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RESUMO

As respostas das plantas a salinidade do solo tem sido investigada, porém, pouco se sabe sobre
como o excesso de NaCl afeta o metabolismo de diferentes o6rgdos da planta. Objetivou-se
investigar o efeito do estresse salino no crescimento e perfil metabolico de diferentes 6rgdos de
plantas de arroz. Utilizou-se plantas de arroz crescidas em solugdo nutritiva contendo diferentes
doses de NaCl (0, 16, 25 e 50 mM), analises comparativas de folhas, colmo e raiz a nivel i6nico
(Na" e K"), metabolico e de crescimento, usando material vegetal coletado de diferentes partes
da planta. Os dados foram comparados via andlise de variancia, teste de Tukey e analise
discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA). Como esperado, plantas sob estresse
salino apresentaram maiores concentra¢cdes de Na“ e reducdo na razdo K'/Na' na raiz.
Resultados similares foram encontrados nas diferentes por¢des do colmo (basal, médio e apice)
e das folhas basal e média sob quase todas as concentragdes de NaCl. No entanto, ndo houve
alteragdes nos niveis de Na*, K* e na razdo entre eles nas folhas do apice da planta, nas folhas
bandeiras e paniculas. O excesso de NaCl reduziu o crescimento das plantas, evidenciado pela
menor biomassa acumulada nos diferentes 6rgdos da planta. No entanto, somente a biomassa
da folha bandeira foi menor sob 16 mM de NaCl, quando comparado com o controle. A raiz foi
o Orgdo que apresentou menor numero de metabdlitos em que os niveis foram
significativamente alterados (apenas 4), quando comparado com o controle. No entanto, o perfil
metabolico da raiz foi o mais discrepante entre os 6rgaos, independente da presenga ou nao do
estresse. PLS-DA demonstrou que o Unico tratamento claramente separado do controle nos
diferentes o6rgaos da planta foi o de 50 mM de NaCl, embora essa separacao foi menos evidente
na panicula e folha bandeira. Ademais, sob 16 mM de estresse salino, uma separagao
interessante foi observada, em que trés grupos principais foram formados, compostos por raiz,
paniculat+colmo e folhas. Sob 25 mM de NacCl, as folhas bandeiras foram clusterizadas com os
colmos e panicula, e ndo com as folhas, enquanto sob 50 mM de NaCl, quatro grupos foram
formados, compostos por folhas, colmo+panicula, raiz e folha bandeira. Resultados de perfil
metabolico indicam uma forte discrepancia metabodlica entre as diferentes partes da planta e o
excesso de NaCl acentua essas diferengas espaciais na planta. As respostas idnicas, metabolicas
e de crescimento ao estresse salino variam fortemente conforme os diferentes 6rgaos da parte

aérea e radicular da planta de arroz.

Palavras-chave: Oryza sativa L; metabolomica; perfil metabdlico; variacdo espacial;

plasticidade metabdlica.



ABSTRACT

Although plant responses to soil salinity have been investigated, little is known about how
excess NaCl affects the metabolism of different plant organs. The aim was to investigate the
effect of the saline stress on the growth and metabolic profile of different organs of rice plants.
Rice plants grown in nutrient solution containing different doses of NaCl (0, 16, 25 and 50 mM)
were used. Comparative analyzes of leaves, stem and root were carried out at ionic (Na+ and
K+), metabolic and growth levels, using plant material collected from different parts of the
plant. The data obtained were compared using analysis of variance and Tukey's test, as well as
partial least squares discriminant analysis (PLS-DA). As expected, plants under saline stress
contain higher concentrations of Na+ and a reduction in the K+/Na+ ratio in the root. Similar
results were found in different portions of the stem (basal, middle and apex) and in the basal
and middle leaves under almost all NaCl concentrations. However, there were no changes in
the levels of Na+, K+ and the relationship between them in the apex leaves, flag leaves and
panicles of the plant. Excess NaCl harms plant growth, evidenced by the lower biomass
accumulated in the different organs of the plant as the NaCl concentration increases. However,
only flag leaf biomass was lower under 16 mM NaCl when compared to control.The root was
the organ that presented the lowest number of metabolites whose levels were significantly
altered (only 4), when compared to the control. However, the metabolic profile of the root was
the most discrepant among the organs, regardless of the presence or absence of stress. PLS-DA
stated that the only treatment clearly separated from the control in different organs of the plant
was 50 mM NaCl, although this separation was less evident in the panicle and flag leaf.
Furthermore, under 16 mM salt stress, an interesting separation was observed, in which three
main groups were formed, composed of root, panicle+stem and leaves. Under 25 mM NaCl,
the flag leaves were grouped with the culms and panicle, and not with the leaves, while under
50 mM NaCl four groups were formed, composed of leaves, stem-+panicle, root and flag leaf.
The metabolic profile results show that there is a strong metabolic discrepancy between the
different parts of the plant, which is independent of the presence of stress, but that excess NaCl
accentuates these spatial differences in the plant. The ionic, metabolic and growth responses to

salt stress vary strongly according to different shoot and root organs of the rice plant.

Keywords: Oryza sativa L; metabolomics; metabolic profiling; spatial variance; metabolic

plasticity.
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1 INTRODUCAO

Arroz (Oryza sativa L.) ¢ uma cultura alimentar basica importante, sendo cultivada
em areas como Asia, América Latina e Africa, com a producao de mais de 700 milhdes de
toneladas métricas no ano de 2017-2018 em uma area de aproximadamente 160 milhdes de
hectares (Razzaq et al., 2019). No mercado mundial de arroz, a produgdo global em 2023/24
esta projetada em um recorde de 518,1 milhdes de toneladas, 5,1 milhdes de toneladas a mais
que o ano anterior. Em dezembro de 2023, a revisao da produgao da Argentina, Paraguai, Coreia
do Sul e Tailandia o que compensou ligeiramente as revisdes em baixa da Colombia, Haiti,
Mogambique ¢ Uganda. O uso doméstico e residual global em 2023/24 ¢ projetado em um
recorde de 525,0 milhdes de toneladas (Childs; Lebeau, 2023).

E o segundo cereal mais cultivado no mundo, compondo a base da dieta de
aproximadamente trés bilhdes de pessoas e particularmente no Brasil € um alimento tradicional
e altamente consumido (Horn et al., 2023). Dados de abril/2024 da safra 2023/24 mostram que
a média ponderada na semeadura de arroz pela area total semeada dos estados de Tocantins
(TO), Maranhao (MA), Mato Grosso (MT), Goids (GO), Santa Catarina (SC) e Rio Grande do
Sul (RS) juntos correspondem a 88% da area cultivada no Brasil (Companhia Nacional de
Abastecimento, 2024). Porém, apesar do arroz possuir extrema importancia econdmica e alto
nivel de producdo, estresses abidticos causados pelas mudancas climdticas e ainda mais
sobrecarregado pela crescente competi¢do para recursos escassos como terra e agua, limitam a
producdo de colheitas para suprir a demanda crescente da populagdo humana (Shahid; Zaman;
Heng, 2018).

A irrigagdo € a pratica agricola que utiliza um conjunto de equipamentos e técnicas
para suprir a deficiéncia total ou parcial de dgua para as plantas. No RS, em determinadas
épocas do ano, a dgua utilizada para irrigagdo pode ser contaminada com dgua do mar, elevando
a concentracao de sais no solo, prejudicando o desenvolvimento da cultura do arroz. Dentro
desse contexto, 0 manejo inadequado em areas com as aguas de baixa qualidade, influencia ao
aumento do estresse salino nessas culturas

A salinizacdo estd aumentando rapidamente em escala global e atualmente afeta
mais de 10% das terras ardveis, o que resulta em um declinio dos rendimentos médios das
principais culturas superior a 50% da producao (Wang et al., 2009; Kleine et al., 2021). Os
niveis de produtividade sdo diretamente afetados com o aumento de sais no solo devido aos
efeitos osmoticos iniciais e, consequentemente, aos efeitos idnicos que diminuem 0s processos

chaves de desenvolvimento, como a producao de graos. Nesse contexto, entender como as
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plantas de arroz respondem a salinidade do solo pode fornecer subsidios tedricos e praticos para
melhorar as condi¢des de crescimento e produgdo de arroz em escala global. Além disso,
considera-se de extrema importancia entender como as plantas de arroz respondem a essas
condi¢gdes adversas para a melhoria de culturas mais tolerantes aos efeitos negativos da
salinidade.

