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“Se eu vi mais longe, foi por estar sobre ombros
de gigantes”

(Isaac Newton, 1676)



RESUMO

A salinidade do solo ¢ um dos principais estresses abioticos que limitam a produtividade do
arroz (Oryza sativa L.), especialmente em regides semidridas como o Nordeste brasileiro.
Estratégias de manejo de baixo custo, como o priming (exposi¢do prévia a um indutor de
estresse), t€ém sido investigadas para mitigar esses efeitos, mas os mecanismos responsaveis
pela influéncia da fase de desenvolvimento do priming permanecem pouco compreendidos.
Este estudo teve como objetivo investigar as respostas fisiologicas e metabodlicas associadas a
memoria de estresse induzidos por priming (tratamento com NaCl 25 mM por 7 dias) aplicado
em duas fases distintas do desenvolvimento de plantas de arroz (cv. Nipponbare): durante a
germinagdo (GPS) e no estddio vegetativo V6 (VPS). Apos os primings, as plantas foram
submetidas ao estresse salino com NaCl 50 mM por 16 dias (Experimento I) ou 11 dias
(Experimento II). Foram analisados variaveis de crescimento, homeostase idnica (Na* e K¥),
indicadores de estresse oxidativo (peroxidacdo lipidica, H-0O:, estado redox do ascorbato),
trocas gasosas (fotossintese liquida, condutancia estomadtica, transpiracdo) e perfil
metabolomico por GC-MS em folhas, colmos e raizes. Os resultados demonstraram que o as
plantas GPS mantiveram area foliar, biomassa total ¢ nimero de perfilhos equivalentes as
plantas controle (sem presenca de NaCl), reduziu a razao Na*/K* em 33% em relacdo ao estresse
salino isolado (S), diminuiu os niveis de H20: e peroxidagao lipidica, e preservou a fotossintese
liquida com reducao de apenas 11% (contra 24% do estresse salino). O grupo GPS também
apresentou maior pool de ascorbato total e ativacdo do sistema antioxidante. Em contraste, o
tratamento VPS agravou os efeitos do estresse, com redugdo de 67% no numero de perfilhos,
75% na area foliar, aumento de H20: e dano de membrana equivalentes ou superiores ao grupo
S, além da menor taxa fotossintética entre todos os tratamentos. A analise metabolomica
possibilitou sugerir uma resposta Orgao-dependente, pois, nas plantas VPS as folhas
acumularam aminodcidos relacionados com a degradacao proteica (serina e alanina) enquanto
o GPS preservou a homeostase de acucares nos colmos e perfil de transicdo metabdlico entre
os tratamentos controle e salinidade. Conclui-se entdo que o priming salino na germinagao,
possivelmente confere memoria positiva ao estresse salino em arroz por meio de ajustes idnicos,
antioxidantes e metabolicos, enquanto o priming no estadio vegetativo V6 (VPS) ¢ ineficaz e

pode induzir memoria negativa.

Palavras-chave: ; memoria; estresse salino; arroz; germinagao; vegetativo



ABSTRACT

Soil salinity is one of the main abiotic stresses limiting the productivity of rice (Oryza sativa L.),
especially in semi-arid regions such as the Brazilian Northeast. Low-cost management
strategies, such as priming (prior exposure to a stress inducer), have been investigated to
mitigate these effects, but the mechanisms responsible for the influence of the developmental
stage at which priming occurs remain poorly understood. This study aimed to investigate the
physiological and metabolic responses associated with stress memory induced by priming
(treatment with 25 mM NaCl for 7 days) applied at two distinct developmental stages of rice
plants (cv. Nipponbare): during germination (GPS) and at the V6 vegetative stage (VPS). After
priming, the plants were subjected to salt stress with 50 mM NaCl for 16 days (Experiment I)
or 11 days (Experiment II). Growth variables, ion homeostasis (Na" and K*), oxidative stress
indicators (lipid peroxidation, H.O-, ascorbate redox state), gas exchange (net photosynthesis,
stomatal conductance, transpiration), and metabolomic profiling by GC-MS in leaves, stems,
and roots were analyzed. The results demonstrated that the GPS plants maintained leaf area,
total biomass, and tiller number equivalent to the control plants (without NaCl), reduced the
Na*/K* ratio by 33% compared to isolated salt stress (S), decreased H20: levels and lipid
peroxidation, and preserved net photosynthesis with only an 11% reduction (compared to 24%
under salt stress). The GPS group also presented a higher total ascorbate pool and activation of
the antioxidant system. In contrast, the VPS treatment aggravated the stress effects, with a 67%
reduction in tiller number, a 75% reduction in leaf area, increased H.O: and membrane damage
equivalent to or greater than the S group, in addition to the lowest photosynthetic rate among
all treatments. Metabolomic analysis made it possible to suggest an organ-dependent response,
since in VPS plants, the leaves accumulated amino acids related to protein degradation (serine
and alanine), while GPS preserved sugar homeostasis in the stems and a metabolic transition
profile between the control and salinity treatments. It is concluded, therefore, that saline priming
during germination possibly confers positive memory of salt stress in rice through ionic,
antioxidant, and metabolic adjustments, while priming at the V6 vegetative stage (VPS) is

ineffective and can induce negative memory.

Keywords: Halopriming; stress memory; salt stress; Oryza sativa; germination; vegetative
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1 INTRODUCAO

A seguranca alimentar global depende, em grande parte, da capacidade de manter a
produtividade agricola diante de estresses ambientais crescentes. Entre esses fatores, a
salinidade do solo se destaca como um dos principais limitantes, afetando cerca de 20% das
terras agricolas disponiveis no mundo (XIAO et al., 2025) e com tendéncia de expansdo, com
proje¢des indicando que, até 2050, aproximadamente 40% das areas cultivadas poderdao
apresentar niveis significativos de salinidade (FAO, 2024). Esse cendrio ¢ agravado por acdes
antropogénicas como o manejo inadequado do solo, a drenagem insuficiente e a irrigagdo com
agua salina, fatores que intensificam a saliniza¢do e comprometem a capacidade produtiva das
terras (PESSOA et al., 2022; ZHOU et al., 2013). O desafio se torna ainda maior considerando
que a maioria das culturas comerciais apresenta tolerancia limitada ao estresse salino (DA
SILVA DIAS et al., 2021).

Na América Latina, o cation sodio (Na") ¢ o principal responsavel pela sodicidade dos
solos, com 54% dos solos afetados por essa forma de salinidade (BICCA et al., 2023; RAI;
BASAK; SUNDHA, 2021). No Brasil, o Nordeste concentra a maior ocorréncia de solos
salinos, condi¢do agravada tanto por intervencdes humanas quanto pelas caracteristicas
climaticas locais, marcadas por chuvas escassas e irregulares, que favorecem a acumulacao de
sais na superficie do solo. Nesse contexto, a cultura do arroz (Oryza sativa L.) adquire especial
relevancia, pois, embora sua produ¢ao nacional se concentre no Sul do pais, o cultivo no Norte
e Nordeste ¢ fundamental para a seguranca alimentar regional (RIBAS et al., 2025). Contudo,
o arroz é reconhecidamente sensivel ao estresse salino, em especial a presenga de Na”, sofrendo
efeitos deletérios nos planos i6nico, osmotico e nutricional (COCA et al., 2023).

