de glicose através da acdo da enzima uridina difosfato glicosiltransferase
(UGTs). Em seguida, a enzima maloniltransferase (MT) converte a daidzina em 6”-O-
malonildaidzina; a 6”-O- acetildaidzina é produzida pela enzima acetiltransferase (AT).

Ja para formacdo das fitoalexinas, a daidzeina sofre reacdes quimicas de ciclizagdo e
hidroxilacdo através das acbes das enzimas isoflavona 2'-hidroxilase (I2°’H), 2’-
hidroxidaidzeina redutase (HDRH) e pterocarpano sintase (PTS1) formando o 3,9-
dihidroxipterocarpano que, através da acdo da enzima 3,9-dihidroxipterocarpano 6a-
monooxigenase (3,9-DPO) origina o glicinol que é o precursor ndo prenilado das gliceolinas
I/11/111 e gliceolidinas I/1l. As enzimas glicinol 4-dimetilaliltransferase (G4DT) e glicinol 2-
dimetilaliltransferase (G2DT) prenilam o glicinol em gliceolidinas | e Il, respectivamente.
Ademais, a etapa final das fitoalexinas consiste na atuacdo da enzima gliceolina sintase (GLS)
que por meio da ciclizacdo converte a gliceolidina | em gliceolina | e a gliceolidina Il em

gliceolinas 11 e 11I.



Tabela 1- Nome das enzimas envolvidas na via biossintética dos isoflavonoides

Gene Proteina

PAL1 Fenilalanina aménio-liase

4CL1 4-cumarato-CoA ligase

C4H Cinamato 4-hidrosilase

CHS1 Chalcona sintase 1

CHR Chalcona redutase

CHS Chalcona sintase

IFS2 2-hidroxiisoflavanona sintase
HIDH 2-hidroxiisoflavanona dehidratase
UGTs Uridina difosfato glicosiltransferase
AT Acetiltransferase

MT Maloniltransferase

I2’H Isoflavona 2'-hidroxilase

HDRH 2’-hidroxidaidzeina redutase

PTS1 Pterocarpano sintase 1

3,9 DPO 3,9-dihidroxipterocarpano 6a-monooxigenase
G4DT Glicinol 4-dimetilaliltransferase
G2DT Glicinol 2-dimetilaliltransferase
GLS Gliceolina sintase

Fonte: Autora (2024).
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Figura 2- Via biossintética dos isoflavonoides na soja (G. max)
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Fonte: Autora (2024).
Legenda: As abreviaturas das enzimas sdo mencionadas na Figura e seus respectivos nomes foram descritos na Tabela 1. As siglas na cor azul representam as
enzimas; a escrita em vermelho representa as fitoalexinas e a escrita em verde representa as isoflavonas.



2 JUSTIFICATIVA

As cultivares de soja desenvolvidas BR4, BR16, BRS184 e E45, sendo as trés primeiras
susceptiveis ao estresse hidrico e a Ultima moderadamente resistente, tém sido objeto de estudos
fisiolégicos, gendmicos e transcriptdmicos pelos pesquisadores da empresa brasileira de
pesquisa agropecudria — Embrapa (Coutinho et al., 2018; Nakayama et al., 2017). Portanto, este
estudo tem o apoio e estd em consonancia com 0s interesses técnico-cientificos da Embrapa, a
qual disponibilizou o acesso as amostras destes gen6tipos submetidos as diferentes condicdes
controladas de estresses hidricos.

No estudo de Coutinho et al. (2018), tais cultivares (BR4 e E45) foram avaliadas do
ponto de vista metaboldmico ndo-alvo utilizando-se técnicas de analise de dados obtidos por
ressonancia magnética nuclear (RMN). Por esta técnica, metabdlitos primarios foram
prioritariamente detectados e avaliados. Os metabolitos especializados, por sua vez, foram
brevemente descritos neste trabalho e um detalhamento das classes e identidades quimicas
abrangente ainda ndo havia sido realizado. Ja as amostras BRS184 e BR16 fazem parte de um
conjunto de amostras do projeto financiado pela FAPESP “Abordagens 6micas integradas para
a avaliacdo da dindmica micromolecular fenotipica de cultivares de Glycine max (soja)
geneticamente modificados com vistas a tolerancia a estresses hidricos”, e cujos resultados
metabolémicos e transcriptdmicos ainda ndo foram publicados.

Assim, o motivo principal do presente estudo é que ainda pouco se sabe a respeito de
como o metabolismo secundario de soja, que é uma planta modelo, e de outras espécies
alimenticias € afetado pelo estresse hidrico. Portanto, a execucdo deste trabalho também se
justifica no importante potencial econdémico da soja que, por ser um dos pilares do atual sistema
alimenticio, o desenvolvimento de cultivares com maior capacidade de adaptacao a tais eventos
€ uma promissora alternativa para a protecdo das plantacdes, reducdo de custos de producdo e
aumento da qualidade e produtividade. Espera-se que esta pesquisa contribua para um melhor
conhecimento de cultivares susceptiveis e resistentes a condicdes de alagamento, elencando
metabolitos indicadores destas desejaveis caracteristicas de resisténcia e, inclusive, fomente o

desenvolvimento e registro de cultivares de grande valor tecnoldgico agregado.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo descrever a forma como a via biossintética das
isoflavonas e fitoalexinas respondem ao estresse hidrico, mais especificamente, a condicdo de
alagamento em quatro genotipos de soja (a citar, os genotipos BR4, BR16, BRS184 e E45), os
quais foram submetidos a condi¢des de cultivo controle e hipoxia induzida por alagamento.

3.1.1 Objetivos Especificos

a) analisar e interpretar os dados obtidos por HPLC-DAD-ESI-QTOF-MS/MS
visando a andlise quantitativa relativa dos metabolitos especializados
biossintetizados pelos quatro genotipos de soja submetidos a hipoxia induzida
por alagamento;

b) evidenciar os metabolitos indicadores dos possiveis mecanismos de adaptacao
da soja durante o alagamento;

C) descrever de que forma os sete metabdlitos monitorados sao alterados na via

biossintética dos isoflavonoides da soja sob estresse por alagamento.

4 METODOLOGIA

4.1 CULTIVO, SECAGEM, FRAGMENTACAO E EXTRACAO DO MATERIAL
VEGETAL

Para este estudo, quatro diferentes genotipos de soja foram cultivados e disponibilizados
pela Embrapa Soja (Londrina/PR). Tais genotipos contemplaram trés cultivares convencionais
sensiveis ao alagamento (BR4, BR16 e BRS184) e uma cultivar moderadamente resistente
(E45). Estes gendtipos foram cultivados sob duas diferentes condicGes (controle e alagamento).
As sementes pré-germinadas foram inoculadas com Bradirhizobium japonicum e transferidas
para vasos de 1 L contendo o substrato composto por uma mistura de solo e areia (1:1).

As plantulas foram mantidas em condi¢des de estufa com um ciclo de luz/obscuridade de
12/12 h,a 28 + 2 °C e 60 £+ 10% de humidade relativa e foram cultivadas em condigdes 6timas

até ao estadio V3 e depois sujeitas a estresse por alagamento. Para o efeito, foi adicionada dgua
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as plantas até 3-5 cm acima do nivel do solo durante 15 dias. As plantas de controle foram
mantidas em condicdes ideais. Apos 15 dias, as folhas e as raizes foram colhidas, limpas e secas.

