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RESUMO

O arroz ¢ uma das principais fontes de alimento no mundo. No entanto, a produtividade de
plantas de arroz ¢ substancialmente afetada pelo estresse salino. Assim, torna-se importante
entender as respostas de plantas de arroz a salinidade, como forma de mitigar as perdas causadas
por este fator de estresse e fornece novos alvos para a engenharia metabdlica de plantas. Dentro
desta perspectiva, embora diversos estudos venham desvendando mecanismos de aclimatacgao
de plantas de arroz ao excesso de sal, pouco se sabe sobre como essas respostas variam
espacialmente na planta. Neste trabalho, objetivamos elucidar como o estresse salino altera o
metabolismo primario de diferentes 6rgaos de plantas de arroz. Plantas de arroz foram crescidas
em soluc¢do hidroponica e submetidas ao excesso de NaCl (50 mM) no estadio R3. Apds 40 dias
sob excesso de sal, folhas bandeiras, folhas intermediarias, folhas senescentes, raiz € colmo
foram coletados separadamente, sendo uma parte utilizada para a determinacdo da biomassa
seca acumulada e outra congelada imediatamente em nitrogénio liquido para analise de perfil
metabolico via cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas. Os resultados
demonstraram que a biomassa seca total de plantas de arroz diminuiu ap6s a imposi¢cdo do
excesso de NaCl, acelerando consideravelmente a senescéncia das folhas. De fato, a biomassa
de folhas senescentes foi maior sob NaCl, quando comparado as plantas controle. As respostas
metabdlicas a salinidade variaram fortemente entre os 6rgaos de plantas de arroz, sendo mais
drésticas nos orgaos fonte, sobretudo folhas bandeira e intermedidrias, como revelado pela
analise de componentes principais (PCA). Neste sentido, diversos metabdlitos pertencentes ao
grupo de aminoécidos, agucares e acidos organicos foram alterados apds a salinidade. O nivel
de diversos aminodcidos aumentou nas folhas, principalmente nas folhas bandeiras e
senescentes. Por exemplo, lisina, isoleucina, prolina, treonina e valina foram identificadas como
biomarcadores da condi¢do de estresse salino nas diferentes folhas. No entanto, nenhum
metabdlito foi identificado como biomarcador em comum entre todos os 6rgdos da planta de

arroz, ressaltando que as respostas metabolicas ao estresse salino sdo 6rgao-especificas.

Palavras-chave: Oryza sativa; estresse salino; variacdo; metabolismo primario; metabdlitos.



ABSTRACT

Rice is one of the main food sources in the world. However, the productivity of rice plants is
substantially affected by salt stress. Thus, it becomes important to understand the responses of
rice plants to salinity, to mitigate the losses caused by this stress factor and provides new targets
for plant metabolic engineering. Within this perspective, although several studies have
uncovered mechanisms of acclimatization of rice plants to excess salt, little is known about how
these responses vary spatially in the plant. In this work, we aimed to elucidate how saline stress
alters the primary metabolism of different organs of rice plants. Rice plants were grown in
hydroponic solution and subjected to excess NaCl (50 mM) at the R3 stage. After 40 days under
excess salt, flag leaves, intermediate leaves, senescent leaves, roots and stems were collected
separately, with a part used to determine the accumulated dry biomass and another immediately
frozen in liquid nitrogen for metabolic profile analysis via gas chromatography coupled to a
mass spectrometer. The results demonstrated that the total dry biomass of rice plants decreased
after the imposition of excess NaCl, considerably accelerating leaf senescence. In fact,
senescent leaf biomass was higher under NaCl when compared to control plants. Metabolic
responses to salinity varied strongly among rice plant organs, being more drastic in source
organs, especially flag and intermediate leaves, as revealed by principal component analysis
(PCA). In this sense, several metabolites belonging to the group of amino acids, sugars and
organic acids were altered after salinity. The level of several amino acids increased in the leaves,
mainly in flag and senescent leaves. For example, lysine, isoleucine, proline, threonine and
valine were identified as biomarkers of salt stress condition in different leaves. However, no
metabolite was identified as a common biomarker among all rice plant organs, emphasizing

that metabolic responses to saline stress are organ-specific.

Keywords: Oryza sativa; salt stress; varia primary metabolism; metabolites.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é o principal alimento basico de mais da metade da
populacao mundial (SETHY et al., 2020). Segundo a Organiza¢dao das Nac¢des Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO), a produ¢do mundial de arroz foi 782,0 milhdes de toneladas
em 2018, sendo cultivado em todos os continentes, especialmente na Asia, que representa cerca
de 89% de produgdo. O arroz ¢ uma glicofita, ou seja, uma espécie de planta que nao € tolerante
ao sal e que ¢ danificada facilmente por altas concentragdes salinas, sendo amplamente utilizado
como modelo vegetal no melhoramento de tolerancia a salinidade, ja que a cultura ¢ sensivel a
este estresse (RAZZAQUE et al., 2017; GANIE et al., 2019). Ademais, o arroz € o unico cereal
que pode ser cultivado na maioria dos solos afetados pelo sal, uma vez que se desenvolve bem
em agua parada, a qual atua na lixiviacdo dos sais da zona da raiz para camadas inferiores
(JAGADISH et al., 2012). A tolerancia ao sal ¢ um mecanismo complexo devido as respostas
variaveis em niveis moleculares, por isso, o desenvolvimento de culturas tolerantes ao sal

possui uma importancia fundamental (KHAN et al., 2019).

O estresse salino resulta em impactos negativos nas fung¢des morfologicas,
fisiologicas e bioquimicas das plantas. Os efeitos da salinidade em arroz ocorrem em dois
estadios. O primeiro acontece na fase inicial do desenvolvimento da planta nos primeiros dias,
no qual os efeitos osmoticos reduzem o desenvolvimento da planta. Enquanto o segundo
envolve resposta a salinidade, quando surgem sintomas de toxicidade ocasionados pelo
acumulo e a sua translocagdo do excesso de sal dentro da planta em um periodo de semanas
(Figura 1) (MUUNS, 2005). O excesso de sais no meio de crescimento impede a germinagao
de sementes, além de reduzir ¢ alterar a absor¢ao de nutrientes, o acumulo ¢ a translocacao de
biomassa, como também o rendimento de graos (ZHANG e DAI, 2019; ZHU et al., 2020).
Essas transformacdes ocorrem em dimensdes espaciais, ou seja, em diferentes 6rgaos da planta,
ja que as plantas s3o sistemas complexos, ndo estacionarios € em constantes mudangas

(KAISER et al., 2015; LIMA-NETO et al., 2021; GALVIZ et al., 2022).
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Figura 1 — Representacdo grafica de taxa de crescimento da planta afetada
pelo sal em escala de tempo.

b Adicao de sal
© Ga
e
=
I
o
(]
T
(o]
]
c
<))
E
SN I Thsm————— IEEENR—
(7)) o Planta tolerante ao sal
(] b
L™ e
(&) S
[} “~. Planta sensivel ao sal
©
©
x
4]
-
@ resssssssnsssnnsnssssnsnnnsnnnene P eesssssssnsssnssnnsssnennssnnsnne »
Fase | Fase ll
(Estresse Osmotico) (Efeito Sal-Especifico)

Tempo (Dias para Semanas)
Fonte: Adaptado de MUNNS, 2005.

