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Introducéo

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das culturas mais importantes do mundo por
conta dasua aplicacdo na industria. Seu gréo € bastante versatil sendo matéria prima de produtos
na inddstria de combustivel, quimica, alimentos e na agroindustria (RODRIGUES et al, 2021;
CANTELLLI, 2016;). A soja é uma planta sensivel ao estresse térmico, principalmente na fase
reprodutiva, onde o aumento da temperatura causa danos que reduzem sua produtividade
(NAHAR; HASANUZZAMAN e FUJITA, 2016).

As altas temperaturas comumente promovem alteragdes fisioldgicas, morfoldgicas e
bioquimicas, podendo danificar as membranas, influenciar na relagdo 4gua e nutrientes, causar
danos as proteinas, o que afeta todos os aspectos do desenvolvimento das plantas (RUCHEL et
al, 2020; NAZ et al, 2018). Apds a exposicdo a altas temperaturas, imediatamente acontecem
mudancas no nivel molecular, onde o dano mais extenso é a desnaturacdo e degradacdo de
proteinas e o aumento da fluidez dos lipidios da membrana (LIPIEC et al, 2013).

Durante a maturacdo das sementes as altas temperaturas podem diminuir seu peso, vigor,
a taxade germinacao e a taxa de crescimento de plantulas. Sementes de soja colhidas de plantas
expostas a altas temperaturas desde a sua germinagéo tiveram seu peso reduzido, acarretando
na reducédo da taxa de germinacédo, de forma que o peso do eixo das mudas das plantas foi
reduzido em 11%. Os resultados sugeriram que o estresse térmico abreviou a duracdo do
periodo reprodutivo, resultando na producdo de sementes mais leves e com vigor reduzido
(DORNBOS e MULLEN, 1991). A exposicao de plantas de soja a periodos crescentes de alta
temperatura intensifica a reducdo no vigor das sementes, aumentando a producédo de sementes,
por essas plantas, com menor qualidade fisica (EGLI et al 2005).

O estresse térmico diminuiu a eficiéncia fotoquimica em 5,8%, a taxa fotossintética
(12,7%) eos niveis de sacarose nas plantas de soja (DJANAGUIRAMAN e PRASAD, 2010).
Também houve uma diminuicdo na atividade das enzimas superdxido dismutase (13,3%),
catalase (44,6%) e peroxidase (42,9%) e um aumento da atividade do radical superdxido e teor
de peroxido de hidrogénio quando comparado a condicdo controle. As temperaturas de 38/28
°C (dia/noite) resultaram em dano oxidativo a soja, aumentando o vazamento de eletrélitos da
membrana plasméatica e diminuindo a capacidade da mesma reter solutos e agua
(DJANAGUIRAMAN e PRASAD, 2010).

Sementes de soja de genotipos sensiveis e tolerantes ao calor tiveram seus perfis
metabolicos investigados sob altas temperaturas. Foram identificados metabolitos
antioxidantes, como flavonoides, fenilpropanoides e precursores de ascorbato, tais metabolitos
foram encontrados
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em maior concentracdo nas sementes que apresentam o gendtipo tolerante ao calor,
sugerindo que a maior abundancia de moléculas antioxidantes pode ser responsavel pela maior
tolerdnciaao estresse térmico durante o desenvolvimento das sementes (CHEBROLU et al,
2016).

Devido ao crescimento na emissao de gases, a temperatura ambiente mundial tende a
aumentar,acentuando ainda mais o aquecimento global (HANSEN et al, 2023). Portanto, torna-
seextremamente importante a investigacdo dos processos moleculares e fisioldgicos subjacentes
a esse estresse ambiental, para possibilitar o desenvolvimento estratégico de cultivares mais
resistentes a condi¢cGes ambientais adversas. O presente trabalho teve como objetivos a
avaliacdo da germinacdo de sementes de soja frente as altas temperaturas, otimizagdo de um
protocolo de extracdo e quantificacdo de metabdlitos primarios a partir de sementes e plantulas
e avaliacdo do perfil metabolico de sementes e plantulas de soja em resposta as altas
temperaturas via Ressonincia Magnética Nuclear de H (RMN) e cromatografia gasosa
acoplada ao espectrémetro de massas (GC-MS).

