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®

Perfis metabolomicos do solo/rizosfera
associados ao encarquilhamento foliar
da soja apos extracao por QUEChERS

Jodo Pedro Elias de Almeida‘, Isabely Amadeu Montanha®, Cesar de
Castro®, Fabio Alvares de Oliveira®, Marco Antonio Nogueira®, Clara
Beatriz Hoffmann-Campo®, Guilherme Julido Zocolo®

" Estudante de Ciéncias Bioldgicas, Instituto Federal do Parana, bolsista PIBIC/CNPg,
Londrina, PR. ®Estudante de Mestrado em Quimica Analitica, Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, PR. ® Pesquisador, Embrapa Soja, Londrina, PR.

Introducao

A soja (Glycine max (L.) Merrill) possui grande importancia econdmi-
ca para o Brasil, mas enfrenta disturbios ainda pouco compreendidos,
como o encarquilhamento foliar. Os sintomas incluem enrugamento
do limbo, clorose e alteragdes associadas ao ambiente radicular, com
ocorréncia relatada a partir do estadio V2 e persisténcia até o final
do ciclo (Cerezini et al., 2013; Neumaier et al., 2023a, 2023b). A me-
tabolédmica permite investigar alteragdes quimicas em matrizes com-
plexas e, associada ao preparo de amostras por QUEChERS/d-SPE,
acrébnimo em inglés de Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe (Rapido, Fécil, Barato, Eficaz, Robusto e Seguro), d-SPE, Dis-
persive Solid Phase Extraction (Extracdo em Fase Sdlida Dispersi-
va), que é a etapa de «limpeza» do método QUEChERS. Ela remove
impurezas e interferentes (como gorduras e pigmentos) do extrato
liguido da amostra e pode auxiliar na identificagdo de assinaturas
quimicas associadas ao solo e a rizosfera (Canuto et al., 2018; Gon-
zélez-Curbelo et al., 2022). O objetivo deste estudo foi detectar meta-
badlitos diferencialmente expressos e abundantes em solos de areas
com e sem sintomas de encarquilhamento foliar da soja, em condi-
¢des de campo.

Material e Métodos

Amostragem e estabilizagdo: foram avaliadas 14 unidades analiti-
cas, compostas por 5 amostras sintomaticas, 8 assintomaticas e 1
controle de qualidade (QC). As amostras foram estabilizadas em ul-
trafreezer (-80 °C), submetidas a dois ciclos de liofilizagdo de 48 h,
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maceradas, peneiradas em malha de 2 mm e separadas em aliquotas
de 5g.

Extracado QUEChERS/d-SPE: o solo foi hidratado com 5 mL de agua
ultrapura e extraido com 10 mL de acetonitrila acidificada a 1% de
acido formico. A partigao foi induzida com 4 g de MgSO, e 1 g de
NaCl, seguida de centrifugagao a 3.000 rpm por 10 min. Aliquotas de
6 mL do sobrenadante foram purificadas em d-SPE com 150 mg de
PSA, 15 mg de carbono grafitizado e 885 mg de MgSO,, centrifuga-
das por 5 min, filtradas em PVDF 0,22 um e enriquecidas com acido
antraceno-9-carboxilico como padrao interno (Vera et al., 2013; Zo-
colo; Amadeu, 2025).

Analise instrumental e estatistica: as analises foram realizadas em
cromatografia liquida de ultra-performance (UPLC) em um espectro-
metro de massas com fonte de ionizagao por eletronebulizagéo (ESI)
e analisador de tempo de voo com quadrupolo (QTOF), UPLC-ESI-
-QTOF (Xevo G3-XS, Waters), nos modos positivo e negativo, com
coluna C18 e fase mével composta por agua e acetonitrila, ambas
com 0,1% de &cido férmico. Os dados foram adquiridos em DDA (Da-
ta-Dependent Acquisition (Aquisicdo Dependente de Dados)), pro-
cessados para deteccao e alinhamento de picos e exportados para o
MetaboAnalyst 6.0. Aplicaram-se a normalizagdo por soma, o esca-
lonamento por Pareto, a Analise de Componentes Principais (PCA,
do inglés Principal Component Analysis), a Andlise Discriminante
por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA, do inglés Partial Least
Squares Discriminant Analysis) e a Analise Discriminante de Mini-
mos Quadrados Parciais Ortogonais (OPLS-DA), com avaliagdo por
R? (Coeficiente de Ajuste), Q* (Capacidade Preditiva), VIP (variavel
de Importancia na Projecao) e FDR (do inglés False Discovery Rate,
Taxa de Descobertas Falsas, sinbnimo g-value).