Visto que as plantas sdo organismos modulares, em que os diferentes 6rgdos
apresentam modos de funcionamento independentes, embora dentro do contexto sistémico,
complexo e dindmico que ¢ o individuo vegetal, o entendimento dos mecanismos de
aclimatacdo das plantas a salinidade deve ter um embasamento fisioldgico aprofundado com
base nas particularidades de cada 6rgdo das plantas (YANG et al.,, 2020). Neste sentido, a
relacdo fonte-dreno ¢ um aspecto amplamente investigado para otimizar a produtividade e a
resiliéncia de culturas agricolas (PAUL et al., 2017). A dindmica de processos metabolicos e de
transporte de seiva governam o fluxo de fotoassimilados entre 6rgaos fonte e dreno (DUARTE
e PETIL 2010). Em geral, os 6rgdos fonte sdo responsaveis pela producido e exportacdo de
assimilados produzidos pela fotossintese e/ou remobilizagdo de reservas, como degradagdo do
amido a noite, representados principalmente pelas folhas completamente desenvolvidas
(JIANG et al., 2021). Os fotoassimilados podem ser utilizados como fonte energética necessaria
ao funcionamento da planta bem como podem ser direcionados, armazenados e consumidos
pelos 6rgdos dreno como folhas jovens, raizes e caule (Figura 2) (JIANG et al, 2021). A
depender do nivel e intensidade do estresse, a disponibilidade de transporte de fotoassimilados

¢ reduzida, o que se caracteriza como um fator limitante para o crescimento e a produtividade.
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Além disso, o estresse salino pode induzir a senescéncia prematura de folhas, reduzindo o tempo
de vida de folhas fotossinteticamente ativas (SADE et al., 2018). Assim, estudos que visam
compreender as respostas dos diferentes 6rgaos da planta ao estresse sdo importantes para
auxiliar na busca de novas estratégias de melhoria de produtividade e resiliéncia ao estresse

(SONNEWALD et al., 2018).

As respostas das plantas ao estresse podem envolver diferentes escalas de
observac¢ado, desde mudancas (epi)genéticas, bioquimicas e as morfo-anatdmicas, a depender da
intensidade e duracao do estresse (GALVIZ et al., 2022). Neste sentido, o0 metabolismo ¢ um
fator importante a ser analisado ao considerar estratégias de aclimatagdo de espécies vegetais,
uma vez que exibe alta plasticidade e ¢ importante para a regulacdo do crescimento e
desenvolvimento das plantas (FABREGAS et al., 2021). O metabolismo vegetal pode ser divido
em metabolismo primario, também denominado como central, ja que se refere a reacdes € vias
vitais para a sobrevivéncia da planta, e metabolismo secundario, também identificado como
especializado, visto que tem a funcdes especificas relacionadas ao crescimento,
desenvolvimento e, sobretudo, defesa vegetal (DELFIN et al., 2019). Metabdlitos primarios,
em geral, sdo os mais abundantes nos tecidos vegetais, possuem funcdes de sinalizagdo em
plantas e podem ser subdivididos em agucares, aminoacidos, nucleotideos, acidos graxos e
acidos organicos (POTT et al, 2019). Além disso, vias especificas e especializadas que
evoluiram a partir do metabolismo primario possuem um papel fundamental na formagao de
metabolitos secundarios e na interagdo da planta com o ambiente em que esté inserida (SAITO

et al., 2013).

Em condi¢des de estresse, 0 aumento na concentragdo de metabolitos primarios
e/ou secundarios podem aumentar a tolerancia das plantas (GODOY et al., 2021). Por exemplo,
evidéncias demonstram que variagdes nos niveis de diferentes aminoéacidos contribuiram para
a tolerancia de plantas de arroz a salinidade (GANIE et al, 2019). A aclimatagdo ao estresse
salino pode envolver a biossintese de osmolitos, como um mecanismo de resposta inicial, que
diminui o potencial osmotico da célula e permite a entrada de mais agua na célula, diluindo,
assim, a concentracao de sal nas células (BANERJEE et al,, 2019; CHOUDHARY et al., 2023).
Dentre esses compostos, podem ser citados prolina, glicina e agucares, sendo metabolitos
comumente relatados como importantes marcadores de estresse em plantas (CHOUDHARY et
al., 2023). No entanto, analisando o comportamento de vias metabdlicas primarias, ¢ possivel
observar aumento ou diminui¢cdo de metabolitos de uma mesma rota em resposta ao estresse

(ZHANG et al., 2019). O acamulo diferencial de metabolitos especificos sob salinidade pode
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oferecer biomarcadores metabolicos que contornam impasses na busca continua de alteragdes
gendmicas para aumentar a tolerancia das plantas ao sal. Esses marcadores de estresse podem
auxiliar na determinagdo de gendtipos tolerantes em programas de melhoramento que visam

melhorar a tolerancia de plantas de arroz a salinidade (GANIE et al., 2019).