O cloreto de sodio (NaCl), principal sal associado ao estresse salino em solos sodicos,
dissocia-se em solugdo nos ions Na* e CI'. A elevada solubilidade e o pequeno raio i6nico do
Na' permitem que esse ion penetre facilmente nas células radiculares em excesso, competindo
com cations essenciais como K*, Ca?* e Mg?" e reduzindo a transloca¢do desses nutrientes para
a parte aérea (HASEGAWA, 2013; ZHOU et al., 2011). O potéassio, em particular, ¢
indispensavel para a manutencao do turgor celular, para o funcionamento enzimatico e para o
transporte de fotoassimilados pelo floema. A acumulagio excessiva de Na' no citosol
estabelece competigdo direta com o K, desequilibrando a razdo na/+K" intracelular e
comprometendo a viabilidade celular a longo prazo (COCA et al., 2023).

Paralelamente aos distirbios i6nicos, o estresse salino impde a planta um severo estresse

osmotico, que se manifesta quase que imediatamente apds a exposi¢ao das raizes a condicao de
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salinidade (MUNNS; TESTER, 2008). Concentragdes elevadas de NaCl na solu¢dao do solo
reduzem o potencial osmoético (Ws) do meio externo, tornando-o mais negativo. O potencial
hidrico total (W¥w), definido como a soma do potencial osmotico, do potencial de pressao (Wp)
e do potencial gravitacional, determina a direcdao do fluxo de agua. Em condi¢des normais, as
raizes mantém um ¥Y'w mais negativo do que o do solo, permitindo a absor¢ao passiva de dgua.
Contudo, sob estresse salino, a elevada concentragao de solutos no meio externo provoca uma
queda dréstica no WYw do solo, frequentemente invertendo o gradiente hidrico e dificultando ou
até mesmo impedindo a entrada de agua nas raizes (MUNNS; TESTER, 2008). Enquanto o
ajuste osmotico ndo € plenamente alcangado, a perda de turgor celular compromete a expansao
foliar, reduz a condutincia estomatica e, consequentemente, a assimilacdo fotossintética de
carbono (Zhu, 2001).

A combinacdo dos disturbios 16nico e osmoético resultantes do estresse salino
desencadeia ainda o acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o peréxido de
hidrogénio (H20:), que em concentragdes elevadas promovem a peroxidagdo lipidica das
membranas celulares e danos oxidativos a proteinas e ao DNA (MITTLER, 2002). Esse estresse
oxidativo amplifica os danos causados pelos componentes idnico € osmotico, tornando a
resposta a0 NaCl um processo multifatorial e interconectado. A capacidade de uma planta
tolerar a salinidade depende, portanto, de sua habilidade de coordenar mecanismos
antioxidantes, ajuste osmotico e homeostase i6nica de forma integrada.

Diversas estratégias tém sido investigadas para mitigar os efeitos da salinidade sobre
culturas agricolas, desde o melhoramento genético classico e a sele¢do de cultivares tolerantes
até abordagens biotecnoldgicas avangadas, como a edi¢cdo génica. Embora essas ferramentas
sejam poderosas para elucidar mecanismos de tolerancia e gerar materiais promissores, sua
aplicacdo isolada frequentemente esbarra na natureza poligénica e multifatorial da tolerancia
ao estresse salino, o que torna improvavel a identificacdo de uma Unica variante genética capaz
de conferir prote¢do abrangente. Nesse contexto, estratégias de manejo de baixo custo e alta
aplicabilidade pratica, como o uso de priming, surgem como complementos essenciais as
abordagens biotecnologicas, especialmente em regides com acesso limitado a tecnologias
sofisticadas.

O priming pode ser definido como a exposicao prévia da planta ou da semente a um
agente indutor de natureza quimica (halopriming, osmopriming, hormonal) ou fisica
(hydropriming, termopriming), com intensidade ou tempo de exposic¢ao subletal, que ativa vias
regulatorias sem causar danos permanentes, preparando o organismo para responder de forma

mais eficiente a um estresse posterior (PAPARELLA et al., 2015; SEDGHI, 2026). Em nivel



16

molecular, o priming envolve alteragdes no balango redox, na sinalizagdo hormonal e na
reprogramagao epigenética, incluindo modificacdes em histonas e padroes de metilagdo do
DNA (ASWATHI et al., 2025). Esse conjunto de alteragdes constitui o que se denomina
“memoria de estresse”. Diferentemente de organismos com sistema nervoso central, as plantas
constroem essa memoria de forma autdbnoma em cada célula, permitindo que respostas
adaptativas sejam ativadas de maneira mais rdpida e robusta em exposicdes subsequentes ao
agente estressante (ASWATHI et al., 2025; SEDGHI, 2026).

A eficacia do priming como indutor de tolerancia ao estresse salino ja foi demonstrada
em diversas espécies, incluindo trigo, milho e tomate (PAPARELLA et al., 2015). Em arroz,
estudos indicam que o halopriming com NaCl em baixas concentragdes durante a germinacao
pode melhorar a uniformidade de emergéncia e a resisténcia a estresses subsequentes.
Entretanto, a janela de desenvolvimento na qual o priming ¢ aplicado constitui uma variavel
critica e ainda pouco explorada, ja que, enquanto o priming em germinagdo (semente ou
plantula) ¢ amplamente estudado (GOHARI et al., 2026; JATANA et al., 2024; PAGANO;
MACOVEI; BALESTRAZZI, 2023), a utilizagdo do priming em estadios vegetativos mais
avangados, como o estddio V6, permanece com resultados escassos na literatura. Nao esta claro,
por exemplo, se plantas ja estabelecidas respondem ao priming salino com aclimatagao positiva
ou se a exposi¢ao prévia ao NaCl nessa fase pode, ao contrério, agravar a sensibilidade ao
estresse posterior.

Diferentemente de abordagens que demandam infraestrutura laboratorial sofisticada,
mao de obra especializada ou ciclos longos de selecao, o priming se destaca pela simplicidade
operacional, baixo custo e aplicabilidade direta pelo produtor rural, caracteristicas que o tornam
especialmente atrativo para o Nordeste brasileiro, onde a salinidade coexiste com restrigdoes de
acesso a tecnologias avangadas. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as
alteragdes fisioldgicas e metabolicas induzidas por priming salino aplicado em duas diferentes
fases do desenvolvimento de plantas de arroz, durante a germinagdo (GPS) e no estadio

vegetativo V6 (VPS), e suas consequéncias diante da tolerancia ao estresse salino subsequente.
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2 HIPOTESE

O priming salino (halopriming) confere memoria de estresse em plantas de arroz, mas

a eficacia dessa memoria depende da fase de desenvolvimento em que o priming é aplicado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar se o priming salino (25 mM NaCl por 7 dias) aplicado em duas fases distintas do

desenvolvimento de plantas de arroz (cv. Nipponbare), durante a germinagao (GPS) e no estadio

vegetativo V6 (VPS), confere tolerancia ao estresse salino subsequente (50 mM NaCl), e se

essa resposta ¢ dependente da fase de desenvolvimento.