Sabendo que as respostas a salinidade e sua tolerancia sao diferentes nos distintos
estadios de desenvolvimento, torna-se uma caracteristica complexa a ser estudada. Com isso,
faz-se necessario investigar como o arroz responde aos constantes contatos a doses de NaCl
para mimetizar essas areas de produgao afetada (Gheyi et al., 2016).

O excesso de sal induz efeitos adversos em processos morfoldgicos, fisiologicos e
bioquimicos. Em parametros morfofisioldgicos, os efeitos incluem a inibi¢do da germinagao, o
retardo do crescimento de raizes e brotos, inibi¢ao do crescimento e fotossintese, resultando em
biomassa reduzida e esterilidade parcial do grao, o que leva a diminuicao da produgao de arroz
(HAQUE et al., 2021). Os efeitos osmdticos, incluidos também nas respostas fisiologicas, sao
as modificag¢des no potencial osmotico da planta, reduzindo o transporte da 4gua. Com relacao
aos efeitos bioquimicos, tem-se a superproducao de radicais livres nos cloroplastos, diminuindo
a concentragdo de gas carbonico e ocorrendo o fechamento dos estomatos (Ma; Dias; Freitas,
2020; Razzaq et al., 2020; Marcondes; Garcia, 2021). Além disso, ha também a reducao na
disponibilidade de NADP* que ¢ aceptor de elétrons do fotossistema 1(FS1), ocorrendo a
geracdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) a partir da hidrolise da dgua, que causam
reagdes toxicas mediadas por O2” e H2O2 que prejudicam as membranas celulares, levando a
morte celular. A morte celular ¢ caracterizada pelo aparecimento de manchas amareladas nas
folhas principalmente, sendo entdo o sintoma visual predominante para avaliar o efeito do
estresse salino (Silva, 2022; Cunha, 2023). Porém, para se obter um delineamento mais preciso
do metabolismo vegetal durante essas respostas bioquimicas e fisiologicas, desperta-se a ideia
de entender como sdo afetadas as rotas metabolicas e quais sao os metabolitos presentes nessa
resposta molecular.

As respostas moleculares podem ser estudadas por ferramentas analiticas. A
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) € o principal equipamento
utilizado para separar, identificar e quantificar compostos volateis e de at¢ 1kDA de massa,
incluindo agucares, alcoois de agucar, aminodcidos, acidos organicos e poliaminas (Obata;
Fernie, 2012). Com isso, estudos metabolomicos podem ajudar a identificar os principais
possiveis metabolitos uteis como indicadores de adaptabilidade das espécies ao excesso de sal,

a detectar os ajustes de grupos de compostos envolvidos na mediagdo da tolerancia ao estresse
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como osmorreguladores, e a investigar a flexibilidade de uma espécie de reorganizar as
principais vias metabolicas para tolerar os efeitos adversos do estresse. Dentre as vias
metabolicas, o estresse salino induz o acimulo de componentes do metabolismo primario,
destacando-se o metabolismo do carbono com moléculas como sacarose, tagatose, psicose,
glucoheptose, idose, allose, talose, lactulose e celobiose, € o 4lcool de agucar (inositol) e o
metabolismo do nitrogénio com alantoina, ureia e glutamina (Slama et al., 2015; Rajkumari et
al., 2023). Entretanto, existem poucos estudos referentes ao acimulo desses metabolitos nos
diferentes 6rgdos de plantas de arroz, mostrando uma deficiéncia no entendimento da planta
como um todo.

No contexto da variacdo espacial, plantas sdo organismos sésseis com partes
semiautonomas constituidas por diversos modulos, dentre estes tem-se as partes aéreas com
folhas senescentes, folhas intermediarias e colmo, e partes radiculares (Lima Neto et al., 2021).
Esta divisdo espacial destaca a variagdo como um componente crucial a ser investigado e para
uma compreensao da planta ¢ essencial integrar dados de seus diferentes 6rgdos. Embora haja
numerosos estudos comparativos entre folhas bandeira e folhas senescentes) quando se trata da
relacdo fonte-dreno (Pandey et al., 2021), a pesquisa integrativa que abrange folhas, colmo e
raiz de forma sistematica € escassa, especialmente utilizando ferramentas de bioinformatica
integrativas.

Com o intuito de examinar os efeitos prolongados do estresse salino no
metabolismo das plantas, propde-se a andlise da adigdo de sal em intervalos e em doses
diferentes, seguido por periodos de recuperacdo subsequentes (ciclos de estresse), visando
compreender o impacto cumulativo no arroz. Essa abordagem visa identificar os niveis minimos
necessarios para induzir modulagdes fenotipicas significativas, ao mesmo tempo em que se
busca fortalecer a imunidade e promover o crescimento das plantas (Gomes, 2022; Villagomez-
Aranda et al., 2022). Essa pesquisa assume extrema importancia para a produgdo global de
arroz, pois ajuda a mitigar os efeitos adversos e as respostas varidveis as diferentes doses de

estresse salino em grandes plantagdes.

1.1 Defini¢ao de orgaos fonte-dreno e o metabolismo vegetal

A assimilagdo de carbono nas plantas ocorre principalmente nas folhas, que
convertem o carbono em glicose e outros agucares para transporte para os 6rgaos dreno, como
raizes e frutos e, para o crescimento vegetal (Dong; Beckles, 2019). Esse transporte pelo floema

€ crucial para o desenvolvimento das plantas, sendo afetado por estresses ambientais. Durante
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o desenvolvimento do arroz, as paniculas sdo os principais dreno, enquanto as folhas sdo as
principais fontes de carboidratos, e fatores como a idade das folhas influenciam diretamente a
atividade fonte-dreno e, consequentemente, o rendimento das culturas (Paul; Foyer, 2001;
Durand et al., 2018). Com isso, torna-se importante entender quais mecanismos sao utilizados
para o transporte de carbono.

Os carboidratos assimilados tém trés destinos principais: armazenamento, alocacao
de energia para 6rgdos dreno e uso como precursores para vias metabdlicas (Albacete;
Martinez-Andujar; Pérez-Alfocea, 2014; Smith; Rao; Merchant, 2018; Rosado-Souza et al.,
2023). A regulacdo do "particionamento de carboidratos" entre diferentes 6rgaos € crucial para
o crescimento e desenvolvimento das plantas. Fatores ambientais, como estresse abidtico,
afetam essa relacdo, influenciando a senescéncia prematura das folhas, o acumulo de
assimilados e a atividade fotossintética, caracteristicas da atividade fonte-dreno (Figura 1)
(Durand et al., 2018; Zhang et al., 2021).

Dentre os carboidratos importantes para a dindmica fonte-dreno, a sacarose
desempenha um papel fundamental no transporte de agucares entre Orgdos das plantas,
regulando a sinalizacdo fisiologica e celular e atuando como um osmoprotetor importante
(Chourasia et al., 2021; Saddhe; Manuka; Penna, 2021). Em resposta ao estresse ambiental,
enzimas catabdlicas como a invertase e a sintase de sacarose convertem a sacarose em glicose,
frutose e UDP-glicose. Outros agticares, como a trealose, também desempenham papéis
cruciais, atuando como osmolitos e protegendo a integridade da membrana. Metabdlitos como
trealose-6-fosfato (T6P) regulam a fotossintese e o metabolismo de agtcares, influenciando
diretamente o nivel de sacarose por meio de um mecanismo de feedback negativo. Os frutanos,
sintetizados no vacuolo, sdo essenciais para a estabilidade da membrana e sdo regulados por
fructosiltransferases. Portanto, agucares, fosfolipidios e osmdlitos orginicos sdo fundamentais

para o entendimento das respostas da planta ao estresse salino.
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Ambiente

Atividade Dreno
(crescimento e
armazenamento)

Atividade Fonte
(fotossintese)

Figura 1 — Principais influéncias das mudancas nas condi¢cdes ambientais na relagdo entre a
dindmica fonte-dreno.
Adaptado de Smith et al (2018).