A complexidade das respostas das plantas ao estresse salino pode ser melhor
compreendida utilizando técnicas Omicas de alto rendimento, tal como a metaboldmica
(CHANG et al., 2019; LLANES et al., 2019). A metabolomica ¢ uma técnica analitica de analise
metabolica em larga escala, que vem sendo usada para aumentar a compreensao de como
metabdlitos especificos desempenham papéis cruciais nas respostas das plantas a salinidade
(LLANES et al., 2019). Estudos que envolvem metabolomica sdo cada vez mais comuns como
estratégia biotecnoldgica na fisiologia vegetal e bioquimica de plantas. Neste sentido, a analise
metabolomica baseada em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa ¢ uma
técnica robusta, reprodutivel e sensivel para a deteccao de metabolitos polares (GHATAK et al.,
2018). O uso dessas ferramentas tem facilitado na compreensdo da regulacdo de vias
metabolicas ativadas por fatores promotores de estresse (LLANES et al., 2019). No entanto,
ainda que com o progresso tecnologico seja possivel obter um aprofundamento teorico nos
estudos do metaboloma de células ou tecidos estressados, estudos usando analises
metabolomicas em plantas de arroz sob estresse salino sdo limitados, quando comparados a
transcriptomica e protedmica (GANIE et al., 2019). Neste sentido, o presente estudo visou
caracterizar aspectos morfologicos e as respostas metabodlicas de plantas de arroz quando
submetidas a condigodes de salinidade. Dessa forma, este trabalho tem como enfoque principal
avaliar mudangas no metabolismo primario de plantas de arroz sob excesso de sal (NaCl) em
meio hidroponico por intermédio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa.
Além disso, o estudo visou identificar as alteracdes metabolicas em diferentes 6rgdos da planta,
prospectando possiveis marcadores de estresse que auxiliem como estratégias de aclimatagao

ao estresse em plantas de arroz.
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2 PERGUNTAS DE PARTIDA

* Como a salinidade altera o metabolismo primario nos diferentes 6rgaos de

plantas arroz?

* Quais sdo as semelhangas e diferencas nas respostas metabdlicas de diferentes

orgaos de plantas de arroz a salinidade?

* Quais os metabolitos sao marcadores de estresse salino nos diferentes 6rgaos de

plantas de arroz?

3 HIPOTESE

A salinidade afeta diferencialmente os diferentes orgaos de plantas de arroz, o que
indica que a aclimatacdo ao estresse salino envolve marcadores e mudangas metabolicas sdo

orgdo-especificas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar como a salinidade afeta espacialmente a resposta metabdlica de plantas de

arroz durante o estadio reprodutivo.

4.2 Objetivos especificos

* Avaliar como a salinidade altera o metabolismo primario de plantas de arroz;
* Determinar a acumulagdo de metabdlitos em diferentes partes da planta, tais

como folhas bandeiras, folhas intermediaria, folhas senescentes, colmo e raiz;

* Identificar metabdlitos marcadores de estresse salino nos diferentes 6rgaos da

planta.
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S METODOLOGIA

5.1 Estratégia experimental

O experimento foi conduzido na casa de vegetacao do Laboratorio de Metabolismo de
Plantas (LabPlant) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal do Ceara. Plantas de arroz (Oryza sativa L.) foram cultivadas em casa de vegetacdo em
um sistema hidropdnico (Tabela 1). A casa de vegetagdao possui o ambiente parcialmente
controlado. As plantas foram submetidas a dois tratamentos: controle (plantas crescidas em
solu¢cdo de Hoagland e Arnon 1950) e NaCl (plantas submetidas a 7 dias de estresse salino pelo
excesso de NaCl). A salinidade foi imposta de maneira gradativa para aclimatagao da planta ao
sal. No estadio V4, foi adicionado a concentragao de 25 mM de NaCl e apds oito dias, no estadio
V7, a concentragdo foi aumentada para 50mM, sendo mantida por mais vinte e cinco dias,
quando entdo foi realizada a coleta no estadio R3.

A coleta foi realizada no inicio do desenvolvimento da panicula, equivalente ao estadio
R3. Nesta etapa, as plantas foram subdivididas para congelar separadamente os diferentes
orgdos. Foram coletadas as folhas do terco inferior (denominadas aqui como folhas
senescentes), folhas do ter¢o médio-intermedidrias (denominadas aqui como folhas
intermediarias) e folha do ter¢o superior (identificadas aqui como folha bandeira), colmo e raiz.
A divisdo dos 6rgaos da planta foi realizada com intuito de analisar espacialmente as alteragdes

metabolicas em resposta ao estresse salino.
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Tabela 1 — Relacdo de macro e micronutrientes para preparo da solu¢ao nutritiva para plantas

de arroz.
Sal Nomenclatura Massa Molar Concentracio Diluicgao
(g/mol) M) (mL/L)
Ca(NO3)2.4H» Nitrato de calcio 236,15 1 3
O
NH4Cl Cloreto de amonio 53,49 1 2
KH3PO4 Fosfato de potassio 174,18 1 1
MgS04.7H,O  Sulfato de magnésio 246,48 1 1
KNO3 Nitrato de potéssio 101,1 1 4
C10H12N208Fe Fe-EDTA 421,1 0,1 2
Na.H,O
H3BO4 Acido bérico 61,83 0,04 1
MnCL.4H,O  Cloreto de manganés 197,9 0,009 1
CuS04.5H,0 Sulfato de cobre 249,68 0,003 1
ZnS04.7H>0 Sulfato de zinco 287,54 0,007 1
NaMo0O4.2H,  Molibdato de sodio 241,95 0,0001 1
O

Fonte: Adaptacdo de Hoagland e Arnon (1950).

5.2 Material vegetal e condi¢des de crescimento

Sementes ndo transgénicas do cultivar Nipponbare de arroz foram submetidas a um
pré-tratamento de desinfestagdo em alcool (70%) por cinco minutos, e em seguida em solugdo
de hipoclorito s6dio (1%) por 15 minutos. Ao final do processo, as sementes passaram por
sucessivos ciclos de lavagem com H>O destilada estéril (5 vezes). Para acelerar a etapa de
germinacdo, as sementes passaram 24h emergidas em H>O destilada estéril no escuro para
quebra de dorméncia. Por fim, as sementes foram semeadas em rolos de papel para germinagdo
(Germitest®) umedecido em agua destilada (2,5: 1, m/v) protegidas por sacos plasticos. As
sementes foram acondicionadas por 11 dias em uma camara de crescimento (16h de fotoperiodo,
100 pmol fotons m-2 s-1, 25 + 1 °C e umidade relativa de 53 = 5%) até o transplantio. As
plantulas de arroz foram transferidas para vasos plasticos de 3,6 L (2 plantulas por vaso)
mantidos sob cultivo hidropdnico, utilizando solu¢do nutritiva de Hoagland e Arnon (1950)
diluida 1:4. As dilui¢des da solucdo nutritiva foram progressivamente reduzidas semanalmente.
As plantas de arroz permaneceram por 7 dias com solucdo nutritiva para se aclimatar na casa
de vegetacdo. Apos 7 dias, ¢ induzida a primeira dose de sal de 25 mM para a planta se aclimatar

ao sal. Posteriormente, a dose de NaCl ¢ aumentada para 50 mM e permanece pelos 25 dias
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restantes até a coleta. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo totalizando 40 dias,

correspondente ao estadio de surgimento da panicula (R3) (COUNCE et al., 2000).