3.2 Objetivos especificos:

Avaliar os efeitos do priming e do estresse salino sobre varidveis de crescimento
(numero de perfilhos, area foliar, biomassa seca de raizes e parte aérea);

Determinar o acimulo de ions Na* e K* e a razdo Na*/K* em tecidos foliares;
Quantificar indicadores de estresse oxidativo (peroxidacao lipidica, H20:, estado redox
do ascorbato) e dano de membrana;

Medir pardmetros de trocas gasosas (fotossintese liquida, condutancia estomatica e
transpiragao);

Analisar o perfil metaboldmico por GC-MS em folhas, colmos e raizes;

Comparar a eficacia do priming em germinagdo (GPS) versus priming vegetativo

(VPS) na mitigagdo dos danos causados pela salinidade.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Condicoes de crescimento

Sementes de arroz (Oryza sativa spp. Japonica cv. Nipponbare) foram semeadas em
papel Germitest® durante 14 dias em casa de vegetacdo (média da radiacdo fotossinteticamente
ativa maxima - PAR de 800 pmol m™ s™!, temperatura média de 30°C, fotoperiodo de 12h e
umidade relativa média de 75%). Aos 14 dias ap6s a semeadura, as plantulas foram transferidas
para vasos de 2,8 L contendo solucdo nutritiva de Hoagland-Arnon diluida a ¥4 (HOAGLAND:;
ARNON, 1950). Durante o periodo de crescimento, a solugdo nutritiva foi completamente
trocada semanalmente nas duas primeiras semanas, € a cada 3 dias ap6s esse periodo, a solu¢ao
passou a ser utilizada na dilui¢ao de concentracdo 1/2. O tratamento de priming foi aplicado em
dois grupos distintos de plantas: um durante o estabelecimento da germinacdo (priming de
sementes) € o outro no estddio V6 (priming vegetativo). Ao atingir o estadio V10, as plantas
foram submetidas aos seguintes tratamentos: sal (S), priming de sementes + sal (GPS) e priming
vegetativo + sal (VPS). Os tratamentos salinos consistiram na adi¢do de 50 mM de NaCl a
solu¢ao nutritiva por 16 dias no experimento I ¢ 11 dias no experimento II. No primeiro
experimento, as raizes foram colhidas e secas em estufa a 75°C até massa constante. A parte
aérea foi dividida em folhas e colmos, congeladas em N: liquido e armazenadas a -80°C para
determinagdes bioquimicas. No segundo experimento, as raizes, folhas e colmos (ambos
localizados a altura de 15-30 cm do inicio da parte aérea) da planta foram coletados, congelados

em N: liquido e armazenadas a -80°C.

4.2 Aplicacao do halopriming

O priming foi realizado expondo as plantas a uma solu¢do de NaCl 25 mM por 7 dias,
definido em estudos anteriores do laboratério e aplicado em dois estadios de desenvolvimento
distintos. O priming durante a germinag¢dao envolveu a semeadura em papel Germitest®
umedecido com solug@o salina por 7 dias. Apos esse periodo, as plantulas primadas foram
transferidas para um novo papel Germitest® umedecido com agua destilada por mais 7 dias.
Em contraste, as sementes controle (C) foram semeadas em papel germitest umedecido
exclusivamente com agua destilada durante todo o periodo de 14 dias. Para o priming
vegetativo, uma solugao de NaCl 25 mM foi adicionada a solugdo nutritiva quando as plantas
atingiram o estadio V6 (28 dias apds a semeadura em ambos os experimentos) e, apds 7 dias, a

solucdo foi completamente substituida por uma solugdo nutritiva fresca.

4.3 Aplicacao do tratamento salino
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O estresse salino foi realizado expondo as plantas a uma solu¢ao de NaCl 50 mM,
aplicada quando as plantas atingiram o estddio V10 (42 dias apds a semeadura no experimento
I e 40 dias no II). Trés grupos de plantas foram iniciados: grupo sal (S), que ndo recebeu priming
prévio; grupo priming em germinacdo + sal (GPS); e grupo priming vegetativo + sal (VPS).
Apos 16 dias no experimento I e 11 dias no experimento II, todas as plantas foram colhidas
para analises subsequentes.

Figura 1 — Desenho experimental

Solucao Nutritiva
+25 mM NacCl :

Solugao Nutritiva
+50 mM NacCl :

....................................

Controle

Salinidade

GPS

V13100

VPS

Germinacao \/ V10

Fonte: Proprio autor (2026)

4.4 Area foliar e medidas de trocas gasosas

A determinagdo da area foliar foi realizada utilizando um medidor de area foliar modelo
LI3100C. Os parametros de trocas gasosas foram medidos utilizando um sistema portatil de
analisador de gas infravermelho (LI-6400XT, Li-COR, Lincoln, NE, EUA) em folhas maduras
da por¢cdo mediana da planta (15-30 cm). A PPFD e a temperatura no interior da cdmara de
medicao foram mantidas em 1000 umol m™2 s7! e 28°C, respectivamente. A quantidade de luz
azul foi ajustada para 10% da PPFD para maximizar a abertura estomatica (FLEXAS et al.,
2008), a pressao parcial de CO: foi mantida em 40 Pa e a diferenca de pressao entre vapor do

sistema folha-ar foi de 1,85.
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4.5 Indicadores de estresse oxidativo

O dano de membrana (MD) foi medido pelo extravasamento de eletrolitos, conforme
descrito anteriormente por Blum & Ebercon (1981). Segmentos de uma folha madura de arroz
(10 segmentos de 3 cm da parte média da folha 11 - L11) foram colocados em tubos contendo
10 ml de agua deionizada. Os frascos foram levemente agitados por 24h e a condutividade
elétrica da solugdo foi medida (C1). A solugdo com os segmentos foi entdo fervida (99°C) por
1h e a condutividade elétrica foi medida novamente (C2). O dano relativo de membrana foi
estimado por MD (%) = C1/C2 x 100.

A peroxidagdo lipidica foi medida com base na formacdo de substincias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARS), de acordo com Heath & Packer (1968). 200 mg de massa fresca
foram adicionados a 1,5 mL de TCA 5%, centrifugados a 12.000 g (4°C) por 20 min e o
sobrenadante foi coletado. 500 pL do sobrenadante foram adicionados a tubos contendo 2 mL
de solu¢do de TBA, deixados em banho-maria a 98°C por 60 min e rapidamente resfriados em
banho de gelo. Apds centrifugacdo a 10.000 g por 5 min, a absorbancia foi medida a 532 e 660
nm no espectrofotometro. A concentragdo de TBARS foi calculada usando o coeficiente de
absorc¢ao (155 mM ™' cm™) e os resultados foram expressos como nmol MDA-TBA g MF.

A determina¢do do conteido de H-O: foi realizada utilizando o kit Amplex® red, de
acordo com Zhou et al. (1997). 150 mg de amostras de folhas frescas foram maceradas com N2
liquido na presenca de 1 ml de tampao fosfato 100 mM (pH 7,5), centrifugadas a 12.000 g (4°C)
e o sobrenadante foi imediatamente utilizado para a determinacdo de H.O.. Aliquotas de 200
puL do sobrenadante foram adicionadas a um meio de reagao consistindo de 200 pL da solucao
de Amplex red e incubadas por 30 min a 25°C protegidas da luz. A absorbancia foi determinada
a 560 nm. O branco foi preparado em paralelo e subtraido da amostra. O contetido de H-0- foi
calculado a partir de uma curva padrao e os resultados foram expressos como pmol H>0: g
MEF.

Os teores de ascorbato reduzido (ASA) e ascorbato total (ASA + DHA) foram
quantificados de acordo com Kampfenkel et al. (1995). 150 mg de folhas frescas foram
maceradas com N: liquido na presenca de TCA 5% e centrifugadas a 12.000 g (4 °C). O
sobrenadante foi utilizado para a determinacdo de ASA. O ensaio para ascorbato reduzido
baseia-se na redugdo de Fe** para Fe?* pelo AsA, e o ascorbato total foi medido apds reducao
completa com DTT 10 mM e N-etilmaleimida 0,5%. O complexo Fe*" - 2,2'-bipiridil foi lido a
525 nm, e o teor de ascorbato oxidado (DHA) foi obtido subtraindo-se a fragdo reduzida do teor
total. O estado redox do ascorbato foi calculado como [(ASA)/(ASA+DHA)] * 100 e expresso

em porcentagem.
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4.6 Determinacao de ions

As amostras maceradas foram secas em estufa com circula¢ao for¢ada de ar quente a
70°C por trés dias. A extragdo ionica foi realizada de acordo com Silva (2009). 25 mg de
amostras secas foram adicionadas a Erlenmeyer contendo 25 ml de HCl 1M. Os erlenmeyers
foram agitados por 1h e filtrados com algodao apo6s 2h de repouso. O so6dio e o potéssio no
extrato foram determinados por fotometria de chama. As concentracdes de Na*" e K foram
estimadas usando curvas padrao de NaCl e KCl, respectivamente, com concentragdes variando

de 0 a 50 mmol L.