Material e Métodos
Germinacéao de sementes

Os testes foram conduzidos com trés repeticdes de 50 sementes (para cada condicao de
temperatura), as sementes foram acondicionadas em rolos de papel do tipo germitest. O
germinador utilizado foi uma camara vertical do tipo B.O.D, as sementes foram germinadas a
28/22 °C (dia/noite) com fotoperiodo de 14 horas, e a 36/24 °C (dia/noite) com fotoperiodo de
14 horas. As contagens foram feitas com 24, 48, 72 e 96 horas, na contagem final a porcentagem
de sementes germinadas foi estabelecida. As sementes germinadas foram coletadas com 2,5 cm
de raiz. Endospermas e as raizes foram separados e armazenados em tubos Falcon. As amostras
foram liofilizadas durante 24 horas e maceradas com ajuda de um bastdo de vidro até se
transformarem em um po fino.

Estabelecimento das plantulas

Quatro repeticdes de 30 sementes foram acondicionadas em rolos de papel do tipo
germitest a 28/22 °C (dia/noite) com fotoperiodo de 14 horas. Apo6s dois dias, metade das
sementes germinadas foram transferidas para outro germinador a 36/24 °C (dia/noite) com
fotoperiodo de 14 horas. Nas duas condi¢fes de temperatura, a coleta foi feita quando as raizes
atingiram treze centimetros. As raizes e os endospermas foram coletados separadamente e
armazenados em tubos Falcon. As amostras foram liofilizadas durante 24 horas e maceradas
com ajuda de um bast&o de vidro até se transformarem em um po fino.

Andlise metaboldmica via Ressonancia Magnética Nuclear de *H(RMN)

Os espectros de RMN de 1H, COSY, e HSQC, foram adquiridos nos espectrometros
Bruker 9,4 e 14,1 testa. Inicialmente, foram realizados alguns testes para definir quais seriam
as melhores condi¢Bes para uma extracdo mais eficiente dos metabdlitos. Os testes foram
conduzidos variando a propor¢do dos solventes metanol:agua e as temperaturas 25 e 50 °C. Os
melhores resultados foram fornecidos em metanol:agua (25:75) a 25°C.

Para analises foram pesados 40 mg de cada amostra, solubilizadas em 700 pL da mistura
metanol:agua (25:75) com tampéo fosfato, levadas ao banho ultrassénico por 5 minutos a 25
°C, e, posteriormente a centrifuga por 5 minutos a 25 °C, 14000 rpm. 500 uL do sobrenadante
foram coletados e transferidos para tubos de 5 mm.
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Anélise metabolémica via Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(GC-MYS)

Para a analise via GC-MS, 5 mg das amostras foram pesados, a extracdo foi feita com
cloroférmio, metanol e agua. A fase aquosa foi liofilizada e derivatizadas por sililacdo. Para
curva de calibracdo foram utilizados padr6es de uma serie de alcano. Uma solucéo padrao foi
preparada contendo 80 pL de hexano e 10 pL dos padrdes C20 e C40, totalizando 100 pL.

Anélise estatistica multivariada

O conjunto de dados dos metabdlitos obtidos via RMN de 'H e GC-MS foram
carregados e normalizados no MetaboAnalyst 5.0. As andlises incluiram Analise Discriminante
de MinimosQuadrados Parciais (PLSDA), andlise hierarquica de agrupamento, mapa de calor,
pontuagdesde Importancia Variavel na Projecéo (VIP).

Resultados e Discussao

Na temperatura 6tima as sementes apresentaram 98% de germinacdo maxima, ja em
36/24°C ataxa de germinacdo ficou em 93% (figura 1a). Sendo assim, ndo houve diferenca
significativa entre os dois tratamentos, o que significa que o aumento da temperatura ndo afetou
a viabilidadedas sementes. A Velocidade de germinagdo, medida como t50, seguiu um padréo
diferente a porcentagem de germinagdo maxima. Na condicao controle foram necessarias 35,3
horas para que 50% das sementes germinassem e sob estresse foram necessarias 32 horas (figura
1b), istoé, 0 aumento da temperatura aumentou a velocidade de germinagdo, demonstrando que
as sementes de soja possuem alta plasticidade em resposta a diferentes temperaturas. Sementes
degendtipos variados de trigo para pdo indiano (Triticum aestivum L.) demonstraram maior
velocidade na germinacdo em condigdes de estresse (25°C) quando comparado ao controle
(20°C), isso pode ser atribuido a maior taxa de mobilizacdo das reservas energéticas nas
sementes (SHARMA et al, 2022). Temperaturas acima da ideal para a porcentagem maxima de
germinacdo, comumente acelera a velocidade com que a semente germina, porém apenas
sementes com alto vigor e viabilidade conseguem germinar (ROBERTS, 1988).