1.2 Efeitos do estresse salino em plantas

A salinidade do solo representa um desafio significativo para a agricultura devido
ao seu impacto negativo na produtividade das culturas (Huong; Anh; Tran et al., 2020). O
excesso de sal inibe diversos processos essenciais nas plantas, como germinagdo, crescimento
de raizes e fotossintese, levando a reducdo da biomassa, especialmente evidente em culturas
sensiveis como o arroz. Além disso, ocorre a superprodugdo de radicais livres nos cloroplastos,
resultando em danos celulares e morte celular, o que pode ser observado visualmente por meio
de manchas amareladas nas folhas (Fraga et al., 2010).

A compreensdo desses mecanismos € essencial para o desenvolvimento de
estratégias eficazes de mitigacao e adaptacdo. Biomarcadores como a prolina e os agticares sao
utilizados para monitorar o estresse salino e auxiliar na aclimatacdo das plantas ao ambiente
adverso, reduzindo os danos causados pelo excesso de radicais livres e combatendo o estresse
oxidativo (Slama et al., 2015; Munns et al.,, 2020) No entanto, ainda ha muito a ser
compreendido sobre os processos-chave envolvidos na adaptacdo das plantas ao estresse
abidtico, principalmente no recorte do metabolismo primadrio e secundario.

Os mecanismos de tolerancia ao sal envolvem tanto ajustes fisiolégicos, como a
exclusdo i0nica e a compensagao osmatica, quanto respostas moleculares complexas, incluindo
a percepg¢ao de sinais no citosol e a expressao de genes relacionados ao estresse (Figura 2). Para

enfrentar o estresse salino, as plantas empregam uma variedade de respostas metabdlicas e
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moleculares. Isso inclui a produ¢do de osmoprotetores, como prolina, glicina betaina, trealose
e mio-inositol, que protegem as células da desidratacdo e da salinidade (Kumar et al., 2013;

Shahzad et al., 2022).

| o . |
| Crescimento e divisdo celular ‘ I

|

Toleréncia ao
estresse salino

Figura 2 — Mecanismo de resposta das plantas ao estresse salino.
Adaptado de Kumar et al (2013).
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2 HIPOTESE

As respostas metabolicas de plantas de arroz submetidas ao estresse salino
apresentam variagoes espaciais entre as diferentes folhas, partes do colmo e raiz, com diferencas
conforme a intensidade do estresse, sendo essas respostas associadas as vias metabdlicas

adaptativas em cada local da planta.

3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Investigar o efeito do estresse salino no crescimento e perfil metabdlico de

diferentes 6rgdos de plantas de arroz

Objetivos Especificos

- Avaliar a capacidade de aclimata¢do das plantas em diferentes niveis de estresse
salino.

- Analisar o efeito do estresse salino no acimulo de biomassa de diferentes 6rgaos
de plantas de arroz.

- Avaliar a variabilidade espacial das respostas metabolicas de 6rgaos fonte e dreno
de plantas de arroz sob diferentes intensidades de estresse salino.

- Avaliar quais metabdlitos primarios sdo responsivos ao estresse salino nos

diferentes 6rgaos de plantas de arroz.
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4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal e condicoes de crescimento

O experimento foi feito em esquema fatorial 4 x 9, sendo 4 niveis de concentracio
de NaCl (0, 16 mM, 25 mM e 50 mM) e 9 partes da planta analisadas (raiz, folha bandeira,
panicula e trés partes das folhas e colmo (basal, mediana e apical), escolhidas para avaliar os
diferentes tecidos e 6rgdos aos efeitos adversos da salinizacao (Figura 3).

Destaca-se que a folha bandeira nas plantas de arroz € a dltima a surgir num caule
florido maduro, indicado a transic@o do crescimento da lavoura para a produgdo dos graos sendo
a folha mais importante com para o potencial de rendimento, pois € nela que a fotossintese
fornece a maioria dos carboidratos necessarios para o enchimento dos graos (Acevedo-Siaca et
al.,2021). Ja a panicula € uma inflorescéncia (conjunto de flores) do arroz. Localiza-se sobre o
dltimo entrené do caule. E composta pelo rdquis, que possui nds, em nimero de 8 a 10, dos
quais saem as ramificagdes primdrias que, por sua vez, dao origem as ramificagdes secunddrias
(Guimaraes; Fageria; Barbosa Filho, 2002).

Os niveis de concentragdo salina utilizados foram de 16 mM, baseado no estudo de
Granja (2010), 25mM e 50mM, de acordo com estudos anteriores do grupo de pesquisa a que
faz parte esse estudo. A menor concentracao foi utilizada com o intuito de mimetizar as culturas
de irrigacdo com dguas contaminadas em baixas doses. As concentragdes foram consideradas
como niveis diferentes de estresse, sendo o controle a auséncia de estresse, 16 mM de NaCl
considerado leve, 25 mM de NaCl considerada moderada e 50mM de NaCl considerada severo,
com base em estudos anteriores (Negrao et al., 2011).

As sementes foram primeiramente desinfestadas com soluc@o de hipoclorito de
sodio 1,5% por 15 minutos, seguido da lavagem com dgua esterilizada e depois colocadas para
germinar em papel Germitest embebido em dgua destilada, na propor¢ao de 2.5 vezes o peso
seco do substrato. Os rolos de papéis com as sementes foram colocados em uma camara de
crescimento a temperatura de 30 °C e um fotoperiodo (12:12) por dez dias, periodo suficiente

para que o coledptilo pudesse apresentar um tamanho aproximado de Scm.
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Folha Bandeira
Panicula
Folha Apice
Colmo Apice

Folha Média
Colmo Médio

Folha Base
Colmo Base

Raiz

Figura 3 — Esquema das quantidades de vasos e 6rgaos/partes da planta que foram coletados.
Fonte: Elaborada pela autora

Ap06s o periodo na camara, as sementes foram transferidas para suportes de isopor
fixados em potes de 3,7 L, com as raizes completamente submergidas em solucao nutritiva de
Hoagland (Hoagland; Arnon, 1950). Apds o periodo de aclimatagdo e atingir o estadio V6, as
plantas receberam o tratamento de adi¢do de sal nas proporcdes descritas anteriormente e
seguindo o esquema: 7 dias sob estresse salino e 3 dias sob recuperagdo apenas com solucao
nutritiva de Hoagland, sendo trocada a cada fim dos periodos, totalizando duas trocas por ciclo
(Figura 4). No final do experimento, 2 ciclos de estresse e recuperacdo seguidos foram
contabilizados e a coleta ocorreu apds um terceiro e ultimo ciclo de estresse (41 dias continuos),
quando as plantas ja estavam no estadio reprodutivo RS, evidenciando o aparecimento da

diferenciagdo da panicula.

[ Hoagland
Il 7 dias sob Hoagland + NaCl

3 dias de recuperacdo sobh Hoagland

Controle |
NaCl 16mM R R-cu. BN Recup-
NaCl 25mM rRecup. HTEDEREN Recvr- TSN
NaCl 50mM |—.— Recup. INNIERESEEE Recup.

Estadios de Ve
desenvolvimento

COLETA

Figura 4 — Delineamento experimental. Plantas de arroz no estddio V6 foram submetidas a dois
ciclos de estresse salino, considerado como 7 dias sob excesso de NaCl seguidos de 3 dias de
recuperagdo com solucdo nutritiva de Hoagland.