4.7 Analise de metabolomica por GC-MS

A extragdo, derivatizacao e analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS) foram realizadas conforme descrito por Lisec et al. (2006). 50mg de
material vegetal fresco (folhas, colmos e raizes), foram macerados na presenc¢a de N> liquido e
separados em microtubos de 2,0 mL. A extragdo foi realizada adicionando 700 pLL de metanol
puro e 30 uL de ribitol, utilizado como padrao interno quantitativo. As amostras foram agitadas
(10 min, 70°C, 950 rpm) e centrifugadas (10 min, 11.000 g). O sobrenadante foi transferido
para um tubo (2 mL), onde foram adicionados 375 pL de cloroférmio gelado e 750 pL de 4gua,
sendo posteriormente centrifugado (15 min, 10.000 g). Em seguida, 150 pL da fase superior
(polar) foram transferidos para um tubo (1,5 mL) e secos em speed vac. As amostras foram
derivatizadas adicionando 40 pL de cloridrato de metoxiamina (20 mg mL™") dissolvido em
piridina pura, agitando (950 rpm, 2 h, 37 °C) e adicionando 70 pL de N-metil-N-
(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA). As amostras foram agitadas novamente por 30 min
a 37 °C e entdo transferidas para frascos de vidro para anélise por GC-MS. Os cromatogramas
foram analisados utilizando o software X-calibur 2.1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). A identificagdo dos metabdlitos foi realizada utilizando o banco de dados Golm

Metabolome (http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/) (KOPKA et al., 2005). Os resultados sao dados

em termos de Conteudo de Metabolitos Relativos, onde a intensidade de cada metabolito
identificado ¢ normalizada pela intensidade do padrao analitico interno e pela quantidade exata

de amostra utilizada na extragao metabolica.

4.8 Arranjo experimental e analise estatistica
O experimento foi arranjado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés

repeti¢des independentes, cada uma consistindo em um vaso contendo duas plantas. As analises


http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
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estatisticas foram realizadas pela plataforma Rstudio (Posit team (2026). RStudio: Integrated
Development Environment for R. Posit Software, PBC, Boston, MA.). Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05). Os resultados foram expressos como média = desvio
padrdo (SD).

Além disso, os dados de metaboldmica obtidos foram submetidos a analise multivariada,
realizada por analise de componentes principais (PCA) e projecao de importancia de variaveis

(VIP Score), utilizando a plataforma MetaboAnalyst (PANG et al., 2024).

4.9 Uso de ferramentas de IA

Durante a elaboracdo deste trabalho, foram utilizadas ferramentas de Inteligéncia
Artificial (IA) como suporte para a analise de dados e revisdo do texto. Especificamente, os
modelos de linguagem DeepSeek (DEEPSEEK-AI et al., 2024) e Claude (ANTHROPIC,
2025) foram empregados para auxiliar na programacdo de cddigos no software RStudio,
incluindo a elaboragao de scripts para analise de variancia (ANOVA), teste de Tukey, e geragao
de graficos. Além disso, essas mesmas ferramentas foram utilizadas para revisao da redacao
académica e padronizagdo de legendas. Todas as sugestdes fornecidas pelas ferramentas de [A
foram rigorosamente avaliadas e validadas pelo autor, que assume total responsabilidade pela
originalidade, precisdo e integridade das informagdes apresentadas neste documento. As

ferramentas nao foram utilizadas para gerar dados experimentais e/ou manipular resultados.
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5S RESULTADOS

5.1 Variaveis de crescimento

De acordo com os dados de caracterizagdo obtidos no experimento I (Figura 2), as
plantas do tratamento VPS apresentaram uma redugdo drastica no numero de perfilhos
(aproximadamente 67% em relagdo ao controle) apos 16 dias de exposicdo ao NaCl 50mM.
Essa reducgdo foi mais acentuada do que a observada no tratamento salino (S), que nao diferiu
estatisticamente do controle nesse parametro.

Por consequéncia dessa menor quantidade de perfilhos e como demonstrado pela Figura
2B, o tratamento VPS apresentou a menor area foliar relativa (reducdo de 75%), sendo
significativamente inferior ao tratamento S, que por sua vez ja possuia apenas 48% da area
foliar em comparagao ao grupo controle. Ou seja, ao comparar diretamente com o tratamento
salino, as plantas submetidas ao priming em estadio vegetativo V6, tiveram uma reducao de
48%.

Em contrapartida, as plantas submetidas ao tratamento GPS ndo sofreram impactos
significativos no desenvolvimento sob as mesmas condigdes de estresse. A area foliar do grupo
GPS (redugdo de 19% em relagdo ao controle) foi significativamente superior a dos tratamentos
S e VPS, apresentando um aumento de 69% na area em relagdo ao estresse salino, sendo
estatisticamente semelhante a do grupo controle. Logo, esses resultados demonstram a
capacidade do priming em germinagdo de mitigar os efeitos sob a area foliar, quando exposto

a salinidade.



Figura 2 — Efeito dos tratamentos sobre o nimero de perfilhos por planta
(A) e a area foliar relativa ao controle (B) para o experimento I (16 dias
com NaCl 50mM). Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Pelo que ¢ apresentado na Tabela 1, a presenga da salinidade afetou significativamente
o acumulo de biomassa das plantas, com os tratamentos sob estresse (com exce¢dao do GPS)
apresentando reducao de massa quando comparados ao tratamento controle.

Essa reducao na biomassa esta diretamente associada ao que foi observado na Figura 2,
onde o tratamento VPS apresentou a menor area foliar e o menor numero de perfilhos. O
comprometimento da area fotossintética refletiu-se diretamente no acimulo de massa seca com
as plantas do grupo VPS apresentando reducdes significativas de 45% na massa de raizes e 65%
na massa da parte aérea em comparagdo ao tratamento salino (S). Tratamento esse que por
sua vez apresentou uma reducdo de aproximadamente 47% na biomassa total em relacdo ao
controle, demonstrando o efeito negativo do estresse salino sobre o acimulo de massa.

Por outro lado, as plantas do tratamento GPS, que na figura 2 mantiveram area foliar e
nimero de perfilhos semelhantes ao controle, também nao diferiram do controle na biomassa
total, reforgando a correlacdo entre a manutencao da area foliar e a capacidade de acumulo de
biomassa sob estresse. E possivel que o tratamento GPS tenha amenizado os efeitos da
salinidade por meio de um crescimento inicial levemente superior ao controle, ainda que de
forma nao significativa.