No presente estudo, as amostras foram analisadas em triplicata, totalizando 48 amostras
(24 amostras de folhas e 24 de raizes), como pode ser conferido na Figura 3, a seguir:

Figura 3- Esquema ilustrativo do conjunto de amostras de folhas (em verde)
e raizes (em marrom) analisadas no presente estudo

BRSISI BRIG EfS BRI
A

BRSIS/ BRIG E45 BR4

BRSI84 BRI16 E45 BR4

: pERE. A
: BRS184 BR16 E45 BR4

C

Fonte: Autora (2024).
Legenda: A letra A representa o grupo em condicdo de alagamento e a letra C representa
0 grupo em condicdo controle.

Para as analises metabolémicas, folhas e raizes foram processadas de acordo com o
protocolo desenvolvido e executado previamente a este trabalho, durante o pos-doutorado
realizado pela orientadora no ano de 2019. Sucintamente, o material vegetal coletado ja
estabilizado e desidratado em estufa de ar circulante a 40 °C foi fragmentado em moinho
analitico de facas com o auxilio de nitrogénio liquido e o tamanho de particulas uniformizado
por tamizacdo. Para as analises, as amostras foram preparadas na concentracao de 40 mg de po
por mililitro de solvente extrator para as raizes, e a 10 mg/mL para as folhas. O solvente
utilizado foi uma mistura de agua e metanol 1:1 (v/v). A extracdo foi feita por 20 min, com o
auxilio de um banho de ultrassom, a temperatura ambiente. Além disso, durante o preparo das
amostras, acido 2,5-dihidroxibenzdico (DHB) foi utilizado como padrdo interno, no solvente
de extragdo, na concentra¢do de 400 pug/mL para a normalizagdo dos dados. Apos as extragdes,
as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm durante 10 min e o sobrenadante foi filtrado numa
membrana de PDFE 0,22 um diretamente para vial de 1,5 mL para analise cromatografica
utilizando-se HPLC-DAD-ESI-QTOF-MS/MS.

28



O método cromatografico para a analise das diferentes classes de metabolitos
especializados presentes nas amostras de soja foi otimizado via planejamento fatorial e analise
da superficie de resposta, visando a obtencdo ,do maior nimero de picos resolvidos nos
cromatogramas. Para isto, foram injetados uma quantidade de 10 pL de cada extrato numa
coluna cromatografica Ascentis® Express C18 (150 x 4,6 mm, 2,7 um) (Supelco, Bellefonte,
PA, EUA) protegida por uma pré-coluna da mesma fase estacionaria, mantida a 32 °C. As
separagdes cromatograficas foram realizadas a uma vazdo de 0,9 mL/min, em gradiente de
eluicdo composto por fase A (agua com 0,1% de acido férmico) e fase B (acetonitrilacom 0,1%
de &cido férmico), comecando em 5% de B de 0 a 2 min, depois de 5% a 25% de B de 2 a 18
min, de 25% a 100% de B de 18 a 26 min, mantendo-se a 100% de B até 30 min. O
recondicionamento foi feito voltando a condicdo inicial de 5% de B até 31 min, e mantendo-se
a 5% de B até 36 min. Os dados de MS foram adquiridos em modo negativo e positivo utilizando
um intervalo de MS de m/z 50-1300. O equipamento foi calibrado internamente com &cido
trifluoroacético (TFA) durante cada injecao.

Os parametros de MS ja foram estabelecidos previamente da seguinte forma: pressédo do
gas nebulizador, 5,0 Bar; fluxo de gas de secagem, 10,5 L/min; tenséo do capilar, 3600 V;
desvio da placa terminal: 450 V, temperatura da fonte de ionizacgdo, 220 °C; taxa de aquisi¢cdo
de espectros, 2 espectros/s. A fragmentacao automatica de MS/MS foi realizada para os quatro
fons mais intensos por espectro, e foi realizada aplicando um gradiente de energia de
dissociacdo induzida pela colisdo (CID) de 20 a 65 eV, de acordo com a massa de origem.
Todos os dados de MS foram previamente analisados com o software Bruker Compass
DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics, Boston, MA, EUA).

4.2 ANOTACAO DOS METABOLITOS ESPECIALIZADOS E ANALISE DOS DADOS

A elaboracédo do banco de dados de metabdlitos especializados ja conhecidas em G. max
foi construido através de informacdes recentes da literatura, e a partir da obtencéo e analise dos
dados cromatogréaficos e espectrométricos obtidos durante o estudo. Como a abordagem
utilizada foi a metabolémica-alvo, a anotacdo dos metabdlitos foi feita com base nos valores de
massa/carga (m/z) e dos perfis de fragmentacéo obtidos por espectrometria de massas tanto para
as folhas quanto para as raizes. Os espectros de massas dos sete metabolitos alvos monitorados
encontram-se no (Apéndice I).

Os dados espectrométricos de massa bruta (modo positivo) foram convertidos para o

formato de dados .mzXML utilizando 0 software MSConvert
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(www.proteowizard.sourceforge.net). Os dados em .mzXML foram, entdo, alinhados,

desconvoluidos e filtrados usando o software MZmine 3 com base nos parametros descritos na
(Tabela 2). Os dados de massas na matriz de dados foram localizados, bem como a massa/carga
do padrdo interno DHB. As matrizes de dados resultantes foram obtidas separadamente para
folhas e raizes.

As matrizes de dados das folhas e raizes foram organizadas no Microsoft Excel 2013
(Microsoft, EUA). Com o auxilio das Tabelas 3 e 4, os metabélitos alvos foram filtrados,
tratados e organizados de acordo com o nome do metabdlito, o tecido (raizes ou folhas); os
genotipos (BR4, E45, BR16 e BRs184), a condicdo (controle ou alagamento). A partir dos
valores, foi realizada a analise estatistica ANOVA Two-way através do software Prism (versdo
8.0.2. GraphPad software©, La Jolla, CA, USA) que permitiu avaliar simultaneamente 0s
efeitos de dois fatores independentes (gen6tipo e condicdo de controle ou alagamento) sobre a
variavel dependente (expressdo dos metabdlitos alvos). Os dados da analise estatistica Anova
Two-way se encontram no (Apéndice I1).

Essa analise foi importante neste estudo, pois permitiu identificar ndo apenas a
influéncia individual de cada fator (genotipo e condicdo de controle ou alagamento) na
expressdo dos metabolitos, mas também as interacdes entre esses fatores. Além disso, este
método de andlise possibilitou determinar se as diferencas observadas na expressdo dos
metabolitos entre os gendtipos e as condicdes (controle e alagamento) foram estatisticamente

significativas. Por fim, os resultados foram também expressos em Log Fold change.
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Tabela 2- Pardmetros do MZmine 3 utilizados para o pré-processamento e extracdo dos dados espectrométricos de folhas e raizes de soja analisadas

Parametros (Batch mode) BR4 e E45 BRS184 e BR16
Raizes Folhas Raizes Folhas

Mass Detection — MS1 Retention time 0-33 min 0-33 min 0.01-33 min 0.1-33 min

Noise Level 1E2 1E2 5E1 5E1
Mass Detection — MS2 Retention time 0-33 min 0-33 min 0.01-33 min 0.1-33 min

Noise Level 1E2 1E2 5E1 5E1
Chromatogram Builder MS level 1 1 1 1

Min consecutive scans 2 2 2 2

Min Intensity for consecutive scans 5E1 5E1 5E1 5E1

Min Absolute height 1E2 1E2 1E2 1E2

M/z Tolerance (ppm) 0.015 or 20 0.0150r 20 0.0015 or 20 0.0015 or 20
Chromatogram MS1 to MS2 precursor tolerance (m/z) 0.0150r 20 0.0150r 20 0.0015 or 20 0.0015 or 20
deconvolution Min Relative Feature Height 10% 10% 10% 10%