Nota: Apds esses dois ciclos, as plantas foram novamente submetidas ao excesso de NaCl por
7 dias, quando entdo foram coletadas para andlises de crescimento e bioquimicas.

Fonte: Elaborada pela autora
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4.2 Caracterizacao ionica

4.2.1 Concentracdo de Sodio e Potdssio

Ap0s a coleta do material, foram feitas as medi¢des de sodio e potassio, utilizando
o método por fotometria de chama. A fotometria de chama ¢ uma técnica espectroscopica de
emissdo em que a amostra em solugdo ¢ introduzida na chama em forma de aerossol
(nebulizada). A fungdo da chama neste caso € excitar os elétrons nos ions (cations) constituintes
da amostra. A radiacdo emitida (que ¢ diretamente proporcional a concentragdo do ion na
amostra) ¢ entdo quantificada através de uma célula fotoelétrica, a qual conectada a um
galvandmetro permite a avaliacdo da concentracdo do ion que fora excitado, por comparagao
com solugdes padrdes. Entdo, foram transferidos 50,0 mg do material liofilizado para tubos de
ensaio (com rosca e tampa), depois adicionado 20 mL de dgua deionizada e levados ao banho-
maria por 1 hora a 100 °C. Apos a extragdo o extrato foi filtrado e coletado o sobrenadante
(extrato total) para posterior determinacdo de sodio e potassio. De posse das leituras
fotométricas das amostras, proceder os céalculos das concentragdes de Na“ e K, tendo como
referéncia as equacdes obtidas para as curvas padrdes e os resultados sdo expressos em mol

Na®.kg! de matéria seca e mol K* kg 'matéria seca.

4.2.2 Concentracdo de Cloreto

O método de concentracdo de cloreto por titulacdo foi utilizado baseado nos
trabalhos de Lacroix, Keeney e Walsh (1970). O cloro extraido pela solu¢do de nitrato de calcio
(Ca (NOs3)2), na forma de ion cloreto foi titulado com solucdo padronizada de nitrato de prata
(AgNO:3), na presenca de cromato de potassio (K2CrO4) como indicador. O ponto final da
titulacao ¢ identificado pela coloracdo vermelha, resultante da formagao de cloreto de prata
(AgCl) depois de toda a precipitacdo do cloreto, pois o cromato de prata € mais soluvel que o
cloreto de prata. Apos a titulagdo, € calculado a porcentagem de cloreto no material vegetal pela
formula: % CI- = (V1 - VO) * fc.

Onde: V1 = Volume gasto de AgNOs na titulagdo da amostra, em ml; VO = Volume

gasto na titulagdo da prova em branco, em ml; fc = fator de correcao da solucao de AgNOs.
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4.3 Extravasamento de eletrolitos (dano de membrana)

Para analisar e quantificar o nivel de estresse oxidativo das plantas, foram realizadas
medicoes de dano de membrana utilizando a metodologia de extravasamento de eletrélitos. O
método baseou-se em avaliar indiretamente os danos, nas membranas, causados pelo
tratamento. A estimativa do dano de membrana (DM) em vegetais foi utilizada como ferramenta
para avaliagcdo da integridade celular. Essa medida baseou-se no vazamento de eletrolitos das
células para o meio extracelular, que foi obtida por meio de medidas de condutividade elétrica
em meio liquido contendo segmentos do tecido. Essa medida de dano de membrana teve o
objetivo de avaliar a perda da integridade da estrutura de membranas celulares, o que indicou
um mau funcionamento do organismo. Para a obtencdo desses dados, foi calculada uma razao
entre o conteudo de substancias eletroliticas presentes no apoplasto e o conteudo total de
eletrélitos (obtido apds fervura), seguindo a formula: %DM = C1/ C2 * 100.

Onde: %DM = percentual de danos de membrana; C1 = Condutividade inicial; C2
= Condutividade final.

4.4 Extracio e Analise metabdlica

ApOs a coleta, as amostras foram liofilizadas e armazenadas em freezer a -80 °C. A
extracdo de metabolitos polares das folhas, dos colmos e das raizes foi realizada de acordo com
Lisec et al. (2006). Primeiramente, 50 mg de tecidos macerados foram pesados e
homogeneizados no Thermoshaker por 3 minutos a 15 Hz. Em seguida, foram adicionados 700
puL de metanol 100% e 30 pL de solugdo estoque de ribitol como padrdao quantitativo interno.
A mistura foi aquecida a 70 °C por 15 minutos e centrifugada a 12.000 g. Posteriormente, uma
aliquota de 500 pL foi transferida para um novo tubo de 2mL, ao qual foi adicionado
cloroférmio, com posterior agitacao no vortex por 15 segundos. Esse processo foi repetido apds
a adicao de agua MiliQ para promover a separacdo das fases polar e apolar, que através da
centrifugacdo por 15 minutos a 10.000 Rgf.

Uma aliquota de 200 pL do sobrenadante foi seca em SpeedVac por no minimo 12
horas e ressolubilizada em 20 pL de solucdo de cloridrato de metoxiamina em piridina
(10mg/0,5mL de piridina). A solugdo foi mantida a 37 °C por 120 minutos para formagao de
oximas, bloqueando a interconversao de estruturas ciclicas e a acilagdo de agucares redutores,
ou seja, evitando a mutarotacdo (Gullberg et al., 2004). Em seguida, 35 pL de N-metil-N-

(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA) foram adicionados a cada microtubo, que foi
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aquecido a 37 °C por 30 minutos, concluindo o processo de derivatizacao.

Os cromatogramas foram obtidos utilizando cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS, QP-PLUS 2010, Shimadzu, Japao). Uma aliquota de 1,0
uL de amostra foi injetada em modo split (propor¢ao 1:10) em uma coluna capilar RTX-5MS
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um) para separar os metabolitos. A vazao do gas de arraste (He) foi
ajustada para 1,2 mL/min, e o forno foi programado com uma temperatura inicial de 80 °C por
2 minutos, aumentando a 10 °C/min até¢ 315 °C, sendo mantido nessa temperatura por 8
minutos. A temperatura de inje¢ao e da fonte de ions foi mantida a 250 °C, e a temperatura da
interface do espectrometro de massa foi ajustada para 230 °C. O espectrometro de massa foi
operado a 70 eV (ionizagdo eletronica, EI). A faixa de varredura utilizada abrangeu a razao
massa-carga de 40—700 (m/z), iniciada apos o tempo de corte do solvente de 4 minutos. Tanto
0 cromatograma quanto a analise espectral de massa foram processados utilizando o software
MassHunter B.07.00 da Agilent Technologies.

A identificagdo dos compostos foi baseada em seus tempos de retengdo espectral de
massa e fragmentacdo, utilizando os espectros de massa da biblioteca NIST, além dos tempos
de retencdo de metabolitos padrao previamente realizados com base no banco de dados Golm
Metabolome Database. O nivel relativo de cada metabolito foi determinado dividindo-se sua
respectiva area de massa de pico mais alta pela area de massa de pico mais alta do padrdo
interno (ribitol, Sigma-Aldrich) e, posteriormente, pela massa fresca utilizada na extragdo. A
quantifica¢do relativa dos metabdlitos para folhas e raizes foi carregada separadamente no

servidor MetaboAnalyst 5.0 (//www.metaboanalyst.ca) para analises estatisticas.