Tabela 1- Efeito dos tratamentos sobre a massa seca de raiz, parte aérea e biomassa total (g
MS planta™) para o experimento 1 (16 dias com NaCl 50mM). Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Massa Seca — Experimento I

(g MS planta™)
Tratamentos
Raiz Parte Aérea Biomassa Total
C 04314 a 8219 a 8.776 a
S 0.2616 b 4375b 4.637b
GPS 0.5831 a 8.574 a 9.157 a
VPS 0.1181 ¢ 2.802 ¢ 3.147 ¢

Ao final da aplicagdo do estresse salino no experimento 2 (Figura 3), era possivel
visualmente notar as semelhangas entre os tratamentos Controle ¢ GPS. Altura e a densidade
de folhas vivas dos individuos eram de forma visual, notavelmente semelhantes, enquanto o
tratamento VPS, apresentavam uma estatura levemente reduzida, e um maior nimero de folhas
mortas ou em estado de senescéncia em comparacao as plantas controle e GPS.

Diferentemente do Experimento I, onde a reducdo foi mais acentuada, no

Experimento II os efeitos do estresse foram visualmente mais amenos, embora mantendo a
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mesma tendéncia. A figura 3 ilustra que, apesar dessa atenuacdo, a presenga do priming em
estadio V6 nao agregou adaptacao positiva aos individuos. Essa observacao visual corrobora os
dados quantitativos apresentados (Figura 2 e Tabela 1) no experimento anterior, onde o
tratamento VPS ja havia demonstrado a menor area foliar, o menor nimero de perfilhos e a
maior redugdo de biomassa entre todos os tratamentos sob estresse. Visualmente e nos dados
demonstrados anteriormente, esse tratamento se mostrou equivalente ou inferior ao grupo S em

ambos 0s experimentos.

Figura 3 — Comparacao visual do fenétipo dos tratamentos Controle, S,
GPS e VPS para o experimento II (11 dias com NaCl 50 mM). A posi¢ao
das plantas e a escala foram mantidas entre as capturas.

(Controle)
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5.2 Indicadores de Estresse

5.2.1 Acumulacio de Na*, K™ e homeostase K*/Na™

Como observado na Figura 4, todos os tratamentos submetidos ao estresse salino (S,
GPS e VPS) apresentaram niveis de sodio (Na*) significativamente superiores ao controle, na
concentragdo desse ion, ndo havendo diferenga estatistica entre os tratamentos estressados
(Figura 4A). Logo, esse resultado demonstra que a presenga de NaCl foi suficiente para alterar
a homeostase i6nica das plantas.

Em relagdo ao potassio (K*), o tratamento GPS destacou-se por manter os niveis mais
elevados, sendo cerca de 29% maior que os tratamentos S ¢ VPS, que ndo diferiram entre si
(Figura 4B). Essa manutencao da concentracdo de K* no grupo GPS refletiu-se diretamente na
razdo Na'/K*, o tratamento GPS apresentou uma redu¢do de aproximadamente 33% nesse
indicador, em comparagao aos tratamentos S ¢ ao VPS, embora ainda tenha ficado cerca de 10
vezes superior ao controle (Figura 4C). Em contrapartida, os tratamentos S e VPS apresentaram
os piores indices, com uma razdo Na*/K* aproximadamente 15 vezes maior que a do controle,
ndo diferindo entre si. Esses resultados demonstram que o priming em germinagdo (GPS)
atenuou o desbalango i6nico, enquanto o priming no estadio vegetativo (VPS) nao foi capaz de

melhorar a homeostase i6nica em relagdo ao estresse salino isolado (S).



Figura 4 - Efeito dos tratamentos sobre o acumulo dos ions sédio (A),
potassio (B) e razdo Na'/K" (C) para o experimento I (16 dias com NaCl
50 mM). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p <0,05)
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3.2.2 Indicadores de mudancas redox

Os resultados da analise de TBARS (Figura 5A) demonstram que o tratamento GPS
apresentou uma reducao de 25% na concentragdo de MDA quando comparado ao tratamento
salino (S). Em contraste, as plantas do tratamento VPS (priming em estddio V6) apresentaram
niveis equivalentes aos do grupo S, com um incremento de 26% em relacdo ao controle. Esses
resultados indicam que as plantas VPS ndo conseguiram atuar de forma tao eficaz quanto o
grupo GPS no controle da peroxidagao lipidica.

Esses dados sdo corroborados pelos niveis de peroxido de hidrogénio (H20:) que se
elevaram em todos os tratamentos submetidos ao estresse salino (Figura 5B), indicando a
presenca de estresse oxidativo, ou a0 menos, o inicio da instalagdo de um quadro de estresse. O
tratamento GPS apresentou diferenga significativa na concentragdo de H>O», entre os grupos
estressados, sendo aproximadamente 22% menor que a do grupo exposto apenas a salinidade
(S). Em contrapartida, o tratamento VPS falhou em atenuar a producdo de H20:, levando a
niveis significativamente semelhantes ao tratamento S.

Ao analisar o sistema antioxidante, o comportamento do tratamento GPS explica sua
maior prote¢do. As plantas do grupo GPS apresentaram um aumento de 146% na forma oxidada
do ascorbato (DHA) em relagao ao controle e o maior consumo da forma reduzida (AsA) entre
todos os tratamentos. Além disso, o pool total de ascorbato no grupo GPS foi 35% maior que o
do controle, indicando a possivel ativagdo de mecanismos de biossintese ou regeneragdo desse
antioxidante. Em contraste, nos tratamentos S e VPS, o aumento do DHA nao foi acompanhado
por uma elevacao proporcional do ascorbato total, evidenciando uma resposta antioxidante
menos eficiente.

Em conjunto, esses resultados demonstram que o priming em germinagao (GPS) induziu
uma resposta antioxidante mais robusta, com maior capacidade de regeneracdo do ascorbato,
menor acumulo de H-0O: e, consequentemente, menor peroxidagdo lipidica. Por outro lado, o
priming em estadio vegetativo (VPS) ndo apenas falhou em mitigar os danos do estresse salino,
mas agravou a condi¢ao oxidativa da planta, a tornando igualmente ou mais vulneravel quanto

o grupo sob estresse salino isolado (S).
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Figura 5 —Efeito dos tratamentos sobre a peroxidagdo lipidica (A), a
concentragao de peroxido de hidrogénio (B) e o estado redox do ascorbato
(C) para o experimento I (16 dias com NaCl 50 mM). Letras diferentes
representam médias com diferengas significativas entre tratamentos pelo
teste de Tukey (p <0,05). No grafico (C), letras na por¢ao superior indicam
diferencgas para o ascorbato total, enquanto letras dentro das barras indicam
diferencas para a concentracao de DHA. Porcentagem indica a quantidade
de ascorbato reduzido em relagdo ao total.
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No experimento II, os resultados da analise de dano de membrana (Figura 6A) e TBARS
(Figura 6B) confirmam a tendéncia observada no experimento anterior, embora com uma
intensidade levemente distinta. O tratamento GPS (priming em germinagdo) manteve niveis de
TBARS significativamente menores que o tratamento salino (S), com uma reducao de
aproximadamente 22%, e nao diferiu estatisticamente do grupo controle (Figura 6B). Esse
padrao ¢ consistente com o observado no Experimento I, onde o GPS também demonstrou a

menor peroxidacao lipidica entre os grupos estressados.
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Em contraste, o tratamento VPS (priming em estadio V6) apresentou novamente niveis
de TBARS equivalentes aos do grupo S, com um incremento de aproximadamente 26% em
relagdo ao controle, e ndo diferiu estatisticamente do tratamento salino. Essa equivaléncia entre
VPS e S foi ainda mais evidente na analise de dano de membrana (Figura 6A), onde ambos os
tratamentos apresentaram os maiores percentuais de dano, cerca de 42% e 43%,
respectivamente, ndo diferindo entre si e sendo significativamente superior ao controle e ao
GPS.