Resultados e Discussao

A analise nao supervisionada por PCA confirmou a estabilidade ana-
litica, com agrupamento compacto do QC, e indicou que a separacao
entre solos de plantas assintomaticas (H) e sintomaticas (W) depen-
deu do modo de ionizagéo. No modo positivo, houve ampla sobrepo-
sicao entre H, W e QC, enquanto, no modo negativo, os grupos He W
se distribuiram em regides distintas do espago multivariado. O quadro
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estatistico associado a PCA indicou maior contribuicdo da diferenca
H x W no modo negativo (R? = 0,49581; p ajustado = 0,00150), em
contraste com o modo positivo (R? = 0,02855; p ajustado = 0,47400).
Esse resultado sugere que a fragao do melhor discriminante do extra-
to do solo/rizosfera foi capturada por ions desprotonados ou por adu-
tos detectados no modo negativo, sem, contudo, excluir a presenca
de marcadores relevantes no modo positivo. O comportamento dos
scores e dos QCs é apresentado na Figura 1.
pca pos pca neg

Scores Plot Scores Plot

a) X b)

ol 5

s00

10000

200 10000 o 10000 a0 20000 o 2000

restarsw rea(msn

FModel R2 | pval  padj FModel  R2 pval  padj
HvsQC 118410 005107 |0.29900 |0.47400 HvsQC 404780 0.15540 0.04900 | 0.04900
HysW |0.70534 002855 |0.47400 |0.47400 HvsW 2360100 0.49581 0.00100 | 0.00150

QCvsW |0.71866 |0.04299 |0.40800  0.47400 QCvsW 2618100 0.62068 0.00100 0.00150

Figura 1. Andlise de Componentes Principais (PCA) dos perfis metabolémicos nos
modos (a) positivo e (b) negativo, com parametros estatisticos associados aos agru-
pamentos.

Nos modelos supervisionados, a PLS-DA evidenciou um contraste
mais nitido entre H e W no modo negativo, no qual o primeiro com-
ponente concentrou 43,8% da variagao discriminante, em compara-
¢ao com 17,2% no modo positivo. A inclusdo do QC entre os grupos
experimentais foi Util para verificar a deriva analitica e mostrou uma
distribuicdo coerente com a repetibilidade do método. Como a PLS-
-DA maximiza a separagao entre classes, a interpretagao foi mantida
como exploratéria e ancorada nos parametros de validagéo, a fim
de reduzir o risco de sobreajuste (Worley; Powers, 2013; Triba et al.,
2015). A separacgéo supervisionada obtida por PLS-DA é apresenta-
da na Figura 2.
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Figura 2. PLS-DA dos perfis metabolémicos nos modos (a) positivo e (b) negativo. H:
solo/rizosfera de plantas assintomaticas; W: solo/rizosfera de plantas sintomaticas;
QC: controle de qualidade.

A OPLS-DA reforgou a tendéncia observada na PLS-DA ao separar a
variagao preditiva da variagao ortogonal ndo diretamente relacionada
a classificagdo dos grupos (Trygg; Wold, 2002). No modo negativo,
o componente preditivo explicou 33,1% da variagcéo, superior ao ob-
servado no modo positivo (6,5%), o que corrobora a maior sensibi-
lidade desse modo para captar diferencas quimicas associadas ao
encarquilhamento. A distribuicdo dos grupos nos modelos OPLS-DA
é apresentada na Figura 3 e os parametros de desempenho sao re-
sumidos na Tabela 1.
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Figura 3. OPLS-DA dos grupos H e W nos modos (a) positivo e (b) negativo.
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Tabela 1. Parametros de desempenho e validagado dos modelos multivaria-
dos.