5.3 Biomassa seca

Ap0s a coleta das partes representativas da planta, foi realizada a determinagdo da
biomassa seca dos diferentes 6rgdos através de uma balanca analitica com o auxilio de um
béquer. Cada 6rgao foi devidamente embalado e direcionado ao nitrogénio liquido para
conservar sua estrutura e seus metabolitos. Posteriormente, foram armazenadas no Freezer -

80°C para sua conservacgao.

5.4 Extracao e derivatizacao de metabdlitos

A extragdo e derivatizacdo de metabdlitos polares foi realizado conforme o
protocolo de LISEC et al., (2006). As amostras congeladas foram maceradas e mantidas em
condigdes de congelamento em nitrogénio liquido. Aliquotas de 50 mg de massa fresca foram
transferidas para tubos de 2 mL. A extracdo foi realizada adicionando 700 pl de Methanol 100%
+ 30 ul da solugdo estoque de Ribitol (0.2 mg mL—1 H20 MiliQ) aos tubos contento o material
vegetal. Apds homogeneizagdo em vortex, os tubos foram transferidos para ThermoShaker e
mantidos por 15 minutos a 950 rpm. Em seguida, foram centrifugados por 10 minutos a 11000
rcfa 4°C. 500 ul do sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 2 mL, onde foram
adicionados 375 ul de Cloroformio (CHCI3) e homogeneizados em vortex por 15 segundos.

Foi adicionado posteriormente 750 ul de HoO MiliQ, homogeneizados em vortex
por 15 segundos e centrifugados por 15 minutos a 10000 rcf a 4°C. Realizou-se a transferéncia
de 150 pl do sobrenadante presente no microtubo (1.5 mL), caracterizada pela fase polar. 500
ul do sobrenadante foram transferidos para tubos backup. As amostras foram direcionadas ao
Speedvac por um periodo minimo de 10 horas e ao final desse periodo, foi rapidamente retirada
e vedadas, submetidas ao armazenamento no freezer -80°C. Para a derivatiza¢do, as amostras
foram tratadas com cloridrato de metoxilamina (20 mg mL -1) em piridina anidra, direcionadas
ao Shake por 2 horas em 37°C a 400 e centrifugadas por 30 segundos. Foi adicionado 35 pL de
N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoro acetamida (MFSTA) e vortex. As amostras foram
direcionadas ao Shake por 30 minutos a 37°C a 400 rcf e centrifugadas por 30 segundos,
realizando a transferéncia de 50 pl para inje¢@o na analise de cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa.
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5.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

A analise foi realizada utilizando o sistema GC-MS, QP-PLUS 2010, Shimadzu,
Japao. Uma amostra de microlitro foi injetada no modo split (1:5) e a vazao de gas Hélio de 1,2
mL min™. A coluna capilar RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) foi utilizada para a
separacao dos metabdlitos, programada com uma temperatura inicial de 80 °C por 5 min, depois
aumentada de 10 °C por minuto até 315 °C e mantido por 8 min. A inje¢do e a temperatura da
fonte de ions foram mantidas a 250 °C e a temperatura da interface MS foi ajustada para 230
°C. Os dados foram exportados para posterior visualizagdo de cromatogramas no Xcalibur
software 2.1. Os metabolitos foram identificados utilizando a biblioteca de espectro de massas
da Golm Metabolome Database (http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/) (HUMMEL et al., 2007)
bem como com auxilio do software MS-DIAL (TSUAGWA et al., 2015).

5.6 Analise estatistica

O delineamento experimental inteiramente casualizado com 2 tratamentos, controle
e NaCl com 1 coleta no inicio do estadio reprodutivo 3 subdividindo em 5 diferentes partes
representativas da planta. Para a anélise estatistica, os dados foram normalizados pelo ribitol
(controle endogeno) e posteriormente carregados no software MetaboAnalyst com
transformagdo de raiz cubica e escalonamento automatico. Foram realizadas as analises de
componentes principais (PCA) e de biomarcadores, este ultimo com base nas curvas de
caracteristica de operacao do receptor (ROC - Receive Operating Characteristic) usando a
plataforma MetaboAnalyst (CHONG et al., 2018). Diferengas pontuais entre os tratamentos foi
identificada pelo teste T de Student (P < 0.05). O software MEV 4.9 foi utilizado para criar os

mapas de calor, utilizando o controle como referéncia.


http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/

Figura 2 — Esquematiza¢do metodologia cientifica
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6 RESULTADOS

6.1 Impacto da salinidade na morfologia e crescimento de plantas de arroz

As plantas apresentaram sintomas severos de toxicidade induzida por 50 mM de
NaCl. O niimero de folhas senescentes foi aparentemente maior em plantas com tratamento
salino do que plantas em auséncia de estresse (Figura 3). A biomassa seca reduziu
significativamente em quase todos os Orgdos, com exce¢do das folhas senescentes, que
apresentaram aumento sob excesso de NaCl. Ao compararmos a parte aérea, ¢ perceptivel o

efeito na salinidade na reducao significativa da biomassa seca (Grafico 1).

Figura 3 — Plantas no inicio do estadio reprodutivo R3 em condicdes
controle (A) e com tratamento salino 50mM (B
(A) (B)

Controle NaCl
Fonte: elaborado pela autora (2023).
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Grafico 1 — Biomassa seca (MS) de diferentes 6rgdos de planta de arroz do
grupo controle e NaCl 50mM. Asterisco (*) indica diferenca significativa
entre controle e NaCl em cada 6rgdo FB: Folha Bandeira; FI: Folha
Intermediaria; FS: Folha Senescente; C: Colmo; R: Raiz e PA: Parte Aérea.
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mmm NaCl
3 .
[1+}
e
m
%
1 i
%
%
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FB FI FS C R PA
Fonte: elaborado pela autora (2023).