Esses resultados reforcam a conclusdo de que o priming em germinagao (GPS) ¢ uma
estratégia eficaz para mitigar os danos oxidativos as membranas sob estresse salino, mantendo
a integridade celular em niveis proximos ao controle. Por outro lado, o priming no estadio V6
(VPS) falhou em conferir qualquer protecao adicional, mantendo-se tdo vulneravel quanto o

grupo salino e apresentando um dano de membrana significativamente maior que o GPS.

Figura 6 — Efeito dos tratamentos sobre o dano de membrana (A) e
peroxidagdo lipidica (B) para o experimento II (11 dias com NaCl 50 mM).
Letras diferentes representam médias com diferengas significativas entre
tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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5.3 Variaveis fotossintéticas

Os resultados demonstrados pelas analises realizadas no IRGA (Figura 7) demonstram
os efeitos deletérios causados pela salinidade (S), com uma redu¢do de aproximadamente 24%
na fotossintese liquida, 36% na transpiracdo e 43% no fechamento dos estdmatos, quando
comparados ao tratamento controle. Ao adicionarmos a comparagao dos tratamentos de priming
(GPS e VPS), observa-se que o tratamento VPS apresentou a menor taxa de fotossintese entre
todos os grupos, com uma reducdo de cerca de 25% em relacdo ao controle e cerca de 13% em
relacdo ao tratamento salino (S). Embora sua transpira¢do tenha sido significativamente
semelhante a dos tratamentos GPS e S, sua condutancia estomatica apresentou uma reducado de
50% em relacdo ao controle, sem diferenga significativa quando comparada aos demais
tratamentos sob estresse.

Em contrapartida, o tratamento GPS manteve uma taxa fotossintética superior ao S, com
uma reducdo de apenas 11% em relacdo ao controle, demonstrando uma capacidade de
manutengdo da atividade fotossintética superior ao VPS e ao proprio estresse salino isolado.
Esses resultados indicam que, assim como observado nos parametros de crescimento, o priming
em germinacdo (GPS) atenuou os efeitos deletérios do estresse salino sobre as trocas gasosas,
enquanto o priming no estadio V6 (VPS) ndo apenas falhou em proteger a planta, como agravou

a reducdo da fotossintese liquida.



Figura 7 — Efeito dos tratamentos sobre a fotossintese liquida - Px (A), a
transpiragdo — E (B) e a condutancia estomdtica - gs (C) para o
experimento II (11 dias com NaCl 50 mM). Médias seguidas pela mesma
letra ndao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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5.4 Alteracoes Metabolicas

A analise de componentes principais (PCA) revelou padroes metabodlicos distintos entre
os tecidos avaliados (Figura 8). Nas folhas (Figura 8A), o tratamento VPS foi clusterizado de
maneira completamente independente dos demais grupos, indicando um perfil metabolico
distinto. J& o tratamento GPS apresentou um perfil metabolico mais proximo ao controle
(comparado ao grupo VPS), ainda que com pequenas diferengas, sugerindo que o priming em
germinagdo foi capaz de preservar grande parte da homeostase metabodlica foliar mesmo sob
estresse salino. Nos colmos (Figura 8B), entretanto, o padrdo se inverte: o tratamento GPS se
agrupa mais proximo ao controle, enquanto o VPS se agrupa juntamente com o S.

Por fim, nas raizes (Figura 8C), tanto o grupo GPS quanto o S apresentam perfis
metabolicos semelhantes, enquanto o VPS mantém uma leve separagdao. Esses resultados
sugerem que a resposta do priming pode ser diferente dependendo do tecido a ser estudado,
pois, o tratamento GPS promove adaptagdes metabdlicas favoraveis principalmente nos colmos
e folhas, enquanto o VPS induz alteracdes possivelmente desfavoraveis, especialmente nas
folhas. Essa observagdao se correlaciona com os resultados obtidos e demonstrados

anteriormente nos experimentos | e II, bem como pelo perfil metabolico observado na Figura
9.
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Figura 8 — Analise de Componentes Principais (PCA) realizada com os
dados de metabolomica obtidos de folhas (A), colmos (B) e raizes (C) de
plantas de arroz do experimento II (11 dias com NaCl 50mM).
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A figura 9 apresenta os VIP scores dos metabolitos que mais contribuiram para a
separacao dos tratamentos. Nas folhas (Figura 9A), o tratamento VPS apresentou um padrao de
metabolitos sem clara correlagdo com os outros tratamentos, com niveis elevados de acido
fosforico, alanina e serina, metabdlitos que estdo relacionados com uma maior peroxidacao da
membrana e de catabolizagdo proteica. O tratamento GPS, por sua vez, exibiu um perfil de
transicao metabolica, com niveis intermediarios entre o controle ¢ o estresse salino.

Nos colmos (Figura 9B), observou-se que o grupo VPS apresentou uma redugdo na
sacarose, mas um aumento em outros agucares, como frutose e galactose. Essa remobilizacao
de acucares nos colmos pode estar associada a uma tentativa da planta de ajustar seu potencial
osmotico em resposta ao estresse salino, uma vez que esses metabolitos podem atuar como um

osmoprotetor (MEHTA; VYAS, 2023). Entretanto, essa mobilizagdo ndo gerou uma protecao
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efetiva, pois o tratamento VPS manteve um desempenho fisioldgico inferior em ambos os
experimentos. As plantas do grupo GPS, por outro lado, mantiveram niveis mais proximos ao
controle para esses metabolitos, indicando que o priming em germinagao foi capaz de preservar
a homeostase de aglicares nos colmos, sem a necessidade de uma remobilizacdo dispendiosa
energeticamente.

Nas raizes (Figura 9C), o tratamento VPS apresentou acimulo de metabdlitos
associados ao estresse osmotico, como o mio-inositol, que geralmente atua como osmoprotetor
e sinalizador de estresse em plantas (SINGH et al., 2022; VALLURU; VAN, 2011). Esse
acimulo indica uma possivel ativagdo de mecanismos de defesa contra a salinidade. O
tratamento VPS, por sua vez, caracterizou-se por um perfil distinto, com acimulo de outros
intermediarios metabdlicos, como a frutose-6-fosfato. Essa diferenga no perfil de metabolitos
nas raizes sugere que o priming em estadio vegetativo pode ter induzido uma transi¢cdo
metabdlica desfavoravel, gerando uma aclimatacdo negativa da planta ao estresse.

Portanto, esses resultados demonstram que o priming em germinagao (GPS) promoveu
um perfil metabdlico mais favoradvel, mantendo niveis de metabolitos mais proximos ao
controle. Em contraste, o priming no estadio vegetativo (VPS) nao apenas falhou em atenuar as
alteracdes metabolicas induzidas pelo estresse, como induziu um perfil de acumulo de
metabolitos ligados a degradagdo do metabolismo vegetal e alteragdes no perfil de agucares
(Figura 8B) que estdo correlacionados com seu pior desempenho fisioldégico e maior

sensibilidade ao estresse salino.