Figura 1a) Porcentagem de germinacdo maxima b) tempo médio de germinacdo das sementes
de soja

)Letras diferentes acima das barras designam diferencas entre as g)mostras pelo HSD de Tukey (p < 0,05).
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No total foram identificados 21 metabdlitos nas amostras de sementes e plantulas via RMN
e 16 via GC-MS, incluindo amino&cidos, acidos graxos, acidos organicos e carboidratos. Inicialmente
a andlise discriminante dos minimos quadrados parciais (PLS-DA) foi feita para avaliar de forma
geral como as amostras de semente e plantula de soja se agrupavam em termosde metaboléma
associado a temperatura e aos diferentes tecidos da planta. Nas amostras de semente e plantula (figura
2% e b) ficou claro que ao longo do eixo x existe uma separacdo entreo metaboldéma dos tecidos (raiz e
endosperma) e ao longo do eixo y a separacao esta associadacom a temperatura.

Figura 2. Anélise discriminante parcial dos minimos quadrados (PLS-DA) do perfil de
metabolitos das amostras a) semente b) plantula
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As diferencas do comportamento das amostras em termos de metaboldma podem ser
explicadaspelo comportamento de alguns metabdlitos através da Importancia Variavel na
Projecédo (VIP,figura 2b). O VIP é a medida da importancia de cada variavel no modelo PLS-
DA, resumindo a contribuicdo de cada varidvel (BANERJEE et al, 2013), neste caso,
metabolitos. Uma vez quea média quadratica dos VIP scores é igual a 1, o critério maior que 1 é
utilizado para selecionaras variaveis (CHONG et al, 2019). A seguir sdo apresentados os graficos

de VIP para os tecidosde sementes (figura 3a e b) e pléantulas (figura 4a e b) avaliados
individualmente.
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Figura. Metabolitos que explicam as diferencas no metaboldoma do a) endosperma e b) raiz nas
sementes de soja
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Figura 4. Metabolitos que explicam no metaboldma do a) endosperma e b) raiz nas plantulas
de soja.
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Aminoacidos como a valina, isoleucina e histidina foram acumulados nas sementes e
plantulas,esses compostos fornecem blocos de construcéo para a sintese de proteinas e também
sdo importantes em muitas redes metabolicas que controlam o crescimento e desenvolvimento
dasplantas, atuando como precursores de metabo6litos secundarios protetores, como alcaloides
e glicosideos. Os niveis de valina e isoleucina foram aumentados em raizes de tomateiro bravo
(Solanum nigrum) sob estresse de metais pesados (XU et al, 2012), em tecidos vegetais frente
ao estresse hidrico (JOSHI et al, 2010) e nas sementes de soja com genotipos tolerantes a altas
temperaturas (CHEBROLU et al, 2016). Mudas de canola (Brassica napus L.) cultivadas sob
altas temperaturas apresentam um acumulo de histidina (VIANA et al, 2022;). Portanto, o
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acumulo de histidina, isoleucina e valina na raiz de sementes de soja pode estar
contribuindo para desenvolvimento das sementes e estabelecimento das plantulas.

O GABA é um metabdlito bastante discutido no que se refere as respostas das plantas
frente a estresses, diversos estudos apontam sua rapida e ampla producdo na resposta a estresses
abioticos (BAXTER et al, 2007). O GABA é sintetizado para atuar como uma molécula
osmopropetora, podendo induzir a toleréncia ao calor. No 68 endosperma das sementes de soja
houve uma reducdo do GABA, sugerindo que seu catabolismo foi aumentado a 36°C. Uma vez
que o GABA atua como uma molécula de sinalizagdo, eram esperados niveis maiores deste
metabdlito nas sementes estressadas em comparagdo com as germinadas em condi¢des normais.
Uma das hipdteses que estes resultados podem levantar € que sementes de soja quando
submetidas as altas temperaturas ndo adotam esse mecanismo de defesa e sinalizagéo.

Um dos produtos do catabolismo do GABA através da via shunt GABA é o succinato
(figura 5), acido organico intermediario do ciclo de Krebs. O succinato também apresentou
niveis reduzidos nas sementes, ou seja, 0 succinato que foi catabolizado pode estar sendo
utilizado para alimentar o ciclo de Krebs, que é uma via chave na producdo de energia e para 0s
processosmetabolicos que conduzem as defesas da planta (ANSARI, 2021).