Modo de

Modelo iGnizacao Componentes R?*(cum)  Q?*cum)
PLS-DA Positivo 5 0,9130 0,7860
PLS-DA Negativo 5 0,9650 0,9230
OPLS-DA Positivo 1+2 ortho 0,9220 0,8180
OPLS-DA Negativo 1+1 ortho 0,9510 0,9240

Os indicadores de desempenho dos modelos supervisionados de-
monstraram maior capacidade de discriminagao interna no modo ne-
gativo, com Q?(cum) de 0,9230 para o PLS-DA e de 0,9240 para o
OPLS-DA. Esses valores, associados aos respectivos R?*(cum), indi-
cam bom ajuste e previsibilidade interna, mas nao substituem valida-
¢ao por permutagédo, CV-ANOVA e conjunto externo independente.
Portanto, os resultados devem ser interpretados como evidéncia ro-
busta para a priorizagao de marcadores candidatos, e ndo como um
modelo diagnéstico definitivo.

A priorizagdo dos biomarcadores putativos combinou consisténcia
estatistica, peso discriminante e reprodutibilidade analitica. As prin-
cipais features (Par tempo de retencdo_massa (tR_m/z)) sdo apre-
sentadas na Tabela 2. As principais features discriminantes incluiram
anotacgodes associadas a lipidios bacterianos e metabdlitos especiali-
zados fungicos, sugerindo que o encarquilhamento foliar pode estar
relacionado a alteragdes quimico-bioldgicas da rizosfera, e ndo ape-
nas a presenga isolada de um unico composto. No grupo W, o aci-
do 3-hidroxioctadecanoico foi o candidato mais consistente, com q =
0,000, VIP = 2,087 e CV = 5,59%, indicando uma associagao robusta
com solos de plantas sintomaticas. Esse composto pertence a classe
dos acidos graxos hidroxilados, moléculas frequentemente associa-
das ao lipidio A dos lipopolissacarideos de bactérias Gram-negativas,
sendo utilizadas como marcadores de origem bacteriana em ambien-
tes terrestres (Véquaud et al., 2021). Assim, sua maior abundancia
em W permite propor a hipétese de aumento de biomassa, renovagao
celular ou lise de bactérias Gram-negativas na rizosfera sintomatica.
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Tabela 2. Features discriminantes com anotagdes putativas e parametros
estatisticos selecionados por LC-MS/MS. H: maior abundancia em plantas
assintomaticas; W: maior abundancia em plantas sintomaticas.

Biomarcador

ID m/z T X Grupo Indicadores estatisticos
& putativo

Eremofilolidas g=0,016; VIP=3,363;

12 2771457 8,3262 (Par de isbmeros) H FC=1,1; CV=3,46%
i q=0,015; VIP=1,296;

3  313,2398 19,9538 Penicitide A H FC=11: CV=2,20%
Acido 3-OH-octa- g<0,001; VIP=2,087;

4 299,2603  9,7637 decanoico w FC=1,1; CV=5,59%
q=0,089; VIP=11,941;

6 278,1529 8,5619 Truncateol N H FC=1.1: CV=3.62%
. q=0,024; VIP=2,445;

7 177,0547 6,5501 Pyrenolide A H FC=1.3: CV=1,68%
9 2031794 84250  Hypocoprin B w 4=0,076; VIP=1,694;