6.2 Analise de componentes principais revelam quais orgaos foram mais afetados pela
salinidade ao nivel metabdlico

Para investigar como a salinidade afetou o metabolismo dos diferentes 6rgaos da
planta, os dados de perfil metabolico foram analisados via analise de componentes principais
(PCA). O objetivo foi investigar o quao drastico foi o efeito do excesso de NaCl sobre o
metabolismo de diferentes orgdos da planta, que ¢ evidenciado pela separagdo das
amostras/tratamentos em um PCA. Interessantemente, o tratamento NaCl foi separado do
controle apenas nas folhas, sobretudo na folha bandeira e folha intermedidria, em que a o grau
de separacao pelo componente 1 (PC1) ¢ evidente, enquanto na folha senescente o grau de
separacao entre NaCl e o grupo controle foi menor (Figuras 4A-C). Em contrapartida, o
tratamento controle e NaCl apresentaram sobreposi¢ao tanto colmo como raiz (Figuras 4D-E).
Portanto, conclui-se que as partes mais jovens da planta, o que se refere as folhas bandeiras e
intermediarias, apresentaram maior diferenca entre o grupo controle e o tratamento salino,

quando comparado com as folhas senescentes, colmo e raiz.
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Figura 4 — Analise de componente principal (PCA) dos 6rgaos de plantas
de arroz do grupo controle e tratamento salino.
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6.3 Respostas metabdlicas de plantas de arroz ao estresse salino

Com o intuito de analisar o acimulo dos metabolitos nos diferentes 6rgaos em
condicao de salinidade, foi realizada a caracterizagdo metabodlica de plantas de arroz através de
mapas de calor. Foram identificados entre 46 e 52 metabolitos, de acordo com o orgao,
pertencentes as classes de agucares, aminoacidos, dcidos organicos e outros. Na folha bandeira,
¢ perceptivel o aumento significativo do acimulo de metabdlitos, principalmente aminoacidos,
em resposta ao sal. Em contraste, alguns acidos organicos, como acidos glicérico, glutarico e
oxalico, apresentaram redugdes sob salinidade (Figura 5A). Em geral, os resultados das folhas
intermediarias se assemelham aos das folhas bandeiras, como aumento nos niveis de
aminoacidos e diminui¢do nos niveis de acidos organicos (Figura 5B). No entanto, quando
comparada com as folhas mais jovens, a folha senescente apresentou um aumento no nivel de
acidos organicos (Figura 5C). Além disso, de forma diferenciada, a folha senescente foi o unico
orgdo a apresentar a ureia, com um aumento significativo neste metabolito. Outra distin¢do na

folha senescente ¢ a diminui¢do significativas nos niveis de actcares (Figura 5C).
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Figura 5 — Mapas de calor de folhas de arroz em condi¢dao controle e
salinidade. A cor azul indica a diminuicao ¢ a vermelha indica o aumento
de cada metabdlito
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De acordo com a ndo separagdo do colmo e raiz entre controle e salinidade
observada no PCA, poucos metabolitos apresentaram diferengas significativas entre controle e
NaCl nestes orgaos (Figuras 6A-B). No colmo, apenas trés metabdlitos apresentaram aumentos
significativos sob sal (Figuras 6A), enquanto apenas um (acido trednico) apresentou diferenca

significativa na raiz sob sal, quando comparado ao controle (Figuras 6B).

Figura 6 — Mapas de calor do colmo e raiz de plantas de arroz em condi¢ao
controle e salinidade. A cor azul indica a diminuicao e a vermelha indica o
aumento de cada metabdlito

Fonte: elaborado pela autora (2023).
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Tomando em conjunto, esses resultados ressaltam que as respostas metabdlicas a
salinidade variam fortemente entre os o6rgdos de plantas de arroz. Neste sentido, as folhas

apresentaram as maiores alteracdes, com claro aumento no teor de aminoécidos.

6.4 Identificacdo de metabdlitos biomarcadores de estresse salino nos diferentes érgaos de

plantas de arroz

Para identificar quais metabdlitos sdo biomarcadores de estresse salino, foi
realizada a analise de biomarcadores da plataforma MetaboAnalyst com base nas curvas de
caracteristica de operagao do receptor (ROC - Receive Operating Characteristic). Foram
identificados 20, 18, 10, 3 e 1 metabolitos como biomarcadores de estresse na folha bandeira,
folha intermedidria, folha senescente, colmo e raiz respectivamente. Dentre esses, nenhum
metabdlito foi identificado como biomarcador em comum entre todos os 6rgdos da planta de
arroz. As trés diferentes folhas apresentaram os aminoacidos lisina, isoleucina, prolina, treonina

e valina como biomarcadores e com conteuido aumentado sob condi¢ao de estresse.

Figura 7 — Biomarcadores de estresse da folha bandeira com base nas

curvas ROC. Os graficos de caixa verde e vermelha indicam o conteudo

relativo do metabdlito no controle e tratamento salino respectivamente
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Na folha intermediaria foram encontrados uma maior quantidade de biomarcadores
de estresse, no qual consiste majoritariamente no aumento dos aminoacidos e diminui¢ao do
conteudo de 4cidos organicos (Figura 8). As folhas bandeiras e intermediarias obtiveram mais

metabdlitos biomarcadores coincidentes do que a folha senescente.

Figura 8 — Biomarcadores de estresse da folha intermedidria com base nas

curvas ROC. Os graficos de caixa verde e vermelha indicam o conteudo

relativo do metabdlito no controle e tratamento salino respectivamente
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Curiosamente, ao compararmos as trés folhas, € perceptivel que a folha senescente

conteve menos biomarcadores sendo a maioria acidos organicos (Figura 9).




Figura 9 — Biomarcadores de estresse da folha senescente com base nas
curvas ROC. Os graficos de caixa verde e vermelha indicam o conteudo
relativo do metabolito no controle e tratamento salino respectivamente
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O colmo apresentou somente trés biomarcadores de estresse, de classes distintas,

(Figuras 10A-C). Como supracitado, a raiz apresentou o menor numero de biomarcadores, o

seu unico biomarcador o 4cido trednico contém o seu nivel diminuido na raiz, embora seja um

biomarcador nas trés folhas com seu contetido aumentado (Figura 11). Dessa maneira, a

variagao de biomarcadores ¢ evidente nos diferentes 6rgaos representativos do arroz.



Figura 10 — Biomarcadores de estresse do colmo com base nas curvas ROC.
Os graficos de caixa verde e vermelha indicam o conteudo relativo do
metabdlito no controle e tratamento salino respectivamente.
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Figura 11 — Biomarcadores de estresse da raiz com base nas curvas ROC. Os
graficos de caixa verde e vermelha indicam o conteudo relativo do metabolito
no controle e tratamento salino respectivamente.
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Em suma, ndo foi encontrado biomarcadores em comum a todos os 6rgaos
analisados. Neste sentido no estddio R3, os 6rgaos fonte apresentaram claramente uma maior
quantidade de metabolitos como biomarcadores, se comparado aos 6rgaos dreno, colmo e raiz.
Além disso, a folha senescente apresentou uma maior diversidade de metabdlitos
biomarcadores. A variacao espacial de biomarcadores de estresse sugere possiveis estratégias e
mecanismos metabolicos para aclimatacdo da planta ao estresse salino que seja particular de

cada 6rgao.