4.5 Analise Estatistica

Diferengas significativas entre os tratamentos foram determinadas usando analise
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (P < 0.05) usando o software Minitab versao 21.1.0
(Minitab Inc., State College, PA, USA). Os dados de perfil metabdlico foram analisados por
Andlise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) usando a plataforma
Metaboanalyst® 5.0 (Chong et al., 2018). Os dados de perfil metabolico foram normalizados

por raiz cubica e usando a opgao pareto scaling na mesma plataforma.
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros de crescimento e sintomas visuais de estresse

Foram observados sintomas de estresse logo na primeira semana apds adicdo do
NaCl na solugdo nutritiva. A altura das plantas foi uma caracteristica fenotipica importante para
aclimatagao com diferengas perceptiveis. Plantas dos vasos controle mantiveram o crescimento
esperado durante todo os ciclos de estresse, enquanto os demais tratamentos apresentaram
retardamento do crescimento (Figura 5). O estresse salino aumentou a incidéncia de sintomas
de clorose nas plantas, inclusive em folhas mais novas, sendo mais evidente no tratamento de
estresse mais severo. As plantas de vasos do tratamento 50 mM apresentaram sintomas de

clorose mais evidente em comparacdo as plantas sob 16 mM e 25 mM de NaCl (Figuras 6-9).

5.2 Caracterizacdo do nivel de estresse salino e o efeito no crescimento dos diferentes

orgaos de plantas de arroz

Plantas sob estresse salino exibem aumentos substanciais nas concentra¢des de Na*
e CI' bem como alteragdes nas concentracoes de K* em seus tecidos (Batista er al., 2019).
Assim, visto que nosso trabalho envolve a investigacao dos efeitos do estresse salino de forma
espacial na planta, diferentes 6rgaos das plantas foram coletados separadamente para analise de
Na*, K" e Cl-. Maior acimulo de Na* foi observado na raiz, colmos (basal, médio e dpice) e
folhas (basal e médio) sob quase sob todas as concentracdes de NaCl. Embora a variacdo das
concentragdes de K* foram menores do que de Na* nesses orgdos, a razdo K*/Na* foi
substancialmente reduzida na raiz, colmo e folhas basais sob todas as concentracdes de NaCl.
Interessantemente, ndo houve alteracdes nos niveis de Na*™ e K* nas folhas dpice, folha bandeira
e panicula, com excec¢do de um aumento e diminuigdo na concentragdo de K* na folha bandeira
e panicula respectivamente sob 50 mM de NaCl (Figura 10). No que concerne as concentragdes
de cloreto, observamos um aumento na concentragdo deste ifon em todos os 6rgdos de acordo
com o aumento da concentracdo de NaCl aplicada, sendo o tratamento de 50 mM o com maior
contraste ao controle, com excecao das folhas basais (Figuras 11 e 12).

Nao houve alteracdes nos danos de membrana (DM) em plantas submetidas ao
estresse salino (Figura 13). No entanto, o crescimento foi substancialmente afetado pelo excesso

de NaCl. Enquanto a altura da planta e os nimeros de folhas, paniculas e perfilhos diminuiram,
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o comprimento da raiz aumentou de acordo com os aumentos das concentragdes de NaCl
(Figuras 14 e 15).

Posteriormente, determinou-se a biomassa acumulada nos diferentes 6rgaos da
planta. A biomassa total da planta, da parte aérea, da panicula bem como de todas as folhas e
todas as partes do colmo diminuiram com o aumento da concentracdo de NaCl, em que as
reducdes foram significativas somente sob 25 mM e 50 mM de NaCl, comparado com o
controle. J4 a biomassa da folha bandeira foi reduzida em todas as concentracdes de NaCl,
incluindo 16 mM. Nao houve diferengas no acimulo de biomassa nas folhas mortas, raizes e
na razdo parte aérea/raiz (Figura 16). Comparando as folhas e as partes do colmo da base,
porcao mediana e apical da planta, a redug@o no crescimento imposta pelo estresse salino variou
de acordo com o local e 6rgdo. No colmo, ndo houve alteracido no acumulo de biomassa na parte
apical, enquanto nas por¢des média e basal a redugdo foi progressiva de acordo com o aumento
na concentracdo de NaCl. Nas folhas, ndo houve alteracdo no acimulo de biomassa na parte
basal, enquanto somente a concentracao de 50 mM NaCl reduziu esse parametro nas folhas ao

apice e medianas (Figura 17).

5.3 As respostas metabdlicas ao estresse salino variam entre os érgaos de plantas de arroz

Diferentes partes de plantas de arroz foram congeladas separadamente para andlise
de perfil metabdlico usando uma plataforma de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS) que identifica principalmente metabolitos primarios (Lisec et al., 2006).
Foram identificados entre 27 e 42 metabdlitos entre os grupos (Tabela 1).

A raiz foi o 6rgdo que apresentou menor nimero de metabdlitos significativamente
alterados (apenas 4), quando comparado com o respectivo controle (Figura 18). Nos outros
orgdos, o numero de metabdlitos significativamente alterado variou entre 10 nas folhas (basal,
média e dpice), 14 nos colmos (basal, média e 4pice), 16 na folha bandeira e 9 na panicula
(Figure 19-21). Em comum, nota-se o acimulo de valina na raiz, folha basal, folha 4pice e
panicula sob diferentes concentragdes de NaCl. Ademais, os niveis de malato foram menores
nas folhas (basal, média e dpice) em quase todas as concentragdoes de NaCl bem como no colmo
médio nas trés concentracdes de NaCl (Figuras 19-20). No entanto, as raizes apresentaram
aumento na concentracdo deste metabdlito, assim como de citrato e piroglutamato sob 50 mM
de NaCl (Figura 18). Interessantemente, os niveis de diversos metabdlitos como asparagina,
erythronic acid, valina e glicose apesentaram aumento e diminui¢do na panicula e folha

bandeira em resposta ao sal, respectivamente (Figura 21).
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Esses dados foram posteriormente analisados via PLS-DA (Partial Least Square
Discriminant Analysis), para verificar o quao diferente foram as respostas ao sal em relag@o ao
controle em cada 6rgdo. Os resultados demonstraram que o Unico tratamento claramente
separado do controle foi o de 50 mM de NaCl, em que foi separado do controle pelo componente
I na raiz, folhas (basal, média e dpice) e colmos (basal, média e dpice). No entanto, essa
separacdo foi menos evidente na panicula e folha bandeira, em que uma certa intersec¢do entre
todos os tratamentos (controle e NaCl) foi observado (Figura 22). Tomados em conjunto, esses
resultados sugerem que as respostas metabdlicas a salinidade variam fortemente entre os 6rgaos
e até mesmo entre 6rgaos de diferentes partes da planta (basal, média e 4pice), porém em menor

grau.

5.4 Diferencas espaciais nas respostas metabélicas de plantas de arroz ao estresse salino

Como forma de melhor entender as respostas metabdlicas espaciais nas plantas de
arroz, os diferentes Orgdos foram comparados entre si nas diferentes doses de sal.
Primeiramente, foi crasido um diagrama de Venn com dados oriundos da andlise de variancia
realizada para desvendar quais metabdlitos diferem estatisticamente entre os 6rgdaos em cada
tratamento. 14 metabolitos foram identificados com alguma diferenca estatistica entre os 6rgaos
independente da condi¢c@o da planta (estressada ou ndo). Dentre estes metabolitos, destaca-se
os niveis de glicose e metabdlitos do ciclo de Krebs (malato, succinato, 2-oxoglutarato e
citrato), além de outros (Figura 23). Diversos metabodlitos foram encontrados nas intersec¢oes
dos diferentes niveis de estresse salino, sendo que tagatose, serina, piroglutamato, glicoheptose
e asparagina apresentaram diferencas significativa entre os 6rgaos sob excesso de NaCl.
Metabdlitos sabidamente responsivos a diversos fatores de estresse abidticos como valina, myo-
inositol, sacarose, trehalose, alanina e treonina diferiram entre os 6rgdos somente sob 25 mM
de NaCl. Oxaloacetato, dcido quinico e glutamato foram encontrados na intersec¢ao 16x25 mM
enquanto lactato e GABA foram encontrados na intersec¢ao 25x50 mM de NaCl (Figura 23).
Esses resultados indicam que ha uma forte discrepancia metabodlica entre as diferentes partes
da planta, que € independente da presenca de estresse, mas que o excesso de NaCl acentua essas
diferencas espaciais na planta, em que outros 16 metabdlitos apresentam diferencas entre os
orgdos sob NaCl.