Min required signals 1 1 1 1

Min signal intensity absolute 1E2 1E2 1E2 1E2

Chromatographic threshold 50% 50% 50% 50%

Min search range RT/Mobility 0.05 0.05 0.1 1

Min relative height 10% 10% 10% 10%

Min absolute height 1E2 1E2 1E2 1E2

Min ratio peak top/edge 1.7 1.7 1.7 1.7

Peak duration range (min) 0.09-2.00 0.09-2.00 0.09-2.00 0.09-2.00

M/z tolerance (ppm) 0.015 or 20 0.015 or 20 0.001 or 10 0.001 or 10
Isotopic peak grouper RT tolerance 0.05 0.05 0.05 0.05

Maximum charge 2 2 2 2

M/z Tolerance (ppm) 0.015 or 20 0.015 or 20 0.0015 or 20 0.0015 or 20
Join Aligner Weight for m/z 3 3 3 3

RT tolerance 0.5 0.5 0.5 1

Weight for RT 1 1 1 1
Peak Finder Intensity tolerance 50% 50% 50% 50%

m/z tolerance 0.015 or 20 0.015 or 20 0.0015 or 20 0.0015 or 20

RT tolerance 2 2 2 1

Fonte: Autora (2024).
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5 RESULTADOS

Os metabdlitos anotados com seus respectivos tempos de retencdo e massa/carga (m/z)
estdo descritos na Tabela 3 para raizes e Tabela 4 para folhas. Para completar os dados, a massa
molecular e os fragmentos de massas foram obtidos através do banco de dados e da literatura.

Para calcular o erro em partes por milhdo (ppm) utilizou-se a seguinte formula:

Erro (ppm) = (m/z tedrico - m/z experimental) x 10°
m/z tedrico

Todos os metabdlitos-alvo foram encontrados tanto nas folhas quanto nas raizes de soja,
porém em diferentes concentragdes relativas. Todos os metabdlitos anotados foram detectados
com os ions na forma [M+H]". Os valores de tempo de retencdo foram apresentados como
sendo a média do conjunto de dados das amostras E45 e BR4, as quais foram analisadas em
dias diferentes das amostras BRS184 e BR16. Logo, além das variagdes de tempo de retengéo
entre analises em tempos diferentes, ha de se considerar também o pequeno, mas presente efeito
de matriz. Por conseguinte, a analise e curadoria dos respectivos espectros de massas foram
essenciais para a anotacdo correta dos picos cromatograficos observados em cada tipo de
amostra (raizes e folhas). Espectros representativos de cada metabdlito encontram-se dispostos
no Apéndice | desta dissertacao.

Com base nos dados das areas relativas de cada substancia anotada na matriz de dados
e, apés normalizacdo contra a massa pesada (mg) e a area do padréo interno (acido 2,5-
dihidroxibenzoico, DHB, detectado na forma de [M+H]" = 155.0321 em 8.6 minutos, a matriz
de dados foi normalizada dividindo a area dos metabdlitos pela a area do padrdo interno e em
seguida foi submetida a analise estatistica.

Assim, a Figura 4 apresenta ao resultado da analise da area relativa média de fitoalexinas
e isoflavonas em raizes de soja sob a condicdo de alagamento e de controle. Os metabdlitos
glicinol e gliceolidinas I/11 foram significativamente alterados durante o estresse hidrico em
relacdo as amostras controle, com nivel de significancia de p<0,05. O teor relativo de glicinol
foi reduzido, enquanto que o teor das gliceolidinas foi aumentado de forma significativa nas
plantas submetidas a alagamento. Ja para as gliceolinas, apesar de os resultados ndo serem
estatisticamente significativos, nota-se uma diminui¢do do teor nas amostras sob estresse em

relagdo ao controle.
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Tabela 3- Isoflavonas e fitoalexinas detectadas nas raizes de soja (G. max) por HPLC-DAD-ESI-QTOF-MS/MS

Classe Nome da substancia Formula tR”'c Teérico+ Experirpental* Erro Esragment
Molecular  (minutos) [M+H] [M+H] (ppm) MS/MS

Pterocarpano Glicinol CisH120s  10.29 273.0757 273.0737 1.324 255
Isoflavona Daidzina C2a1H2009  13.84 417.1180 417.1164 3.836 255
Isoflavona 6"-O-Malonildaidzina C24H2,012  16.63 503.1184 503.1137 9.342 255
Isoflavona 6"-O-Acetildaidzina C23H22010  18.40 459.1286 459.1200 18.731 255
Isoflavona Daidzeina CisH1004  20.94 255.0652 255.0649 1.176 -
Pterocarpano Gliceolina I/11/111 C2H1805 2371 321.1074** 321.1119** 14.14 321
Pterocarpano Gliceolidina I/11 CooH200s  23.84 323.1231*** 323.1254*** 7.118 323, 267

Fonte: Autora (2024).
Legenda: *Corresponde a média dos valores obtidos para as amostras BR4 e E45; **Teérico para [M+H]* =339.1227 (Calculado = 339.1227 - 18.01528 = 321.1074);
*** Tedrico para [M+H]" = 341.1384 (Calculado = 341.1384 - 18.01528 = 323.1231).

Tabela 4- Isoflavonas e fitoalexinas detectadas nas folhas de soja (G. max) por HPLC-DAD-ESI-QTOF-MS/MS

Classe Nome da substancia Férmula tR”_‘ Teorico Experimental*  Erro Fragmentos
molecular ~ (minutos)  [M+H]* [M+H]" (ppm) MS/MS
Pterocarpano  Glicinol CisH120s  10.27 273.0757 273.0738 6.958 255
Isoflavona Daidzina CaH200s  13.87 417.1180 417.1141 9.350 255
Isoflavona 6"-O-Malonildaidzina CaaH2012,  16.37 503.1184 503.1128 11.131 255
Isoflavona 6"-O-Acetildaidzina Ca3H2010  18.10 459.1286 459.1553 58.154 255
Isoflavona Daidzeina CisH1004  21.00 255.0652 255.0635 6.665 -
Pterocarpano  Gliceolina I/11/111 C0H180s  23.66 321.1074* 321.0601** 147303 321
Pterocarpano  Gliceolidina I/11 Ca0H200s  23.89 323.1231** 323.0972%** 80.155 323, 267

Fonte: Autora (2024).
Legenda: *Corresponde & média dos valores obtidos para as amostras BR4 e E45; **Teobrico para [M+H]* = 339.1227 (Calculado = 339.1227 - 18.01528 = 321.1074);
*** Teorico para [M+H]" = 341.1384 (Calculado = 341.1384 - 18.01528 = 323.1231).
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Com a complementagdo da andlise Anova Two-Way, foi evidenciado que o teor de
glicinol nas raizes de soja variou significativamente entre os genotipos, sob estresse por
alagamento e na interacdo entre genétipo e estresse (p<0,05). O mesmo foi observado para a
gliceolidina I/11. J& para os metabélitos daidzina e acetildaidzina, a diferenca significativa foi
apenas entre os genotipos. Por outro lado, ndo foram observadas diferengas significativas para

0s metabolitos malonildaidzina, daidzeina e gliceolina I/11/111 (Tabela 5, Apéndice I1).