6.5 Variacao metabolica espacial no arroz

As analises descritas acima foram realizadas para comparar espacialmente a
varia¢do do acimulo de metabolitos nos cinco 6rgdos em resposta a salinidade. No entanto,
essas analises ndo ressaltam as diferengas entre os 6rgdos. Dentro desta perspectiva, nos
comparamos o perfil metabodlico de cada 6rgao via PCA. No grupo controle, ¢ nitido a formacgao
o de 3 grupos, formados pelas folhas mais jovens (folha bandeira e folha intermediaria), érgaos
dreno (raiz e o colmo) e a folha senescente (Figura 12A). No grupo tratado com NaCl, também
ocorreu uma subdivisdo entre 3 grupos. Porém, curiosamente, o colmo foi agrupado junto com
as folhas mais jovens, enquanto da raiz e folha senescente mantiveram separadas isoladamente
(Figura 12B). Visto que os orgdos apresentam diferengas metabodlicas substancias mesmo na
auséncia de estresse (Figura 12A), nés entdo decidimos analisar as mudangas metabdlicas
relativas em cada 6rgdo. Para isso, os dados do tratamento de NaCl foram normalizados de
acordo com os dados do controle dentro de cada 6rgdo. O PCA usando esses dados
normalizados ressaltam que as mudangas metabolicas relativas das folhas bandeiras e
intermediaria diferem das outras partes da planta, como evidenciado pela separagdo desses
tratamentos dos demais pelo PC1 (Figura 12C). Esses resultados ressaltam que existe uma
varia¢do metabolica entre os diferentes 6rgdos das plantas, mesmo na auséncia de estresse, €
que a imposi¢ao do estresse salino altera especialmente o metabolismo das folhas bandeira e

intermediaria.



Figura 12 — Anélise de componente principal (PCA) do grupo controle (A),
tratamento salino (NaCl) e grupo controle relativo ao sal (C) dos 6rgdos de plantas
de arroz.
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7 DISCUSSAO

A aclimatagdo de plantas a fatores abidticos promotores de estresse pode envolver
a ativacdo de diferentes vias metabolicas, incluindo o acimulo de metabdlitos primarios como
aminodacidos, actcares e acidos organicos (ZHANG et al., 2022). Assim, identificar rotas
metabolicas e metabolitos responsivos ao estresse pode fornecer novas perspectivas sobre o
processo de aclimatagdo das plantas ao estresse, que, por consequéncia, otimiza a obtencao de
plantas mais tolerantes via engenharia metabdlica de plantas (LLANES ef al., 2018). No entanto,
embora o niimero de trabalhos investigando as respostas metabdlicas de plantas sob estresse
vem crescendo ao longo dos anos, a dindmica da variacdo metabolica em diferentes 6rgaos da
planta permanece pouco explorada. Isso se deve ao fato de que a maioria dos estudos se limitam
a investigar as respostas dos principais 6rgaos fotossintéticos, como as folhas completamente
expandidas e, no caso de plantas de arroz, das folhas bandeiras. Considerando que as plantas
apresentam alta conectividade entre seus o0rgdos, analisar as respostas dos diferentes 6rgaos
torna-se crucial para entender como o estresse afeta o individuo vegetal. Dentro desta
perspectiva, nés desenvolvemos um estudo usando como modelo plantas de arroz submetidas
ao estresse salino. Ao mesmo tempo que nosso estudo fornece informacgdes sobre a aclimatagao
de plantas de arroz sob NaCl, também contribui para o entendimento de como este estresse afeta

o metabolismo de diferentes 6érgaos da planta.

7.1 A salinidade reduz o acumulo de biomassa seca de plantas de arroz

O arroz ¢ uma glicofita sensivel a salinidade, sofrendo efeitos morfologicos,
fisiologicos e bioquimicos sob este estresse (RIAZ et al., 2019). No nosso estudo, o excesso de
NaCl reduziu o crescimento das plantas e induziu o processo de senescéncia das folhas, que
pode ser evidenciado pela diminui¢do da biomassa dos diferentes 6rgaos, exceto das folhas
senescentes, que foi maior no estresse em relagao ao controle (Figura 1). O colmo ¢ a raiz
apresentaram a maior reducdo de biomassa. De fato, estudos prévios demonstraram que o sal
diminui o crescimento da planta e acelera a senescéncia das folhas ((ASHRAF, 2004; CHANG
et al., 2019; JAN et al., 2019; RIAZ et al., 2019; FRUKH et al., 2020). Evidéncias ressaltam
que a senescéncia ¢ agravada na presenca de estresse € a planta comega a exportar e remobilizar

nutrientes por processos catabolicos (KIM, 2019). Os efeitos desfavoraveis para o crescimento
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e desenvolvimento da planta pode ser devido aos efeitos osméticos e idnicos causados pelo
excesso de sal, levando a uma limitagdo da area foliar e consequente redugdo no crescimento
(ZORB et al., 2019). Cabe ressaltar ainda que o estadio de crescimento e os determinados tipos
de o6rgdos sdo fatores importantes para analisar a sensibilidade do arroz ao sal, sendo o estadio
reprodutivo um dos mais sensiveis a salinidade (CHANG et al., 2018). Neste sentido, a parte

aérea da planta apresentou a maior reducao de biomassa, quando comparado com a raiz.

7.2 As alteracoes metabolicas em resposta ao estresse salino variam espacialmente

Como forma de comparar as respostas metabolicas de diferentes 6rgaos de plantas
de arroz submetidas ao excesso de NaCl, nos realizamos analise de componentes principais
(PCA) usando dados de perfil metabolico de diferentes folhas, colmo e raiz. Comparando o
controle com o tratamento salino nos 6rgdos individualmente, observamos que as respostas
metabdlicas foram mais severas nas folhas, sobretudo folhas intermedidrias (FI) e bandeira (FB),
como evidenciado pela completa separagdo do controle e NaCl pelo PC1 (Figuras 4A-E). Isso
também foi observado por estudos prévios que identificaram uma clara separacao de plantas
com ¢ sem sal via PCA usando dados de perfil metabolico de folhas Egletes viscosa (BATISTA
et al., 2019). De fato, as folhas, principalmente FI e FB, foram os 6rgdos mais responsivos ao
sal, como evidenciado pela separa¢do nos PCAs (Figuras 4A-B, Figura 12C) e pelo maior
nimero de biomarcadores de estresse e de metabolitos estatisticamente diferente no tratamento
NaCl, quando comparado com o controle do mesmo 6rgao (Figuras 4A-B).