Os diferentes orgaos foram também comparados via PLS-DA. De maneira geral, a
raiz foi o 6rgao mais discrepante, independente da presenca ou nao do estresse, sendo separado

dos demais tratamentos no controle e sob NaCl (Figuras 24a-d). Na auséncia de estresse e sob
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16mM de estresse salino, uma separacdo interessante foi observada, em que trés grupos
principais foram formados, compostos por raiz, panicula+colmos (basal, média e dpice) e folhas
(basal, média, dpice e bandeira) (Figuras 24a-b). Os resultados de PLS-DA foram similares sob
25 mM de NaCl, com excecao de que as folhas bandeiras foram clusterizadas junto aos colmos
e panicula e ndo com as folhas (basal, média e 4pice) (Figura 24c). Sob 50 mM de NaCl, quatro
grupos foram formados, compostos por folhas (basal, média e dpice), colmos + panicula, raiz e
folha bandeira (Figura 24d). Esses resultados indicam uma completa distin¢do metabdlica entre
orgaos fonte (folhas) e dreno (raiz), enquanto colmos apresenta-se como um 6rgao

intermedidrio entre fonte e dreno (do ponto de vista metabdlico).

Controle NaCl16mM 1 NaCl25mM : NaCl50mM

Figura 5 — Representagdo visual de plantas de arroz para controle e tratamentos 16 mM, 25 mM
e 50 mM de NaCl.

Nota: As imagens das plantas foram obtidas no dia da coleta.

Figura 6 — Representacdo visual das plantas de arroz na auséncia de NaCl (Controle),

evidenciando o comego do desenvolvimento da panicula e perfilhos.
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Figura 7 — Representacao visual das plantas de arroz no tratamento 16 mM de NaCl, sintomas

visuais de clorose em folhas senescentes e panicula.

Figura 8 — Representacao visual das plantas ‘d arroz no tratamento 25 mM de NaCl, panicula

e sintomas visuais de clorose.
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L /0 i
Figura 9 — Representacdo visual das plantas de arroz no tratamento 50 mM de NaCl, panicula,

sintomas visuais de clorose em folhas senescentes e perfilhos em morte celular.
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Figura 10 — Representagdo na forma de mapa de calor das concentragdes de K* e Na* em
diferentes 6rgdos de plantas de arroz. Plantas de arroz foram submetidas a 0, 16, 25 ou 50 mM
de NaCl em solugdo nutritiva.

Nota: As concentracdes (mmol kg massa fresca) de K* e Na* foram normalizadas de acordo com
amédia do controle e log?2 transformadas para a criagdo do mapa de calor. Valores em vermelho
e azul com asteriscos indicam aumento e diminuic¢ao significante em relacdo ao controle pelo
teste t de Student’s (P < 0.05), respectivamente.
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Figura 11 — Box plot das concentracdes de Cl” (umol g'! massa fresca) em diferentes partes (basal,
mediana e apical) do colmo e folhas de plantas de arroz submetidas a 0, 16, 25 ou 50 mM de
NaCl em solug@o nutritiva.

Nota: Letras diferentes dentro de cada grafico indicam diferencas estatisticas por andlise de
variancia e teste de Tukey (P < 0.05).
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Figura 12 — Box plot das concentracdes de CI" (umol g™! massa fresca) na folha bandeira e raiz
de plantas de arroz submetidas a 0, 16, 25 ou 50 mM de NaCl em solucdo nutritiva.

Nota: Letras diferentes dentro de cada grafico indicam diferencas estatisticas por andlise de
variancia e teste de Tukey (P < 0.05).
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Figura 13 — Box plot das concentracdes de dano de membrana em folhas de plantas de arroz
submetidas a 0, 16, 25 ou 50 mM de NaCl em solu¢do nutritiva.

Nota: Letras diferentes dentro de cada grafico indicam diferencas estatisticas por andlise de
variancia e teste de Tukey (P < 0.05).
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Figura 14 — Box plot da altura da planta (cm) (a) e comprimento da raiz (cm) (b) em plantas de

arroz submetidas a 0, 16, 25 ou 50 mM de NaCl em solugdo nutritiva.

Nota: Letras diferentes dentro de cada grafico indicam diferencas estatisticas por andlise de

variancia e teste de Tukey (P < 0.05).
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Figura 15 — Box plot do niimero de folhas (a), paniculas (b) e perfilhos (c) de plantas de arroz
submetidas a 0, 16, 25 ou 50 mM de NaCl em solu¢do nutritiva.

Nota: Letras diferentes dentro de cada gréafico indicam diferencas estatisticas por analise de
variancia e teste de Tukey (P < 0.05).
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Figura 16 — Box plot da biomassa acumulada em diferentes partes de plantas de arroz
submetidas a 0, 16, 25 ou 50 mM de NaCl em solug¢do nutritiva.

Nota: Letras diferentes dentro de cada gréafico indicam diferencas estatisticas por analise de
variancia e teste de Tukey (P < 0.05).
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Figura 17 — Box plot da biomassa acumulada em diferentes partes (basal, mediana e apical) do
colmo e folhas de plantas de arroz submetidas a 0, 16, 25 ou 50 mM de NaCl em solugdo
nutritiva.

Nota: Letras diferentes dentro de cada gréafico indicam diferencas estatisticas por andlise de
variancia e teste de Tukey (P < 0.05).
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Tabela 1 — Lista de metabdlitos encontrados na parte aérea e nas raizes da cultivar de arroz
com seu nome, tempos de retencio e razdo massa/carga utilizada para identificagdo.

Metabdélito RT Experimental m/z
Pyruvic acid (IMEOX) (1TMS) 7.075 174
Isobutyric acid, 2-amino- (2TMS) 7.153 130
Lactic acid, DL- 2TMS) 7.283 117
Glycolic acid (2TMS) 7.592 177
Alanine, DL- (2TMS) 8.2 116
Oxalic acid 2TMS) 8.975 147; 133
Valine, DL- (2TMS) 10.368 144
Glycine (3TMS) 10.675 174
Urea (2TMS) 10.812 189
Serine, DL- (2TMS) 11 116
Phosphoric acid (3TMS) 11.417 299
Isoleucine, L- (2TMS) 11.7 158
Succinic acid (2TMS) 11.967 247, 172
Glyceric acid, DL- (3TMS) 12.308 189;292; 133
Fumaric acid (2TMS) 12.44 245
Serine, DL- (3TMS) 12.742 204; 218
Threonine, DL- (3TMS) 13.133 218;219; 117
Malic acid, DL- (3TMS) 14.5 233; 245
Aspartic acid, L- (3TMS) 14.9 232
Pyroglutamic acid, DL- (2TMS) 14.95 156
Butyric acid, 4-amino- (3TMS) 15 304
Erythronic acid (4TMS) 15.25 292
Threonic acid (4TMS) 15.467 292
Glutaric acid, 2-oxo- (IMEOX) (2TMS) 15.578 198
Glutamic acid, DL- (3TMS) 16.092 246
Asparagine, DL- (3TMS) 16.717 116; 231; 132
Ribitol, D- (STMS)* 17.425 217; 205
Citric acid (4TMS) 18.394 273
Asparagine, DL- (4TMS) 19.79 188
Quinic acid, D(-)- (5TMS) 18.883 345
Tagatose, D- (IMEOX) (5TMS) 19.04 217
Sacarose, D- (§TMYS) 19.497 319
Mannitol, D- (6TMS) 19.621 319
Sorbitol, D- (6TMS) 19.742 217
Hexadecanoic acid, n- (1TMS) 20.45 313
Hexadecanoic acid methyl ester 20.792 143
Inositol, myo- (6TMS) 21.174 305; 191; 318
Glucoheptose (IMEOX) (6TMS) 23.583 217
Galactinol (9TMYS) 24.55 204; 191
Sucrose, D- (8TMS) 2 picos 25.8875 361
Trehalose, alpha,alpha'-, D- (§TMS) 26.542 361
Melezitose (11TMS) 29.618 204

*Ribitol considerado como padrdo interno.
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Figura 18 — Representacdo na forma de mapa de calor dos niveis relativos de metabdlitos
identificados na raiz de plantas de arroz submetidas a 0, 16, 25 ou 50 mM de NaCl em solucao
nutritiva.