Figura 4 - Andlise da area relativa média de fitoalexinas e isoflavonas em raizes de soja sob
condicdes de alagamento e controle
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Fonte: Autora (2024).
Legenda: O asterisco indica um resultado estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo as amostras
controle.
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Tabela 5- Resultados da analise Anova Two-way para as raizes e folhas de soja, mostrando a
significancia das alteragdes nos niveis de metabodlitos entre os gen6tipos, entre a
condicdo controle e estresse e na interacdo genotipo X estresse

Raizes Folhas

[«B] [«B]

Metabdlito 2 @ é % §- & § %

= 175] o s ie] L O =

N®) (<] c wn c frar c w0

QC_) s O L (5} LIUJ) L

o A O « O O «

Glicinol < 0,0001 0,0065 0,0002 < 0,0001 0,7986 0,7244

Daidzina 0,0042 0,1091 0,4248 < 0,0001 0,0051 0,0017
6"-O-

Malonildaidzina 0,0887 0,0714 |0,2558 | 0,0001 0,0102 | 0,0679

6"-O-Acetildaidzina | <0,0001 0,4838 0,8544 0,0001 0,9815 0,066

Daidzeina 0,9209 0,4155 0,9998 0,0075 0,1324 0,0232
Gliceolina I/11/111 0,6923 0,1600 0,8227 0,002 0,8804 0,433
Gliceolidina I/11 0,0057 0,0118 0,0187 0,0938 0,0244 0,1707

Fonte: Autora (2024).
Nota: S8o mostrados os valores de valor de P (p-value), sendo que os resultados significativos (p<0.05) sdo
destacados em negrito.

A Figura 5 também apresenta a andlise da area relativa média de fitoalexinas e
isoflavonas sob condicdo de alagamento e controle, no entanto, em folhas. Os resultados
indicam que o teor da daidzina foi significativamente alterado (aumentado) durante o estresse
hidrico em relacdo as amostras controle, com nivel de significancia de p<0,05. Similarmente as
raizes, é possivel observar uma tendéncia de diminuicdo do glicinol a aumento das
gliceolidinas, na condicdo de alagamento.

Os resultados com base na analise estatistica Anova Two-way para as folhas de soja
mostraram que os metabolitos daidzina e daidzeina foram alterados tanto no genétipo quanto
pela interagcdo entre gendtipo estresse, para ambos (p<0,05) (Tabela 5, Apéndice I1).

No caso dos metabdlitos glicinol, acetildaidzina e gliceolina I/11/111, a quantidade desses
metabolitos foi modificada apenas pelo genétipo. Ja para o metabdlito malonildaidzina, a
quantidade foi afetada tanto pelo genétipo quanto pelo estresse, mas sem interacao entre eles.
Por fim, a quantidade do metabdlito gliceolidina I/11 foi alterada apenas pelo tipo de estresse ao

qual a planta foi submetida.

Figura 5 - Analise da area relativa média de fitoalexinas e isoflavonas em folhas de soja sob



condicdes de alagamento e controle
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Fonte: Autora (2024).
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Legenda: O asterisco indica um resultado estatisticamente significativo (p<0,05) em relacdo as amostras

controle.

A Figura 6 representa uma andalise comparativa com os dados expressos em Log. Fold

change nas raizes de soja em condicBes de alagamento em relacdo ao controle. Corroborando

com os graficos anteriores, observa-se uma diminui¢do estatisticamente significativa do

metabdlito glicinol e um aumento das gliceolidinas I/11 (p<0,05). J& a Figura 7 apresenta os

resultados da analise comparativa em Log. Fold change nas folhas de soja em condicdes de

alagamento em relacdo ao controle. A andlise demostrou que a daidzina aumentou

significativamente com o nivel de confianca (p<0,05) em todas as amostras, exceto no genotipo

E45, que € classificado como moderadamente resistente ao alagamento. Além disso, outro dado

interessante que é evidenciado na Figura 7 (porém sem significancia estatistica) é o aumento da

daidzeina, 6”-O-malonildaidzina, e gliceolidinas I/11 nas folhas de todos os genotipos e aumento

das gliceolinas I/11/111 em todos 0s gendtipos, exceto E45. Observa-se também a menor resposta

relativa, em Fold change, de todos os metabdlitos-alvos nas folhas se comparado com as raizes.
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Figura 6- Analise comparativa em Log. Fold change das raizes de soja submetida a
condi¢des de alagamento versus controle para cada genotipo

mE45

OBRI16

O BRS184
Daidzina

6"-O-Malonildaidzina

6"-0O-Acetildaidzina

Glicinol

Gliceolina I/TI/T11

WﬂmIJ 1

x¥*

Gliceolidina I/11

8 -7-6-5-4-3-2-10123 456 78

Log, Fold Change (Raizes)

Fonte: Autora (2024).
Legenda: Os compostos que foram significativamente alterados durante o estresse por alagamento estéo
assinalados com um asterisco (* p<0,05).

Figura 7- Analise comparativa em Log. Fold change das folhas de soja submetida a
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condi¢desde alagamento versus controle para cada genotipo

m E45
Daidzeina O BR4

OBR16

o BRS184
Daidzina

*
*
*
6"-0-Malonildaidzina E\

6"-O-Acetildaidzina E

Glicinol ;j

Gliceolina I/II/111 Ijil

Gliceolidina I/11

8 -7-6-5-4-3-2-12012 3 456 7 8
Log, Fold Change (Folhas)
Fonte: Autora (2024).

Legenda: Os compostos que foram significativamente alterados durante o estresse por alagamento estdo
assinalados com um asterisco (*p<0,05).
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6 DISCUSSAO

Sabe-se que, em soja, muitos genes biossintéticos de isoflavondides sdo regulados
positivamente em resposta ao ataque de patdgenos. No entanto, ndo ha muitas evidéncias
disponiveis sobre o0 acumulo desses metabolitos em estresses abidticos, e menos ainda durante
estresses hidricos. E interessante pontuar que sio raros os estudos de modificagdes na
biossintese de metabolitos especializados em soja em condi¢des relacionadas ao estresse
hidrico, como pode ser observado na Tabela 6, a seguir. Este dado é ainda mais impactante,
quando se observa que nenhum estudo incluiu uma analise abrangente de uma via metabdlica

especifica, iniciando-se nos principais precursores até os produtos finais.



Tabela 6- Levantamento de estudos sobre as modificacbes no metabolismo especializado em soja sob estresses abidticos.
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Classe Metabolitos Tecido Principais resultados Estresse ~ Metodologia  Referéncia
Sg?gjgggna'egr:;gé?r']ga’ Sob a condicdo de estresse salino
glicitina ’dgi dzina : houve um aumento na concentragao
genistina, 6"-O- dgs metalbol!}os_dal_dzma,”gemstma, Wei Wu et al., 2008
Isoflavonoides acetildaidzina, 6"-O- Gréaos 6"-O-malonildaidzina e 6"-O- Salino HPLC- J. Agric. FoodChem
. AR malonilgenistina. No entanto, uv- ' ' '
acetilgenisteina, 6"-O- Cee S, oo .\
AU " glicitina; 6"-O-malonilglicitina, 6"- ESI/MS
malonildaidzina, 6"-O- e, "
. - . O-acetildaidzeina e 6"-O-
malonilgenistina e 6"-O- acetilgenisteina diminuiram
malonilglicitina. 9 ‘
Daidzeina, daidzina,
genisteina, genistina,
gliciteina, glicitina, Embora alguns metabdlitos
malonildaidzina, especializados foram identificados
Isoflavonoides e malon!lge_nl_s_tlna, S(l)b c((j)ndlgao dg e:tresse salino, o _ GC/MS e Lu et gl., 201d3Ch
Flavonoides malonilglicitina, Folhas alvo deste estudo foram as Salino LC- J. Agric. FoodChem.
formononetina, ononina, alteracBes que ocorreram nos
i’ e N FT/MS
kaemferol/luteina, metabdlitos primarios sob esta
naringenina, naringina, mesma condicao.
quercetina e
quercimeritrina.
No estresse hidrico estes
metabf)lltos foram mais acumulados Coutinho et al.,
nas raizes do que nas folhas, no 2018
Isoflavonoides Daidzin; daidzeina e Folhas e entanto sob a condicdo de estresse Hidrico LC- Environmental and
malonildaidzina raizes por alagamento os mesmos foram MS/MS X
e (Alagamento) Experimental
identificados em menores RMN Botan
concentragdes se comparado com 0 y
controle.
Fenilpropanoides; (it metabsltos primérics, no entant Wag et al. 2019
alcaloides e sali?:ilico é’cido CinAmico Folhas dentre os meriab()litos’ ’ Hidrico GC/MS Acta Physiologiae
flavonoides ! ’ (Seca) Plantarum

acido dehidroascorbico,

especializados identificados,




41

fitol, fluoreno e 5-
metoxitripmanina.