Figura 9 — VIP scores dos metabolitos identificados em folhas (A), colmos
(B) e raizes (C) de plantas de arroz para o experimento II (11 dias com
NaCl 50 mM). O gradiente de cores indica a abundancia relativa de cada

metabdlito nos tratamentos.
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6 DISCUSSAO
6.1 O priming na germinac¢ao atenua o estresse enquanto o priming em estadio vegetativo
V6 é inefetivo

O tratamento GPS preservou pardmetros de crescimento equivalentes ao controle (C),
com area foliar e biomassa total sem diferenca estatistica em relacdo as plantas do grupo
controle (Figura 2, Tabela 1). Esse padrdo de crescimento mantido sob estresse salino ¢
frequentemente associado a capacidade do priming de ativar, de forma antecipada, mecanismos
de ajuste osmotico e homeostase idnica (ZHAI et al., 2022). Corroborando essa afirmacao, as
plantas GPS apresentaram razdo Na'/K* aproximadamente 33% menor que os tratamentos S e
VPS (Figura 4C), indicando maior eficiéncia na exclusdo ou compartimentaliza¢do do sodio e
na manutencao dos niveis de potassio. A importancia dessa razao como indicador de tolerancia
salina ¢ inegavel, uma vez que o equilibrio entre esses ions ¢ indispensdvel para o
funcionamento enzimatico, a manuten¢do do turgor celular e o transporte de fotoassimilados
(COCA etal., 2023).

A protecdo conferida pelo tratamento GPS também se manifestou de forma clara na
resposta oxidativa ao estresse. As plantas submetidas a esse priming apresentaram niveis de
H20: cerca de 22% menores que o grupo S (Figura 5B), menor peroxidagdo lipidica,
evidenciada pela reducao de aproximadamente 25% nos niveis de MDA (Figura 5A), e um pool
total de ascorbato 35% superior ao controle, com aumento acentuado da fracdo oxidada,
indicando ativagao robusta do sistema antioxidante (Figura 5C). Esse conjunto de respostas ¢
consistente com o conceito de “memoria de estresse”, pelo qual a exposicao prévia a um agente
indutor durante a germinagdo promove alteracdes epigenéticas que ficam armazenadas e
permitem uma resposta antioxidante mais rapida e robusta quando submetidas a um estresse
posterior (SEDGHI, 2026). Dessa forma, os dados analisados sugerem que o priming durante a
germinagdo induziu uma pré-ativacao do sistema de defesa oxidativa, que se revelou eficaz
quando as plantas foram submetidas ao estresse salino subsequente.

Em contrapartida, o tratamento VPS ndo apenas foi ineficaz em conferir tolerancia,
como apresentou desempenho inferior (ou equivalente, no caso do segundo experimento) ao
grupo submetido apenas ao estresse salino. A reducao de 67% no nimero de perfilhos e de 75%
na area foliar (Figura 2), somada as quedas de 45% na massa seca de raizes e 65% na parte
aérea em relagdo ao S (Tabela 1), configura um quadro de aclimacdo negativa, possivelmente
o proprio halopriming agravou a sensibilidade da planta ao estresse subsequente. Esse padrdao
foi refor¢ado pelos indicadores oxidativos, com as plantas VPS apresentando niveis de H20-

cerca de 22% superiores ao grupo S (Figura 4B), no primeiro experimento € dano de membrana
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equivalente ao S e significativamente maior que o GPS (Figura 6A) no segundo experimento.

Uma possivel explicacdo para esse comportamento reside nas diferengas de plasticidade
celular entre as duas fases de desenvolvimento. Durante a germinagao, as células ainda em
diferenciagdo apresentam maior responsividade a sinais epigenéticos, o que favorece a
consolida¢ao de uma memoria de estresse funcional ¢ duradoura (ASWATHI et al., 2025). Ja
no estadio V6, a planta possui tecidos vasculares, meristemas foliares e sistema radicular ja
diferenciados, com menor capacidade de reprogramacao (FAHAD et al., 2019; ALAMGIR;
YOUSUF, 2006). Nesse contexto, a exposi¢ao ao NaCl no tratamento VPS pode ter induzido
uma resposta de aclimatagdo negativa, sobrecarregando o sistema antioxidante antes mesmo do
estresse final e reduzindo a reserva de defesa disponivel. Esse fenomeno € coerente com a no¢ao
de que o priming, quando aplicado em intensidade ou momento inadequados, pode gerar um
estado de alerta prolongado que ¢ energeticamente dispendioso e fisiologicamente desvantajoso
(GANIE et al., 2019).

Ademais, os parametros fotossintéticos reforcam essa interpretagdo. O tratamento GPS
manteve reducdo de apenas 11% na fotossintese liquida em relagdo ao controle, enquanto as
plantas VPS apresentaram a menor taxa entre todos os grupos, com reducdo de
aproximadamente 25% e ainda 13% inferior ao proprio tratamento salino (Figura 7A). A
manutencdo da atividade fotossintética no grupo GPS ¢ coerente com o controle mais eficiente
do estresse oxidativo, uma vez que a integridade dos tilacoides e dos complexos pigmento-
proteina ¢ fortemente comprometida pela peroxidagao lipidica induzida por EROs (MITTLER,
2002; MUNNS; TESTER, 2008; RODRIGUEZ COCA et al., 2023). A condutancia estomatica
do tratamento VPS, 50% menor que a do controle, indica que o fechamento estomatico foi
adotado como mecanismo de limitagdo da perda hidrica, porém a um “custo fotossintético
elevado” e sem a ativacao de mecanismos antioxidantes eficazes.

Em conjunto, os dados dos dois experimentos indicam que o priming salino em arroz
somente ¢ eficaz quando aplicado durante a germinagdo, fase de maior plasticidade e
responsividade a sinais epigenéticos. A aplicagdo do mesmo agente indutor em estadio
vegetativo avancado nao apenas se mostrou inefetiva, como indutora de uma aclimatagao

negativa, agravando o dano oxidativo e comprometendo o desempenho fisioldgico sob estresse.
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6.2 A resposta metabolica ao priming é tecido-dependente

A anélise de componentes principais (PCA) revelou que as alteragdes metabolicas
induzidas pelo priming e pelo estresse salino ndo sdao uniformes entre os tecidos vegetais, mas
sim, se expressam de forma distintas em folhas, colmos e raizes (Figura 8). Esse padrdo de
resposta tecido-dependente ¢ coerente com o fato de que cada 6rgdo possui demandas
metabdlicas, fungdes fisiologicas e exposi¢do ao estresse diferentes, condicionando assim
estratégias distintas de aclimatacdo (MENDES, 2024). Nas folhas, o tratamento VPS foi
clusterizado de maneira completamente independente dos demais grupos, indicando uma
reprogramagao metabolica mais intensa e oposta ao priming em germinacao. O tratamento GPS,
por sua vez, ocupou uma posi¢do intermediaria entre o controle e o estresse salino (S),
sugerindo uma transi¢ao metabolica controlada e ndo uma reorganizagao total do metabolismo.

Nas folhas, os metabdlitos que mais contribuiram para a separacao das plantas VPS dos
demais tratamentos foram o &cido fosforico, alanina e serina (Figura 9A), compostos
associados, respectivamente, ao colapso de membranas e atividade fosfolipasica, ao
catabolismo proteico via ciclo do glioxilato e a degradagdao de aminoacidos sob condigdes de
estresse (ATHAR et al., 2022; SACALA; DEMCZUK; GRZYS, 2015). O actimulo desses
metabdlitos sinaliza que, nas folhas do grupo VPS, o estresse salino nao foi gerenciado de forma
adaptativa, mas gerou um estado catabolico, onde a integridade estrutural e funcional das
células foi comprometida. Esse padrdo ¢ consistente com os dados de dano de membrana e
peroxidacdo lipidica observados no segundo experimento (Figuras 6A e 6B), onde as plantas
VPS apresentaram os maiores niveis de TBARS e vazamento de eletrolitos entre os tratamentos
estressados. Em contraste, as folhas do tratamento GPS mantiveram um perfil metabolico mais
préoximo ao controle, sem o acimulo dos marcadores de degradagao celular observados no VPS,
0 que ¢ coerente com sua menor peroxidagado lipidica e menor dano de membrana (Figura 6A e
6B).