Nota: Os valores encontrados em plantas sob estresse salino foram normalizados de acordo com
amédia do controle e log2 transformados para a criagdo do mapa de calor. Valores em vermelho

e azul com asteriscos indicam aumento e diminuicao significante em relacdo ao controle pelo
teste t de Student”s (P < 0.05), respectivamente.

A




40

1
-
DI
o
o
A'
[=]

16 mM
50 mM
25 mM

Controle

Folha apice

Folha apice

Folha apice

Folha basal_16 mM
Folha basal_25 mM
Folha basal_50 mM
Folha media_16 mM
Folha media_25 mM
Folha media_50 mM _

0.08613001
0451935
10

-0.0025042295
0.4987479

1.0

Alanine
Erythronic acid

|
% % Valine
Serine
I Threonine
* GABA
* Isoleucine

Tagatose

Glyceric acid

*| %k |* Malic acid

Oxalic acid
Pyroglutamic acid
% | Quinic acid

* Hexadecanoic acid

Succinate
* * * | Threonic acid
* Glutamic acid
*  Phosphoric acid
I 2-oxoglutarate
* | Asparagine
myo_Inositol
Glucose
Glucoheptose
| Aspartic acid

1

Sucrose

Lactate

Citrate

Trehalose
Octadecanoic acid
Galactinol
Melezitose

Figura 19 — Representacdo na forma de mapa de calor dos niveis relativos de metabdlitos
identificados em diferentes partes (basal, mediana e apical) de folhas de plantas de arroz
submetidas a 0, 16, 25 ou 50 mM de NaCl em solug¢do nutritiva.

Nota: Os valores encontrados em plantas sob estresse salino foram normalizados de acordo com
amédia do controle e log2 transformados para a criagdo do mapa de calor. Valores em vermelho
e azul com asteriscos indicam aumento e diminui¢do significante em relacio ao controle pelo
teste t de Student’s (P < 0.05), respectivamente.
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Figura 20 — Representacdo na forma de mapa de calor dos niveis relativos de metabdlitos
identificados em diferentes partes (basal, mediana e apical) do colmo de plantas de arroz
submetidas a 0, 16, 25 ou 50 mM de NaCl em solug¢do nutritiva.

Nota: Os valores encontrados em plantas sob estresse salino foram normalizados de acordo com
amédia do controle e log2 transformados para a criacdo do mapa de calor. Valores em vermelho
e azul com asteriscos indicam aumento e diminui¢do significante em relacdo ao controle pelo
teste t de Student’s (P < 0.05), respectivamente.
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Figura 21 — Representacdo na forma de mapa de calor dos niveis relativos de metabdlitos
identificados em paniculas e folhas bandeiras de plantas de arroz submetidas a 0, 16, 25 ou 50

mM de NaCl em solucdo nutritiva.

Nota: Os valores encontrados em plantas sob estresse salino foram normalizados de acordo com
amédia do controle e log2 transformados para a criacdo do mapa de calor. Valores em vermelho
e azul com asteriscos indicam aumento e diminui¢do significante em relacio ao controle pelo
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Figura 22 — Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) usando os dados
de perfil metabdlico de diferentes 6rgdos de plantas de arroz submetidas a 0, 16, 25 ou 50 mM
de NaCl em solugdo nutritiva.
Nota: PLS-DA foi realizado usando a plataforma Metaboanalyst® 5.0 (Chong et al., 2018).
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Figura 23 — Diagrama de Venn demonstrando metabdlitos que apresentam diferenca estatistica
entre os 6rgaos nas diferentes condi¢des (controle e sob 16mM, 25mM ou 50 mM de NaCl).
Nota: Andlise de variancia e teste de Tukey (P < 0.05).
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Figura 24 — Anadlise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) usando-se os

dados de perfil metabdlico de diferentes 6rgaos de plantas de arroz submetidas a 0 (a), 16 (b),
25 (c) ou 50 (d) mM de NaCl.

Nota: PLS-DA foi realizado usando a plataforma Metaboanalyst® 5.0 (Chong e? al., 2018).
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6 DISCUSSAO

Como organismos sésseis, plantas estdo constantemente sujeitas a condigdes de
estresse, o0 que requer respostas das mesmas para aclimatar as condi¢des adversas do ambiente
(Kranner et al., 2010). Neste sentido, as respostas das plantas ao estresse variam fortemente de
acordo com a intensidade e dura¢do do mesmo (Fabregas; Fernie, 2019). Por exemplo, enquanto
niveis de estresse moderados e de baixa duragdo requerem, em geral, apenas mudangas
fisiologicas e bioquimicas como mecanismos para aclimatagdo da planta ao estresse,
intensidades mais severas e duradouras do estresse podem levar a alteragdes substanciais na
morfoanatomia das plantas (Daloso, 2014). Assim, as respostas das plantas ao estresse podem
ou ndo serem observadas de acordo com a escala de observagdo adotada (Galviz et al., 2022).
Ademais, embora a fisiologia do estresse vem sendo amplamente estudada, a grande maioria
dos estudos ¢ focado em folhas completamente expandidas ou em 6rgaos de interesse comercial,
como sementes, tubérculos e frutos. Portanto, a compreensdo sobre como o estresse afeta
simultaneamente os diferentes 6rgdos da planta permanece obscuro. Neste trabalho, utilizou-se
plantas de arroz e estresse salino como modelos para estudar a variabilidade espacial das
respostas a este estresse de acordo com diferentes intensidades, com intuito de investigar o
efeito do estresse salino no crescimento e perfil metabodlico de diferentes 6rgaos de plantas de

arroz.

6.1 Respostas de plantas de arroz a salinidade

A salinidade é caracterizada pelo excesso de sal acumulado no solo, que pode levar
a diversos efeitos deletérios na planta a depender da quantidade de sal no solo e da plasticidade
adaptativa da planta a essa condicdo (Huong; Anh; Dat ef al., 2020). Diversas respostas sao
comuns em estudos de plantas sob excesso de sal, como aumento nas concentragdes de Na* e
CI' e diminui¢do de K* bem como na razao K*/Na* nos tecidos das plantas (Batista et al., 2019).
Isso deve ao fato de que o excesso de NaCl nio s6 leva ao aumento de Na* e CI” nos tecidos
bem como interfere na absor¢ao de K* na planta (Chaves et al., 2009). De fato, plantas de arroz
sob excesso de NaCl exibiram essas respostas em quase todos os 6rgados, com excecao das
folhas do 4pice, folha bandeira e panicula. Esses resultados sugerem a existéncia de um
gradiente de sal interno na planta, de maneira decrescente a medida que se distancia da fonte
do excesso de sal. No entanto, é importante ressaltar que, na parte apical da planta, o colmo

apresentou altas concentracdes de Na*, e isso nao foi observado nas folhas. Assim, os resultados
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deste estudo sugerem que plantas de arroz preservam os 6rgados fonte mais ativos como folhas
do 4pice e folha bandeira bem como a panicula, que é associada ao desenvolvimento
reprodutivo da planta (Ermakova et al., 2020). A preservacgado da folha bandeira justifica-se pela
sua importancia como fonte de fotoassimilados para as sementes, sendo o udltimo 6rgio
vegetativo a entrar em processo de senescéncia (Zhang et al., 2010).