evidenciou que o &cido ferulico e o
acido salicilico podem atuar como
antioxidantes e conferir resisténcia
para a soja sob estresse hidrico.

Daidzeina, daidzin,
genisteina, formononetina,

Houve um acimulo do metabélito
coumestrol nas raizes de soja

Rabara, et al., 2017

Isoflavonoides  coumestrol, naringenina, rF;I,IZZzS € decorrente da desidratagdo. O Hidrico Osmometria BioMed Research
liquiritigenina e mesmo foi apontado como um (Seca) International
Kaempferol marcador Util no estresse hidrico
por seca.
Daidzina, 6-0O- -
malonildaidzina, 6-O- Folhas, A condicdo de estresse acido nghl%n e Kovinich
Isoflavonoides  malonilgenistina, daidzeina, raizes, induziu a biossintese da fitoalexina Acidez UPLC Plant sianaling &
genisteina, gliceolinas sementes gliceolina nos tecidos vegetais. behavi gnafing
. o ehavior
I/11/111 e B prenil genisteina
p-coumasterol, &cido
rosmarinico, acido
isoclorogénico, luteolina-6- Esses metabolitos desempenharam
Acido 8-di-C-glucosideo, N-p- um papel importante na resisténcia
fendlicos; coumaroil, indol, ao estresse hidrico por seca nas e
flavonoides; triptamina, saponina oA, Folhas duas variantes de soja estudadas. Hidrico UPLC-MS Wang et al, 2022
: . PR e AT (Seca) Botanical Studies
alcaloides e saponina e, acido citrico, Houveum aumento significativo
terpenoides. acido-6-amino hexanoico, dos acidos fendlicos e flavonoides
catequina, acido-2- sob esta condicao.
metilsuccinio e &cido 6-
aminocaproico.
Daidzeina, gliciteina,
genisteina, daidzina,
gI|C|_t|na_, genistina, Ap0s a exposicao a radiacdo UV-B L
acetildaiazina, Folhas e todas as isoflavonas aumentaram Radiagdo Lim et al.,2020
Isoflavonoides  acetilglicitina, . e L ’ UV-B HPLC e
raizes exceto a daidzina, glicitina, Food chemistry

acetilgenistina,
malonildaidzina,
malonilglicitina e
malonilgenistina.

genisteina e malonilglicitina.

Fonte: Autora (2024).



Por conseguinte, tendo como objetivo principal contribuir com o entendimento sobre a
forma como a via biossintética das isoflavonas e fitoalexinas respondem ao estresse hidrico,
mais especificamente, a condicdo de alagamento, no presente trabalho quatro gendtipos de G.
max (BR4, BR16, BRS184 e E45) foram submetidos a hipdxia induzida por alagamento em
diferentes experimentos. A anélise e interpretacdo dos dados permite ampliar o conhecimento
acerca das alteracbes que podem ocorrer nesta espécie em funcdo do estresse hidrico por
alagamento.

Com base nos resultados obtidos é possivel observar uma maior concentracdo destes
metabdlitos (dadzina e gliceolidina) nas raizes se comparado as folhas. Em geral, em
leguminosas, estas substancias sdo caracteristicas, porém encontradas em concentracbes na
ordem de nanomolares ou micromolares (Liu e Murray, 2016; Trush e Pal’ove-Balang, 2023).
Neste contexto, é importante ainda considerar que € nas raizes onde se encontram os rizébios, ou
seja, as bactériasde solo que induzem a formacgdo de nddulos em leguminosas e que
transformam o nitrogénio em formas utilizaveis para planta hospedeira. Por estarem localizadas
no solo, estdo altamentesusceptiveis a alteracGes hidricas. Além disso, 0 comprometimento
hipdxico na respiracdo mitocondrial ocorre justamente nas raizes, impactando também a forma
como a simbiose nos nddulos radiculares fixa o nitrogénio (Tao Wang et al., 2021; Xiaolong
ke et al., 2022).

Portanto, a maior concentracdo e expressiva alteracdo destes metabolitos em raizes
sugere uma possivel relagdo com os organismos simbiontes presentes neste 6rgédo. De fato, 0s
isoflavonoides podem atuar no controle da nodulacéo e ja € conhecido que tais metabolitos tém
sua biossintese alterada durante os ataques por agentes patogénicos. De acordo com 0s estudos
de Trush e Pal’ove-Balang (2023), os pterocarpanos sdo produzidos em resposta ao Oomicetos
Aphanomyces, que é um patégeno flngico que acomete a ervilha, assim como a daidzeina que
inibe o crescimento de Fusarium culmorum.

Para as raizes de soja, a analise Anova Two-way evidenciou diferencas significativas
entre 0Ss genotipos, o0 estresse e entre a interacdo entre gendtipo X estresse para alguns
metabolitos. Vale a pena destacar as variagdes no teor dos metabolitos glicinol e a gliceolidina
I/11, que apresentaram diferencas significativas tanto entre as cultivares avaliadas (evidenciando
variacOes na biossintese dos metabolitos secundarios dependendo do background genético),
quando na interacdo gendtipo e estresse. O estresse por alagamento causou alteracdo
significativa nesses metabdlitos em todos 0s genotipos, corroborando com o que foi observado
na interacdo entre genotipo X estresse. 1sso pode ser atribuido & estratégia de defesa ou de

sinalizacdo da planta num possivel mecanismo de protecéo o estresse oxidativo causado pela
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hipoxia. Ainda, sob estresse, a reducdo estatisticamente significativa do glicinol, seguida do
aumento das gliceolidinas /11 nas raizes, sugere um possivel consumo do precursor em prol da
biossintese de fitoalexinas, ao final da rota biossintética.

E interessante observar que a isoflavona glicosilada daidzina foi significativamente
acumulada nas folhas, porém reduzida nas raizes sob alagamento. E possivel que, como
precursor dos isoflavonoides, sua biossintese esteja sendo estimulada nas folhas, com posterior
consumo Vvisando a biossintese de gliceolidinas, que sdo acumuladas nas raizes.

Similarmente ao glicinol e gliceolidina I/11, a anélise estatistica evidenciou diferencas
significativas nos metabdlitos de daidzina e 6”-O-acetildaidzina entre 0s genotipos, mesmo
quando cutivadas sob condicéo de controle. Isso indica, mais uma vez, a influéncia dos genes
especificos para a producdo desses metabdlitos. Por outro lado, a auséncia de efeitos
significativos na interacdo entre genotipo x estresse pode indicar que na via biossintética das
fitoalexinas (Figura 2), as isoflavonas (daidzina e 6”-O-acetildaidzina) apresentam menor
sensibilidade as condig¢des de alagamento do que as fitoalexinas (glicinol e gliceolidina I/111).