Nos colmos, o padrao de agrupamento se inverteu, o grupo GPS passou a se aproximar
do controle, enquanto o VPS se agrupou junto ao tratamento salino (S) (Figura 9B). A anélise
dos VIP scores revelou que essa separagao foi impulsionada principalmente por diferengas no
perfil de carboidratos (Figura 9B). O tratamento VPS apresentou redugao nos niveis de sacarose
e concomitante aumento de frutose e galactose, uma remobiliza¢ao de aglicares que pode refletir
uma tentativa da planta de ajustar seu potencial osmotico frente ao estresse salino, uma vez que
esses monossacarideos atuam como osmoprotetores e estdo envolvidos na estabilizagdo de

proteinas e membranas sob condi¢des de déficit hidrico ou osmotico (MEHTA; VYAS, 2023).
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Contudo, essa remobilizagdo ndo se traduziu em protecao fisiologica efetiva, sugerindo
que a estratégia de ajuste osmodtico nos colmos foi insuficiente para compensar os danos gerados
em outros tecidos, especialmente nas folhas. As plantas GPS, por outro lado, mantiveram niveis
de carboidratos nos colmos préximos ao controle, indicando que o priming em germinagao
preservou a homeostase de carboidratos nesse tecido, sem a necessidade de uma remobilizagao
energeticamente desgastante.

E importante ressaltar, entretanto, que as inferéncias baseadas nos perfis metabélicos
aqui obtidos tém carater exploratorio e integrativo, uma vez que os metabolitos individuais ndo
foram submetidos a testes estatisticos especificos (como ANOVA) entre todos os tratamentos.
Analises complementares, como a construcao de heatmaps com a significancia estatistica das
alteragdes em relacao ao controle, seriam necessarias para validar a contribui¢cdo relativa de
cada metabolito e fortalecer as correlagdes aqui sugeridas com o desempenho fisioldgico das
plantas.

Nas raizes, os perfis metabolicos dos grupos GPS e S convergiram, enquanto o priming
em estadio vegetativo manteve uma leve separagdo (Figura 8C). O tratamento GPS apresentou
niveis de mio-inositol (Figura 9C) levemente inferiores aos do controle (podendo indicar maior
consumo), enquanto as plantas S e VPS apresentaram um actimulo desse metabdlito, com o
grupo VPS atingindo os maiores niveis. O acumulo observado nos tratamentos S e VPS indica
a ativacdo de mecanismos de defesa osmotica nas raizes. Esse priming, por sua vez, além de
promover o acumulo de mio-inositol, apresentou acimulo de frutose-6-fosfato nas raizes
(Figura 8C), um intermedidrio glicolitico cuja elevacdo pode indicar alteragdes no fluxo de
carbono e na regulacdo energética, consistente com uma reprograma¢do metabolica
desfavoravel induzida pelo halopriming nesse estddio de desenvolvimento (ATHAR et al.,
2022).

A andlise integrada dos perfis metabolicos por tecido, baseada nos padrdes observados
na PCA (Figura 8) e nos VIP scores (Figura 9), evidencia que o GPS promoveu uma
reprogramagdo metabolica coordenada e adaptativa, com maior preservagdo do metabolismo
de base nos orgaos aéreos e ajuste funcional nas raizes sem colapso catabdlico. O VPS, em
contraste, induziu alteracdes metabolicas consideravelmente desfavordveis, promovendo a
degradacdo de proteinas ¢ membranas nas folhas, remobilizacao dispendiosa de carboidratos
nos colmos e alteragdes no fluxo glicolico nas raizes. Esse conjunto de respostas configura um
perfil metabdlico de estresse, no qual o organismo ndo dispde de reservas adaptativas

suficientes para sustentar o metabolismo normal e limitar os danos celulares.
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Embora os resultados aqui apresentados apontem de forma consistente para uma
resposta ontogenética ao priming salino em arroz, algumas limitagdes experimentais devem ser
consideradas para a interpretacdo correta dos dados. Primeiramente, a auséncia de grupos
submetidos exclusivamente ao priming (GPS e VPS sem estresse salino final) impede a
avaliacdo do custo metabodlico ou do possivel beneficio direto do halopriming na auséncia de
estresse subsequente. Além disso, a falta de um controle osmético isosmotico (como PEG ou
manitol) ndo permite dissociar completamente os efeitos ionicos do Na* dos efeitos osmaticos
gerais, sendo esta uma distingdo importante para futuros estudos mecanisticos. O uso de uma
unica cultivar (Nipponbare) e o numero reduzido de repetigdes experimentais (embora
estatisticamente suficientes) limitam a generalizacdo dos achados para outras variedades,
especialmente as de interesse comercial para o Nordeste brasileiro. Por fim, a diferenga na
duragdo da exposi¢do ao estresse entre os experimentos I (16 dias) e II (11 dias) pode ter
influenciado a intensidade das respostas observadas, embora a consisténcia das tendéncias entre
ambos os ensaios indique robustez dos efeitos principais. Para consolidar os achados, sugerem-
se estudos futuros com a inclusdo dos grupos de priming sem estresse final, a realizagdo de
curvas dose-tempo para o priming vegetativo (testando concentragdes e duracdes subletais
alternativas), bem como andlises mais aprofundadas da atividade de enzimas antioxidantes
(SOD, CAT, APX) e de parametros de fluorescéncia da clorofila a, que permitiriam avaliar com
maior resolu¢do a eficiéncia fotoquimica e a integridade do aparato fotossintético sob as

diferentes condic¢des de priming.

7 CONCLUSAO

Os dados obtidos evidenciam que o priming salino em arroz resulta em respostas
contrastantes conforme a fase de aplicacdo, distinguindo-se uma janela de tolerancia (priming
em germinagdo) de uma janela de vulnerabilidade (priming em estdgio vegetativo). O
tratamento GPS conferiu prote¢do ao promover a manuteng@o do crescimento, da area foliar e
da biomassa em niveis equiparaveis ao controle, além disso, esse tratamento, manteve uma
redugdo substancial da razdo Na"/K* e no reforco do sistema antioxidante (maior pool de
ascorbato total e menores niveis de H20: e peroxidagao lipidica), preservando a integridade das
membranas ¢ a atividade fotossintética, em relagdo ao estresse salino (S). Em contraste, o
tratamento VPS instalou uma aclimatagdo negativa, com supressdao de perfilhos e acentuada
perda de area foliar combinadas com uma elevacdo nos niveis de H.O: e agravamento da
peroxidagdo lipidica, configurando um estresse fisiologico. A andlise metabolomica

corroborou esse contraste, demonstrando no grupo VPS, um perfil desfavoravel (acamulo de
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aminoacidos e deplecdo de agucares nas folhas), enquanto as plantas GPS mantiveram um perfil
de transicdo, entre os tratamentos controle e salinidade, com preservagao da homeostase de
acgucares nos colmos. Logo, conclui-se que a resposta ao priming salino em arroz possui uma
forte tendéncia ontogenética. Durante a fase germinativa, hd uma oportunidade para indugdo de
memoria adaptativa e tolerancia a salinidade, enquanto que no estddio V6 se revela um ponto
sensivel ao estresse, tornando-se um amplificador dos efeitos deletérios do NaCl. Contudo,
esses resultados devem ser validados em outras cultivares de arroz, em condi¢des de solo salino
e, preferencialmente, avaliados até a fase reprodutiva, a fim de confirmar a eficacia agronomica

do priming em germinacao em escalas mais proximas da realidade produtiva.
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