O excesso de sal pode também interferir na arquitetura da planta (Aragao et al.,
2016). Plantas de arroz demonstraram redugdo na altura da planta e nimero de folhas, paniculas
e perfilhos, enquanto o comprimento da raiz aumento sob excesso de sal. Ademais, a biomassa
dos 6rgaos da parte aérea foi reduzida com salinidade. Esses resultados foram dependentes da
concentracao de sal, sendo, como esperado, menos e mais severo sob 16 mM e 50 mM de NaCl,
respectivamente. Embora a reduc@o no crescimento esteja geralmente associada a geragcdo de
estresses oxidativo e/ou osmotico nos tecidos das plantas (Varela et al., 2019), nao foram
detectadas diferencas no dano de membrana (DM) entre os tratamentos de excesso de sal € o
controle. Cabe ressaltar que o DM foi avaliado via extravasamento de eletrolito, que é um
parametro de avaliacdo de estresse celular, mas que ndo reflete toda complexidade que envolve
o metabolismo redox (Almeida; Huber, 2010). Ademais, o contetido relativo de 4gua pode ndo
refletir diferencas no potencial osmético ou hidrico dos tecidos foliares (Browne et al., 2020).
Portanto, ndo se deve excluir a possibilidade de a reducdo no crescimento das plantas de arroz

sob sal ser causado por estresses oxidativo e/ou osmotico.

6.2 Organizacao espacial do metabolismo de plantas de arroz sob salinidade

O metabolismo de plantas pode ser simplificadamente dividido entre 6érgaos fonte
e dreno, caracterizados como Orgdos capazes de produzirem fotoassimilados e exportar ou
aqueles que precisam importar fotoassimilados para seu crescimento e desenvolvimento
(Fettke; Fernie, 2015). Neste sentido, plantas de arroz e outras gramineas exibem uma alta
complexidade por possuirem 6rgaos com finalidades e regulacdes especificas, como a panicula
e a folha bandeira. Ademais, hd evidéncias de que as diferentes partes do colmo possuem
capacidade diferencial no acimulo e remobilizacdo de carboidratos, sendo caracterizados
prioritariamente como 6rgaos dreno mas que podem atuar como 6rgaos fonte dependendo da
condicdo de crescimento e do estdgio de desenvolvimento (Okawa et al., 2002; Zhang et al.,
2017; Wakabayashi et al., 2022). No entanto, pouco se sabe sobre como esses diferentes 6rgaos

de plantas de arroz respondem ao estresse.
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Os resultados desse estudo ressaltam que hd uma enorme variabilidade das
respostas ao excesso de sal. Por exemplo, dentre os metabdlitos que apresentaram alteracdo
significativa ao excesso de sal, nenhum foi comum entre os diferentes 6rgdos. Sob 25 mM,
apenas glutamato teve seu actimulo alterado nas folhas, colmo e folha bandeira em resposta ao
sal, embora ndo tenha sofrido altera¢des na panicula e raiz. Sob 50 mM de NaCl, 8 metabdlitos
apresentaram alteragdes em pelo menos dois 6rgaos, enquanto 11 foram alterados somente em
raiz (1), panicula (3), folha bandeira (3), folhas (2) e colmos (2) (Figura 24). Esses resultados
demonstram que as respostas metabdlicas ao estresse salino sdo 6rgaos especificos. Isso explica,
ao menos parcialmente, a dificuldade em obter plantas mais tolerantes a salinidade via
engenharia genética, uma vez que a escolha de genes alvo em geral leva em consideracao
informacdes obtidas em um 6rgao especifico (MOOSE; MUMM, 2008), sendo que, baseado
nos resultados encontrados, pode ndo ter relacio com a resposta ao estresse em outros Orgaos.
Assim, encontrou-se resultados que ressaltam que, para entender como as plantas respondem
ao estresse de forma sist€mica e quais alvos podem ser manipulados para aperfeigcoar a resposta
dos diferentes modulos da planta e ndo somente um determinado 6rgdo ao estresse, faz-se
necessdrio mais estudos objetivando desvendar as respostas fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares espago-temporais ao estresse.

As diferengas metabolicas entre os diferentes Orgdos foram claramente
exemplificadas pela clusterizagdao observada na anélise de PLS-DA na auséncia de estresse, em
que trés clusteres foram formados (raiz, panicula+colmos e folhas) (Figura 24a). No entanto,
esse padrdo de clusterizacdo foi modificado pelo estresse salino, em que as folhas bandeiras
foram clusterizadas junto aos colmos e panicula sob 25 mM de NaCl e formaram um cluster a
parte sob 50 mM de NaCl. Por um lado, esses resultados reforcam que os principais 0rgaos
fonte (folhas) e dreno (raiz) diferem substancialmente do ponto de vista metabolico, seja na
presenca ou auséncia de estresse. No entanto, os dados evidenciam que o colmo de plantas de
arroz apresenta-se como um Orgdo intermediario entre fonte e dreno, como previamente
sugerido (Perez et al., 1971; Hu et al., 2022). No que concerne as folhas bandeiras, esse foi o
unico 6rgdo com redu¢do de biomassa sob 16 mM de NaCl bem como demonstrou redugdes
nos niveis de 14 metabolitos sob 25 mM de NacCl, exibindo uma alta plasticidade metabolica
em resposta ao sal. As folhas bandeiras sdo de extrema importincia e constantemente
consideradas como 0rgaos chave para otimizar a produtividade de plantas de arroz (Sperotto et
al., 2013; Acevedo-Siaca et al., 2021). Resultados prévios demonstraram que o perfil
metabolico destas folhas variam substancialmente dependendo do cultivar e do estagio de

desenvolvimento de plantas de arroz (Hu et al., 2020). Este estudo demonstrou que os niveis
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de diversos aminoacidos a metabolitos associados como glutamato, treonina, alanina, valina e
asparagina diminuem nas folhas bandeira ap6s o florescimento de arroz, indicando uma
remobilizacdo para as sementes. De acordo com esse estudo, os resultados sugerem que o
estresse salino pode acelerar esse processe de remobilizagao, uma vez que os niveis desses
metabolitos foram substancialmente diminuidos nas folhas bandeira sob estresse, sobretudo sob
25mM de NaCl. Tomados em conjuntos, os resultados encontrados ressaltam que o
metabolismo primario varia entre os 6rgaos de plantas de arroz na auséncia de estresse e que as
respostas metabolicas ao estresse salino sao o0rgdos especificos e dependem da intensidade do

estresse.
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7 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados revelaram que as respostas de plantas de arroz
a salinidade variam substancialmente entre os diferentes 6rgaos da planta. Além das respostas
esperadas, geralmente observadas em plantas sob salinidade, como diminui¢ao na biomassa das
plantas, aumento nas concentragdes de Na+ e CI- e reducdo nas concentracdes de K+ e na razao
K+/Na+ nos tecidos das plantas, sugere-se que o acumulo de biomassa e as alteragdes i0nicas
divergem entre os diferentes 6rgaos da planta. As folhas do apice, a folha bandeira e a panicula
ndo representaram as mesmas alteracdes nas concentragdes de Na+ e K- bem como na razio
K+/Na+ que foi observado nos outros 6rgaos da planta, sugerindo a ocorréncia de um gradiente
do acumulo destes ions em plantas de arroz sob excesso de NaCl.

Além disso, o estudo forneceu informagdes pertinentes sobre a dinamica metabodlica
de diferentes 6rgaos das plantas de arroz sob diferentes niveis de estresse salino, em que as
respostas metabolicas ao sal variam fortemente de acordo com as partes da planta e a
concentracdo de sal. Essa variagdo espacial permitiu analisar como as plantas modularam seu
metabolismo para a responder ao estresse salino e aclimatar para condigdes brandas, moderadas
e severas de NaCl. Portanto, os resultados deste estudo apresentam informagdes importantes

sobre os mecanismos de aclimata¢do das plantas as condig¢des de salinidade nos diversos

Orgaos.
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