Figura 5. Via de degradagdo do GABA (shunt GABA).

O GABA ¢ sintetizado a partir do glutamato via glutamato descarboxilase (GAD) no citosol. Na mitocondria, a
enzima GABA transaminase (GABA-T) catalisa a producdo de semialdeido succinico (SSA), que produz succinato
e NADH através da acdo da enzima semialdeido succinico desidrogenase (SSADH).
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Para além da reducdo de GABA e succinato, a reducdo de fumarato corrobora com a hipotese
de que, sob altas temperaturas, os intermediarios do ciclo de Krebs (figura 6) estdo sendo
consumidos possivelmente para alimentar o ciclo e aumentar sua atividade.
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Figura 6. Representacao esquematica do ciclo de Krebs e via GABA shunt
As setas em azul representam a via GABA shunt de forma simplificada.
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Portanto, a reducdo de succinato, fumarato e GABA estdo regulando a resposta
principalmentedas sementes a temperatura de modo que acontece uma mobilizacdo para o
fornecimento de energia através do ciclo de Krebs, uma via intermediaria no metabolismo
vegetal, que é um dosprincipais responséveis por fornecer elétrons para cadeia de transporte de
elétrons mitocondrialpara produzir ATP (OBATA; FERNIE, 2012).

Nas sementes houve uma redugdo nos niveis de &cidos graxos, incluindo os &cidos
miristico e estearico, indicando uma mobilizacdo de lipideos. Os triacilglicerois (TGA) sdo 0s
compostosde armazenamento de energia mais abundantes em sementes de muitas culturas,
como girassol(Helianthus annuus), milho (Zea mays) e soja (Glycine max L.). Os TAGs séo as
principais reservas de acidos graxos essenciais para a producéo de energia durante a germinacao
das sementes e o0 estabelecimento inicial de plantulas (XU; SHANKLIN, 2016).

A mobilizacdo dos lipideos envolve a indu¢do coordenada de algumas vias bioguimicas.
A primeira etapa é marcada pela lip6lise dos TAGs catalisada pelas lipases para produzir acidos
graxos livres e glicerol (figura 7a), na segunda etapa a Acetil-CoA produzida pela p-oxidagado
dos &cidos graxos metabolizada no glioxissomo para a producdo de succinato (figura 7b), que
é entdo transportado para a mitocondria, onde é convertido a malato via ciclo de Krebs (figura
7c).

Por fim, o malato produzido na mitocéndria é transportado para o citosol, onde é
convertido a hexoses e posteriormente a sacarose através da via da gliconeogénese (figura 7d).
Foi registradouma reducdo de sacarose no endosperma das sementes e plantulas. A sacarose
quanto estar sendo utilizadas para a construcdo de paredes celulares no endosperma, de modo
a apoiar a germinacao sob altas temperaturas.
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Figura 7. Conversao de lipidios em sacarose. a) lipolise de triacilglicerol; b) Poxidagdo de
acidos graxos para produzir succinato; ¢) producdo de malato; d) producédo de sacarose.
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Conclusodes

A temperatura é um fator chave na germinacdo de sementes e estabelecimento de
plantulas. Foinotado que o aumento de temperatura ndo reduziu de forma significativa a
germinacdo, sugerindo que sob altas temperaturas as sementes ativam mecanismos de modo a
compensar osefeitos do estresse e manter uma boa taxa de germinacdo. Através de uma
abordagem multiplataforma utilizando RMN de *H e GC-MS, foi possivel notar que aumento
da temperatura provocou mudancgas no metaboléma de sementes e plantulas de soja. No geral,
houve um aumento nos niveis de aminoacidos, que sdo metabolitos protetores contra estresses
abioticos. Intermediarios dos ciclos de Krebs foram reduzidos, o que sugere uma modulagdo do
metabolismo energético, a fim de fornecer energia para a germinacdo e estabelecimento de
plantulas. Nas sementes 0, 0 metabolismo energético também foi afetado positivamente pelo
aumento da Poxidagao de acidos graxos.

Compreender a assinatura metabdlica e os mecanismos que sao desencadeados quando
plantasenfrentam estresses abidticos como altas temperaturas podem ser importante para o
desenvolvimento de protocolos de plantio melhorados e de culturas mais resistentes,
especialmente no cenario ambiental em que temperaturas anuais tendem a aumentar.
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