FC=2,6; CV=15,62%

Embora a evidéncia funcional direta seja mais consolidada para 3-hi-
droxiacidos graxos de cadeia média, esses compostos podem atu-
ar como padrdes moleculares associados a microrganismos e ativar
respostas imunes vegetais, incluindo a produgdo de espécies rea-
tivas de oxigénio, a sinalizacao por MAPK e a expressdo de genes
de defesa (Desaki et al., 2006; Shang-Guan et al., 2018; Kutschera
et al., 2019; Mittler et al., 2022). Dessa forma, propde-se que o en-
carquilhamento esteja associado a uma condigao de estresse rizos-
férico crénico, na qual sinais lipidicos microbianos poderiam induzir
ativacao persistente de mecanismos de defesa, desequilibrio redox e
alteracdes sistémicas na fisiologia da soja. O Hypocoprin B, também
enriquecido em W, deve ser interpretado como marcador secunda-
rio, devido a q = 0,076 e CV = 15,62%; ainda assim, por se tratar de
sesquiterpenoide descrito em fungos, sua ocorréncia pode indicar re-
estruturacdo da comunidade fungica e intensificacdo de interacdes
competitivas na rizosfera sintoméatica (Jayanetti et al., 2015).

Em contraste, no grupo H, a maior abundancia de moléculas como
Eremofilolidas, Penicitide A, Pyrenolide A e Truncateol N indica uma
assinatura metabdlica distinta, possivelmente associada a metabdli-
tos especializados fungicos de natureza terpenoide, poliquetidica ou
lacténica. Eremofilanos fungicos apresentam ampla diversidade de
atividades bioldgicas, incluindo efeitos antimicrobianos, fitotoxicos e
moduladores das intera¢des ecoldgicas (Hou et al., 2014; Yuyama et
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al., 2017). Penicitide A foi descrito em Penicillium chrysogenum e as-
sociado a atividade antifungica moderada contra Alternaria brassicae,
enquanto Pyrenolide A foi originalmente descrito como substancia
morfogénica fungica produzida por Pyrenophora teres (Nukina et al.,
1980; Gao et al., 2011). Truncateol N, por sua vez, pertence ao grupo
dos truncateois, compostos isoprenilados isolados de fungos e asso-
ciados a bioatividade, embora, neste estudo, deva ser tratado como
candidato prioritario a validagédo por apresentar alto VIP e g = 0,089
(Zhao et al., 2015). Portanto, a predominancia desses metabdlitos em
H nao deve ser interpretada automaticamente como auséncia de ati-
vidade biolégica, mas sim como possivel indicativo de uma rizosfera
mais estavel, competitiva ou supressiva, na qual metabdlitos especia-
lizados fungicos podem contribuir para modular a microbiota e limitar
a instalacdo de comunidades associadas ao estresse vegetal. Essa
interpretacao € coerente com a literatura que reconhece o microbio-
ma da rizosfera como determinante da salde vegetal e da supressivi-
dade de doengas no solo (Berendsen et al., 2012; Contreras-Cornejo
et al., 2016). Como as identificagdes ainda séo tentativas, a hipétese
causal deve ser confirmada por padroes analiticos, autenticagédo es-
pectral, ensaios microbiologicos e validacdo em amostras indepen-
dentes, conforme recomendado para estudos metabolémicos nao
direcionados (Sumner et al., 2007).

Mesmo com essa limitagéo, os resultados ampliam a hipétese de que
o encarquilhnamento foliar esta associado a mudangas mensuraveis
no metaboloma do solo/rizosfera, especialmente em compostos ex-
traiveis por QUEChERS/d-SPE e detectaveis no modo negativo.

Conclusao

A metabolémica baseada em UPLC-ESI-QTOF, combinada a extra-
¢ao QUEChERS/d-SPE, diferenciou perfis quimicos de solos/rizosfe-
ras associados a plantas de soja com e sem encarquilhamento foliar.
O modo de ionizagdo negativo apresentou melhor discriminacgéo in-
terna. O acido 3-hidroxioctadecanoico e Hypocoprin B foram asso-
ciados ao grupo sintomatico, enquanto Eremofilolidas, Penicitide A,
Pyrenolide A e Truncateol N caracterizaram majoritariamente o grupo
assintomatico. A validagado quimica e estatistica independente é ne-
cessaria antes de atribuir fungédo ecoldgica ou uso diagndstico aos
biomarcadores propostos.
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