Quando os 6rgaos foram comparados entre si, identificamos diferengas substanciais
no metabolismo deles mesmo na auséncia de estresse. Interessantemente, enquanto os 6rgaos
fonte (FB e FI) e dreno (colmo e raiz) formaram dois clusteres, folhas senescentes (FS) foram
separadas desses dois clusteres pelo PC1 ou PC2 do PCA (Figura 12A). Esses resultados
sugerem que as FS apresentam um metabolismo particular, sendo intermediario aos o6rgaos
fonte e dreno. Surpreendentemente, essas diferengas entre 6rgaos fonte e dreno sdo levemente
alteradas sob excesso de NaCl, uma vez que o colmo, antes clusterizado junto da raiz, passou a
clusterizar junto das FB e FI (Figura 12B), sugerindo uma possivel transicdo do colmo de dreno
para fonte sob estresse salino (ZHAO et al., 2022). Diversos metabolitos podem circular entre
os orgdos fonte e dreno e desempenharem funcdes especificas de acordo com o o6rgao
(SADDHE et al., 2020). Dessa forma, a variagdo metabolica espacial observada entre os 6rgaos
fonte e dreno de plantas de arroz na auséncia de estresse pode ser explicada pelas diferentes

demandas e particularidades metabdlicas dos diferentes 6rgaos. Além disso, cada metabdlito
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possui funcionalidades diferentes, que podem beneficiar os distintos oOrgdos. De fato,
constatamos que as FB e FI, por serem orgaos fonte, sdo mais similares a nivel metabdlico, bem
como a raiz e o colmo, 6rgdos dreno, sdo mais semelhantes entre si (Figura 12A). Ja a FS, que
apresentou diferenca a nivel metabolico aos demais 6rgdos, nao pode ser definida como fonte
ou dreno. De acordo com WOO e colaboradores (2019), as FS sofrem mudangas metabdlicas
j4 que estdo mais relacionadas com a sobrevivéncia da planta e a producdo ideal das folhas mais
jovens.

Nas FB ¢ FI, os biomarcadores de estresse foram majoritariamente aminoacidos que
acumularam em resposta ao estresse. Similarmente, o colmo também apresentou diferentes
aminoacidos como biomarcadores de estresse salino. Os aminodcidos sdo a principal forma de
transporte de nitrogénio na planta, sendo transportados entre os oOrgdos fonte e dreno
(TEGEDER e HAMMES, 2018). Além disso, os aminoicidos sdo importantes para a
aclimatacdo de plantas ao estresse, auxiliando no ajustamento osmotico das células via, por
exemplo, o acumulo de prolina, e/ou atuando como substratos alternativos para respiragao
mitocondrial, em que se observa a degradacdo de aminoacidos e estimulo da respiragdo via
ciclo de Krebs ou rotas alternativas (HIDELBRANDT, 2018; HEINEMAN e HIDELBRANDT,
2018; ZADALINAS et al., 2022). Portanto, as respostas das plantas ao estresse envolvem rotas
metabdlicas relacionadas a interface entre o metabolismo de aminoéacidos e acidos orgéanicos
do ciclo de Krebs. De fato, diversos acidos organicos foram encontrados como biomarcadores
de estresse salino em FB, Fl e FS. Os 4cidos organicos do ciclo de Krebs sdo sintetizados usando
carbonos da glicdlise, que por sua vez podem ser oriundos da fixacdo de carbono fotossintético
ou degradagdo de moléculas de reserva, como amido e lipideos (MOLLER et al., 2020). Estes
acidos estdo presentes nas diferentes partes da planta, atuando desde substratos para respiracao
como na mobiliza¢ao de minerais, secretados principalmente nas raizes auxiliando na absorg¢ao
de nutrientes (PANCHAL et al., 2021). Interessantemente, o Unico biomarcador de estresse
encontrado na raiz foi apenas um acido organico (acido treonico). Conforme documentado
anteriormente, o estresse estimula a liberagcdo de acidos organicos das raizes e a sua exsudagao

ocorre para regular o potencial osmético (PANCHAL et al., 2021; YANG et al., 2022).

7.3 Rotas Metabdlicas associadas ao estresse salino nas diferentes partes da planta

7.3.1 Estresse salino induz a acumulagdo de agiuicares em drgdos fonte
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O nivel de diversos aglcares aumentou em resposta ao estresse salino,
principalmente nas FB e FI (Figuras SA-B). Ademais, frutose e gentiobiose foram identificados
como biomarcadores deste estresse nessas folhas (Figuras 7H-I, Figuras 8J-K), além de glicose
que se mostrou biomarcadora de estresse salino nas FI (Figura 8L). Ac¢ucares soluveis sdo
dinamicos e complexos, atuando na defesa das células como osmoprotetores e moléculas
sinalizadoras de curta e longa distincia (HENNION et al,, 2019; SALMON et al., 2020). A
alteragdo nos niveis de acticares ¢ amplamente documentada em resposta a diferentes tipos de
estresse (OBATA et al., 2018), sendo uma resposta para aclimatacao e sobrevivéncia da planta,
que pode variar a depender da espécie vegetal ou mesmo do estresse abidtico que resulta em
acumulos distintos e muitas vezes opostos desses agucares (ZADALINAS et al., 2022).
Agucares alcoois como eritritol, inositol, manitol e galactinol também estdo sendo relatados
como importantes para a defesa de plantas sob estresse (AZANO et al, 2022). No nosso
trabalho, foi observado alteracdes em acucares alcoois em resposta a salinidade, principalmente

nas folhas.