Os efeitos observados nas raizes fornecem informac6es valiosas sobre a resposta da soja
ao estresse por alagamento em termos da producéo de fitoalexinas. As diferencas significativas
observadas entre 0s genétipos e sob estresse para alguns metabdlitos, mas ndo para outros,
indicam a complexa interacao entre fatores genéticos e ambientais na regulacdo da resposta ao
estresse. Essa observacdo pode estar atrelada a menor ou maior importancia desses metabdlitos
na resposta da planta ao alagamento.

Ja nas folhas, cabe destacar a interacéo estatisticamente significativa entre os genétipos
e entre genotipo x estresse (p<0,05) observada para a daidzina e daizeina. Uma se diferencia da
outra pela presenca de uma molécula de acgucar ligada a aglicona. A producdo de daidzina
(molécula glicosilada) significativamente alterada (aumentada) nas folhas das plantas subtidas
ao alagamento pode sugerir uma possivel estratégia da planta em acumular este heterosideo,
que é ponto chave na inflexdo da rota biossintética para posterior producdo de fitoalexinas.
Sabe-se por exemplo, que a biossintese, o transporte e a homeostase das moléculas de
sinalizacdo sdo estritamente regulados para equilibrar a troca entre crescimento e defesa. As
glucosiltransferases (GTs), por exemplo, sdo usadas para regular o equilibrio dindmico dos
horménios vegetais para coordenar a defesa versus o crescimento e outros metabdlitos
secundarios (Zhang et al., 2022). A presenca de uma molécula de agucar confere,
adicionalmente, eficiéncia no transporte e compartimentalizagdo deste precursor pelos
diferentes 6rgdos, tecidos ou células vegetais. Enquanto a glicosilagdo pode alterar a

solubilidade, a estabilidade e o potencial toxico dos fenilpropanoides, além de influenciar a
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compartimentalizagdo e funcbes bioldgicas, a (de)-glicosilacdo representa um ponto de
regulacdo extremamente importante na homeostase dos fenilpropanoides (Roy et al., 2016).

Portanto, assim como no estudo de Trush e Pal’ove-Balang (2023), evidéncias
demonstraram que as vias biossintéticas incluindo as vias do chiquimato e dos fenilpropanoides
sdo ativadas de forma coordenada para a sintese de fitoalexinas fendlicas. Similarmente, outros
genes relacionados também sdo induzidos por estresses bidticos e abidticos. Sendo assim,
sugere-se que essas mesmas vias também sdo ativadas para a sintese de fitoalexinas nos quatro
genotipos de soja estudados.

Existem vérias outras evidéncias que expressam acumulo das fitoalexinas na resisténcia
as doencas ap0Os a exposicdo a um agente patogénico. Uma das principais consequéncias &,
portanto, a produgéo de altos niveis de gliceolinas no local da infecgdo. A indugdo da sintese
das gliceolinas foi encontrada tanto em gendétipos resistentes e susceptiveis de soja apos a
infeccdo por patdgenos (Ahuja et al., 2012; Trush e Pal’ove-Balang, 2023). Entretanto, além
dos papeis bem conhecidos das isoflavonas e fitoalexinas no ataque de patdgenos, o presente
estudo acrescenta outra camada sobre o seu significado fisiologico, incluindo estresses abidticos

e, mais especificamente como apontado no presente estudo, sob a condi¢do de alagamento.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo apresentou dados de como a via biossintética dos isoflavonoides na
soja sob alagamento é alterada. Foi possivel observar uma reducdo estatisticamente
significativa do precursor glicinol e a acumulagdo das gliceolidinas nas raizes, e acimulo de
daidzeina nas folhas. Deste modo, as fitoalexinas, conhecidas pela sua fungdo no ataque de
agentes patogénicos, podem também ser consideradas como promissores marcadores
metabolicos na soja durante o estresse hidrico sob alagamento.

Desta forma, os resultados deste estudo fornecem informacdes importantes sobre a
resposta da soja ao estresse por alagamento a nivel molecular. A identificagdo de metabdlitos
especificos que sdo afetados pelos diferentes gendtipos e pelo estresse podem auxiliar no
desenvolvimento de novas variedades de soja mais tolerantes ao estresse por alagamento e com
melhor produtividade. Além disso, o estudo dos mecanismos de ac¢éo desses metabolitos pode
contribuir para a utilizacdo de novas estratégias de manejo do estresse causado pelo alagamento
na agricultura. No entanto, pesquisas futuras visado investigar a influéncia de outros fatores em
conjunto, como por exemplo a interacdo entre nutrientes, estresses abioticos e patégenos na
producdo desses metabdlitos especializados favorecerao significativamente o desenvolvimento

de cultivares mais resitentes, melhores adapadas, com melhor performance e alta produtividade.
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APENDICE A- Espectros de massas obtidos em modo positivo representando 0s
isoflavonoides anotados em folhas e raizes de soja utilizando HPLC-
DAD-ESI-QTOF-MS/MS.

A. Espectro de massas da daidzina, indicando a perda neutra correspondente a uma
molécula de glicose (162 Da).

II'!eI“Sd 2lal-C-Raiz-A3_1-5_01 4751.d: +M52{833.2152), 20.0-50.0eV, 13 2min #1564
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B. Espectro de massas da 6’’-O-acetildaidzina indicando a perda neutra correspondente a
umamolécula de glicose (162 Da) e do grupo acetil (42 Da).
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C. Espectro de massas da 6”’-O-malonildaidzina indicando a perda neutra correspondente
auma molécula de glicose (162 Da) e do grupo malonil (86 Da).
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D. Espectro de massas da daidzeina evidenciando o sinal da molécula protonada [M+H]".
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Intens.
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E. Espectro de massas do glicinol indicando uma perda neutra correspondente a uma
molécula de &gua (18 Da).
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F. Espectro de massas da gliceolidina indicando uma perda neutra correspondente a uma

molécula de agua (18 Da) e de um grupo prenila (56 Da).
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G. Espectro de massas da gliceolina. O ion observado em 321.1220 corresponde a molécula
ionizada apos a perda de agua (321.090 + 18.01528= 339.10528).

Intens 2lal-C-Raiz-A3_1-5_01_4751.d: +M52(321.1132), 20.0-50.0eV, 23.7min #2817
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APENDICE B- Dados estatisticos de raizes e folhas de soja obtidos pela ANOVA Two-Way

Glicinol

Tissue: Raizes

Source of Variation

Genotype

Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

% of total variation
60,28
27,77
10,18

Mean Diff.

0,06181
0,2988
0,1915

0,237
0,1297
-0,1073

0,02484
0,2593
-0,03364
0,2345
-0,05848
-0,2929

P value

<0.0001
0,0065
0,0002

95.00% CI of diff.

0.005951 to 0.1177
0.2429 to 0.3546
0.1356 to 0.2473
0.1811 to 0.2928
0.07383 to 0.1855
-0.1631 to -0.05142

-0.03102 to 0.08069
0.2035 to 0.3152
-0.08949 to 0.02222
0.1786 to 0.2903

-0.1143 to -0.002621

-0.3488 to -0.2371

P value summary Significant?

*kkk
**

*k%k

Significant?