Interessantemente, os niveis de sacarose e rafinose diminuiram de maneira
significativa nas FS, enquanto nao houve altera¢des nestes metabolitos no colmo, raiz, FB e FI
(Figuras 5-6). Resultados contrastantes foram observados em plantas de trigo, em que o estresse
osmotico estimulou um maior acimulo de agucares soluveis na raiz do que nas folhas. Além
disso, a raiz teve como resposta metabolica especifica a sintese de sacarose em resposta a
salinidade (DARKO et al., 2019). Ademais, ZHAO e colaboradores (2021) demonstraram que
a rafinose apresentou um grande acimulo nas raizes em resposta ao estresse hidrico. Os
acucares sdo sensiveis durante o estresse e tem o papel de garantir suprimentos dos 6rgaos fonte
aos 6rgios dreno como aclimatagio, além de ser uma molécula de sinalizagio (FABREGAS et
al., 2018), sobretudo em situacdes de estresse (SADDHE et al., 2020; MANTHAN et al., 2021).
Dessa maneira, esses resultados sugerem que o acimulo de agucares nas folhas de arroz sob

salinidade pode ser uma estratégia osmoprotetora e ter um papel de sinalizacao nesses 6rgaos.
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7.3.2 O aumento no nivel de aminodcidos induzidos pelo estresse salino é observado

prioritariamente em folhas

O acumulo de aminodcidos € um fator chave para a tolerancia a diferentes estresses
(KHAN et al., 2020), e vem sendo reportado como um mecanismo de aclimatagdo de plantas a
diferentes tipos de estresse (CARDOSO et al., 2023). Aminoacidos ramificados (BCAAs), tais
como lisina, valina, leucina, isoleucina, treonina, f-alanina e metionina, apresentaram aumento
nos niveis e foram identificados como biomarcadores de estresse salino em diferentes 6rgaos,
sobretudo folhas de plantas de arroz. O aciimulo de BCAAs ¢ uma resposta comum e
previamente demonstrada em folhas de Arabidospis em resposta a seca (PIRES et al., 2016;
BATISTA-SILVA et al., 2019) e outros fatores de estresse (JOSHI et al., 2010; AZANO et al.,
2022). Além desses, observamos aumento nos niveis de outros aminoacidos como serina,
arginina, glutamina e alanina nas folhas sob excesso de NaCl. O aumento destes aminoacidos
pode estar associado ao armazenamento de precursores proteicos para auxiliar a planta na rapida

recuperagao apos o estresse (BATISTA-SILVA et al., 2019).

Em geral, o conteudo de aminoacidos livres aumenta em plantas sob estresse. O
acumulo de aminoacidos pode ser oriundo da degradacgdo de proteinas (ARAUJO et al., 2021),
como forma de minimizar os efeitos ocasionados pelo estresse (HILDEBRANDT et al., 2018).
No nosso estudo, as FB e FI apresentaram um maior teor de aminoacidos que os outros 6rgaos,
sugerindo que o acimulo desses compostos € um mecanismo que ocorrer prioritariamente nas
folhas fotossinteticamente ativas, como forma de minimizar os danos nesses 0rgaos em situagao
de estresse. Além dos BCAAs, o estresse salino também induziu o acimulo de fenilalanina nas
FB e FI, um aminodacido de cadeia aromadtica, similar ao observado em resposta ao frio e estresse
por metais pesados (AZANO et al., 2022). Fenilalanina ¢ um dos precursores para a sintese de
metabolitos secundarios (LEES e GALILI 2008), que incluem diversos antioxidantes

importantes para a defesa vegetal contra estresses bioticos e abidticos (LI ef al., 2021).

Além desses, o estresse salino induziu o acimulo de prolina nas FB e FI, um
aminoacido osmoprotetor para o metabolismo das plantas. O acumulo de prolina foi
similarmente observado em folhas de planta de pepino em resposta ao estresse salino
(NALIWAIJSKI et al., 2021). Estudos prévios ressaltam que a prolina ¢ acumulada ndo sé na
salinidade, como também na aclimatacao a seca, frio, mas nao por calor (LV et al, 2011; PER
et al., 2017). O acumulo de prolina tem sido reportado como importante para manter a

homeostase celular, o ajuste osmotico e a absorcao de dgua (GOSH et al., 2021). Tomados em
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conjunto, nossos resultados sugerem que os mecanismos de acumulacdo de aminoacidos em
reposta ao estresse, amplamente relatados na literatura, sdo especificos de 6rgaos fonte, ao

menos nas condi¢des de intensidade e duragdo do estresse salino testadas aqui.

7.3.3 Variabilidade do nivel de dcidos orgdnicos em resposta ao estresse salino

Acidos organicos sdo importantes em condigdes de estresse, ja que exercem uma
funcdo osmoprotetora, além de serem fonte de carbono pra diversas rotas metabdlicas e
substratos para a respiragcdo vegetal (AZANO et al, 2020). De maneira geral, os acidos
organicos diminuiram nos diferentes 6rgdos, embora alguns acidos organicos aumentaram em
FS (Figura 5). Curiosamente, a mesma tendéncia de diminui¢ao ¢ observada em resposta ao
estresse hidrico (AZANO et al., 2020), embora menos acidos organicos diminuiram de forma
consistente, se comparado ao estresse salino. No nosso estudo, o 4cido pirtivico diminuiu de
maneira significativa nas folhas o que se contrapde ao estudo de ARIF et al, (2018) e
OLIVEIRA (2020), em que o acido pirvico aumenta consideravelmente em resposta a
salinidade em plantas de musgo e sorgo, respectivamente. O 4cido pirtivico € um componente
do ciclo do acido citrico que possui um papel fundamental na resisténcia de condigdes
ambientes adversas (KWON et al., 2019). Outros metabolitos que participam da respiragdo
celular, tais como acido malico e acido citrico, assim como no nosso estudo, diminuiram em
folhas de milho em resposta a seca, salinidade e estresse térmico (ARIF et al., 2018; JOSHI et
al., 2021). Assim, diferentemente de agucares e aminoacidos, os acidos organicos possuem uma
maior variabilidade nos niveis em cada 6rgdo em resposta ao estresse salino, o que evidencia a

sua versatil marca de resposta ao estresse.
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8 CONCLUSAO

O estresse salino reduziu o acumulo de biomassa nos diferentes 6rgaos de plantas
de arroz, com excecao a FS. O efeito do estresse salino no metabolismo varia substancialmente
entre os o0rgaos da planta de arroz, sendo as FB e FI as que apresentaram maiores mudancas em
resposta a salinidade. Essas folhas apresentaram respostas comuns ao estresse, como aumento
nos niveis de aminoacidos e agucares. Assim, nosso estudo ressalta que os mecanismos de
aclimatacdo e os metabolitos biomarcadores de estresse salino sdo 6rgao-especificos. Visto que
a prospeccao de metabolitos e rotas metabdlicas associadas ao estresse sdo fundamentais para
a escolha de genes a serem manipulados geneticamente com intuito de obter gendtipos mais
tolerantes a salinidade, o presente estudo ressalta a importancia de se entender a variabilidade
espacial das respostas das plantas ao estresse. Todavia, para uma maior compreensao da
variabilidade metabdlica em resposta ao estresse, sdo necessarios estudos investigando as
respostas espaciais juntamente com as varidveis tempo e doses de sal, que contribuirdo para
aperfeigoar nosso entendimento sobre a dinamica espaco-temporal das respostas metabodlicas

aos diferentes niveis de estresse salino.
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