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

No
Yes
No
Yes
Yes
Yes

Yes
Yes
Yes

Summary

*kkk
*kkk
*kkk
*%%

*%

ns

*kkk

ns

*kkk

*kkk

Adjusted
P Value

0,0329
<0.0001
<0.0001
<0.0001

0,0008

0,0023

0,4727
<0.0001
0,2581
<0.0001
0,0415
<0.0001



Daidzina

Source of Variation

Genotype

Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

% of total variation
43,36
11,96
11,64

Mean Diff,

3,488
1,077
-8,813
-2,411
-12,3
-9,89

5,476
-13,47
-15,11
-18,94
-20,59
-1,647

P value

P value summary

0,0042 **

0,1091
0,4248

95,00% CI of diff,

-21,27 to 28,25
-23,69 to 25,84
-33,58 t0 15,95
-27,17 to0 22,35
-37,06 to 12,46
-34,65 to 14,87

-19,29 to 30,24
-38,23 t0 11,30
-39,88 t0 9,649
-43,71t0 5,819
-45,3510 4,173
-26,41to 23,12

ns
ns

Significant?

No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No

Significant?
Yes

No

No

Summary

ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns

Adjusted P Value

0,9591
0,9986
0,6314
0,9855
0,3908
0,5514

0,8672

0,326
0,2497
0,1314
0,0995
0,9952
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6'-0O-Malonildaidzina

Source of Variation

Genotype

Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45vs. BR4

% of total variation
29,66
16,74
15,8

Mean Diff,

-0,154
-0,4051
-0,9507

-0,251
-0,7967
-0,5456

-0,7432
-4,037
-4,997
-3,293
-4,254

-0,9605

P value
0,0887
0,0714
0,2558

95,00% CI of diff,

-5,561 to 5,253
-5,812 to 5,002
-6,357 to 4,456
-5,658 to 5,156
-6,203 to 4,610
-5,952 to 4,861

-6,150 to 4,663
-9,443 10 1,370
-10,40 to 0,4096
-8,700 to 2,113
-9,660 to 1,153
-6,367 to 4,446

P value summary
ns
ns
ns

Significant?

No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No

Significant?
No
No
No

Summary

ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns

Adjusted P Value

0,9996
0,9932
0,9257
0,9984
0,9537

0,984

0,9617
0,1419
0,0679

0,251
0,1199
0,9236
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6''-O-Acetildaidzina

Source of Variation
Genotype
Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic

Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

% of total
variation

93,85
0,4155

0,5034

Mean Diff,

-3,003
-3,257
-3,264
-0,2545
-0,2607
-0,006237

-2,623
-2,807
-2,807
-0,1846
-0,1841
0,0005237

P value
<0,0001

0,4838

0,8544

95,00% CI of diff,

-4,489 to -1,517
-4,743 to -1,771
-4,749 to -1,778
-1,740t0 1,231
-1,747 10 1,225
-1,492 to0 1,480

-4,109 to -1,137
-4,293 to -1,321
-4,293 to -1,321
-1,670 to 1,301
-1,670 to 1,302
-1,4851t0 1,486

P value
summary
*kkk

ns

ns

Significant?

Yes
Yes
Yes
No
No
No

Yes
Yes
Yes
No
No
No

Significant?
Yes
No

No

Summary  Adjusted P Value

*%
*%

*%

ns
ns
ns

*%
*%

*%

ns
ns
ns

0,0017
0,0011
0,0011
0,9306
0,9261
>0,9999

0,0036
0,0025
0,0025
0,9711
0,9713
>0,9999



Daidzeina

Source of Variation
Genotype

Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45vs. BR4

% of total variation
2,535
11,97
0,03456

Mean Diff,

-0,8383

-0,8383
0,8383

-0,8383

-1,06

-1,06
1,06

-1,06

P value

0,9209
0,4155
0,9998

95,00% CI of diff,

-9,491to 7,815
-8,653 to 8,653
-9,491to 7,815
-7,815 10 9,491
-8,653 to 8,653
-9,491 to 7,815

-9,713 to 7,593
-8,653 to 8,653
-9,713 to 7,593
-7,593 10 9,713
-8,653 to 8,653
-9,713 to 7,593

P value summary
ns
ns
ns

Significant?

No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No

Significant?
No
No
No

Summary

ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns

Adjusted P Value

0,9858
>0,9999

0,9858

0,9858
>0,9999

0,9858

0,9722
>0,9999

0,9722

0,9722
>0,9999

0,9722



Gliceolina I/11/111

Source of Variation
Genotype
Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic

Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45vs. BR4

% of total
variation

6,985
18,37

4,502

Mean Diff,

-0,2426
-0,9914
0,9648
-0,7488
1,207
1,956

-0,1502
-0,3753
-0,1493
-0,2251
0,0008653
0,2259

P value

0,6923
0,16

0,8227

95,00% CI of diff,

-4,820 to 4,334
-5,568 to 3,586
-3,612 t0 5,542
-5,326 to 3,828
-3,3701t0 5,784
-2,621 to 6,533

-4,727 to0 4,427
-4,952 to 4,202
-4,726 10 4,428
-4,802 to 4,352
-4,576 t0 4,578
-4,351 to 4,803

P value
summary

Significant?

No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No

Significant?
No
No

No

Summary  Adjusted P Value

ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns

0,9976
0,8737
0,8819
0,9386
0,7993
0,5021

0,9994
0,9912
0,9994
0,998
>0,9999
0,998



Gliceolidina I/11

Source of Variation
Genotype
Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic

Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45vs. BR4

% of total
variation

21,09
55,27

14,49

Mean Diff,

0,09159
1,584
0,4925
1,492
0,4009
-1,091

-0,4506
9,881
10,26
10,33
10,71

0,3804

P value

P value summary

0,0057 **

0,0118 *

0,0187 *
95,00% CI of diff,  Significant?
-6,744 to 6,927 No
-5,252 to 8,419 No
-6,343t0 7,328 No
-5,343 to 8,327 No
-6,434 to 7,236 No
-7,926 to 5,744 No
-7,286 to 6,385 No
3,046 to 16,72 Yes
3,426 to 17,10 Yes
3,496 to 17,17 Yes
3,877 to 17,55 Yes
-6,455 to 7,216 No

Significant?
Yes
Yes

Yes

Summary  Adjusted P Value

ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns

*%
*%
*%

*%

ns

>0,9999
0,8514
0,994
0,8713
0,9967
0,9425

0,9954
0,0097
0,0081
0,0078
0,0065
0,9972



Glicinol

Tissue: Folhas
Source of Variation
Genotype

Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic

Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

% of total variation
89,19
0,1208

0,7702

Mean Diff,

0,34
-0,000789
-0,004343

-0,3408
-0,3444
-0,003554

0,3012
0,0322
-0,001486
-0,269
-0,3027
-0,03368

P value
<0,0001

95,00% CI of diff,

0,1887 to 0,4914

-0,1521 to 0,1506
-0,1557 to 0,1470
-0,4922 to -0,1895
-0,4957 to -0,1930
-0,1549 to 0,1478

0,1499 to 0,4526
-0,1192 to 0,1835
-0,1528 to 0,1499
-0,4204 to -0,1177
-0,4541 to -0,1514
-0,1850 to 0,1177

P value summary
*kkk

ns

ns

Significant?

Yes
No
No
Yes
Yes
No

Yes
No
No
Yes
Yes
No

Significant?
Yes
No

No

Summary

*kk

ns
ns

*k*k

*k*k

ns

*%

ns
ns

*%

*%

ns

63

Adjusted P
Value

0,001
>0,9999
0,9996
0,001
0,0009
0,9998

0,0019
0,8792
>0,9999
0,0034
0,0018
0,8651



Daidzina

Source of Variation
Genotype

Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic

Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45vs. BR4

% of total variation
84,28
5,976

5,579

Mean Diff,

2,677
-2,041
-1,978
-4,718
-4,655

0,06353

4,46
-3,433
-3,494
-7,893
-7,954

-0,06099

P value
<0,0001

95,00% CI of diff,

1,466 to 3,888
-3,252 to -0,8302
-3,188 to -0,7667
-5,929 to -3,507
-5,866 to -3,444
-1,147t0 1,274

3,249 10 5,671

-4,644 to -2,222
-4,705 to -2,283
-9,104 to -6,682
-9,165 to -6,743
-1,272 to 1,150

P value summary

*kkk

*%

*%

Significant?

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No

Significant?
Yes
Yes

Yes

Summary

**
**
**
*kkk

*kkk

ns

*kkk
*k*k
*k%
*kkk

*kkk

ns

Adjusted P

Value

0,0011
0,0045
0,0053
<0,0001
<0,0001
0,9976

<0,0001
0,0003
0,0002
<0,0001
<0,0001
0,9979



6'"-O- Malonildaidizina
Source of Variation
Genotype

Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic

Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45vs. BR4

% of total variation
86,01
3,66

3,742

Mean Diff,

5,597
-8,561
-8,554
-14,16
-14,15

0,006895

4,382
-15,3
-15,3

-19,68
-19,69
-0,006436

P value P value summary
0,0001 ***
0,0102 *
0,0679 ns
95,00% CI of diff, Significant?
-0,5410to 11,74 No
-14,70 to -2,423 Yes
-14,69to -2,416 Yes
-20,30 to -8,020 Yes
-20,29 to -8,013 Yes
-6,131 to 6,145 No
-1,756 to 10,52 No
-21,43 to -9,159 Yes
-21,44 to -9,165 Yes
-25,82 to -13,54 Yes
-25,82 to -13,55 Yes
-6,144 to0 6,132 No

Significant?
Yes
Yes

No

Summary

ns

*k*k

*k*k

ns

ns

*k*k
*k%
*k%

*k%

ns

Adjusted P Value

0,0714
0,0115
0,0116
0,0009
0,0009
>0,9999

0,1626
0,0006
0,0006
0,0001
0,0001
>0,9999



6''- O- Acetildaidzina

Source of Variation % of total variation

Genotype 80,61
Abiotic Stress 0,0008232
Interaction: Genotype x Abiotic Stress 7,975
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff,

Control

BR16 vs. BRS184 0,1156
BR4 vs. BRS184 0,8731
E45 vs. BRS184 2,331
BR4 vs. BR16 0,7575
E45 vs. BR16 2,216
E45 vs. BR4 1,458
Flooding

BR16 vs. BRS184 0,09447
BR4 vs. BRS184 1,612
E45 vs. BRS184 1,612
BR4 vs. BR16 1,517
E45 vs. BR16 1,517

E45 vs. BR4 0

P value

95,00% CI of diff,

-0,8987 to 1,130
-0,1412 to 1,887
1,317 to 3,345
-0,2568 to 1,772
1,201 to 3,230
0,4438 10 2,472

-0,9198 to 1,109
0,5975 to 2,626
0,5975 to 2,626
0,5030 to 2,532
0,5030 to 2,532
-1,014 to 1,014

0,0001
0,9815
0,066

P value summary
*k%k
ns
ns

Significant?

No
No
Yes
No
Yes
Yes

No
Yes
Yes
Yes
Yes
No

Significant?
Yes

No

No

Summary

ns
ns
Kokk
ns
Kk

**

ns

*%
*%
*%

*%

ns

Adjusted P

Value

0,9773
0,0881
0,0009
0,1418
0,0011

0,01

0,9873
0,0061
0,0061
0,0082
0,0082
>0,9999
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Daidzeina

Source of Variation

Genotype

Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45vs. BR4

% of total variation
57,62
5,931
15,44

Mean Diff,

0,2148
-0,05041
-0,0504
-0,2652
-0,2652
0,000009333

0,7365
-0,0772
-0,07731
-0,8137
-0,8138
-0,0001087

P value

95,00% CI of diff,

-0,1432 to 0,5729
-0,4085 to 0,3077
-0,4085 to 0,3077
-0,6233 to 0,09281
-0,6233 to 0,09282
-0,3581 to 0,3581

0,3784 to 1,095

-0,4353 to 0,2809
-0,4354 to 0,2808
-1,172 to -0,4556
-1,172 to -0,4557
-0,3582 to 0,3580

P value summary
0,0074 **
0,1324 ns
0,0232 *

Significant?

No
No
No
No
No
No

Yes
No
No
Yes
Yes
No

Significant?
Yes

No

Yes

Summary

ns
ns
ns
ns
ns
ns

*%

ns
ns

*k%

*k%

ns

Adjusted P Value

0,2605
0,9591
0,9591
0,1454
0,1454
>0,9999

0,0016
0,8751
0,8747
0,0009
0,0009
>0,9999
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Gliceolina I/11/1ll

Source of Variation

Genotype

Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45vs. BR4

% of total variation
86,4
0,03415
2,15

Mean Diff,

0,02008
0,3082
1,069
0,2881
1,049
0,7608

0,05152
0,3277
0,8125
0,2761

0,761
0,4848

P value

95,00% CI of diff,

-0,4417 to 0,4819
-0,1536 to 0,7699
0,6072 to 1,531
-0,1737 to 0,7499
0,5871t0 1,511
0,2990 to 1,223

-0,4103 to 0,5133
-0,1341t0 0,7894
0,3507 to 1,274
-0,1857 to 0,7379
0,2992 to 1,223
0,02305 to 0,9466

0,0002
0,8804
0,433

P value summary
*k%k
ns
ns

Significant?

No
No
Yes
No
Yes
Yes

No
No
Yes
No
Yes
Yes

Significant?
Yes

No

No

Summary

ns
ns

ns

*k*k

**

ns
ns

*%

ns

*%

Adjusted P
Value

0,9986
0,1975
0,0008
0,2364
0,0009
0,0051

0,9787
0,1657
0,0036
0,2626
0,0051

0,041
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Gliceolidina I/1I
Source of Variation
Genotype

Abiotic Stress

Interaction: Genotype x Abiotic Stress

Tukey's multiple comparisons test

Control

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45 vs. BR4

Flooding

BR16 vs. BRS184
BR4 vs. BRS184
E45 vs. BRS184
BR4 vs. BR16
E45 vs. BR16
E45vs. BR4

% of total variation
39,38
13,15
12,63

Mean Diff,

-0,01542
-0,1172
-0,1131
-0,1018
-0,0977

0,004081

0,04404
-0,3596
-0,3588
-0,4037
-0,4029

0,000806

P value

95,00% CI of diff,

-0,3759 to 0,3450
-0,4776 to 0,2432
-0,4736 t0 0,2473
-0,4622 to 0,2587
-0,4581 to 0,2627
-0,3564 to 0,3645

-0,3164 to 0,4045
-0,7201 to 0,0008241
-0,7193 to 0,001630
-0,7641 to -0,04321
-0,7633 to -0,04241
-0,3596 to 0,3613

P value summary
0,0938 ns
0,0244 *
0,1707 ns

Significant?

No
No
No
No
No
No

No
No
No
Yes
Yes
No

Significant?
No

Yes

No

Adjusted P

Summary Value

ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns
ns
ns

ns

0,9987
0,6888
0,7099
0,767
0,7869
>0,9999

0,9724
0,0505
0,0509
0,0313
0,0315
>0,9999
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