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RESUMO
O sorgo (Sorghum bicolor L..) é um dos cereais mais cultivados do mundo, sendo utilizado na
alimentacdo animal e em alguns paises até na alimentacdo humana. A salinidade ¢ um dos
estresses abidticos que mais impactam a producdo mundial de cereais. Causando muitas
alteragdes fisioldgicas, morfoldgicas e bioquimicas indesejdveis. Desta forma, compreender o
impacto desse estresse sobre as culturas € de extrema importancia para a produ¢cdo mundial de
alimentos. Neste sentido, plantulas com 3 dias de germinacdo de dois gendtipos de sorgo
(CSF18 e CSF20) foram submetidas a salinidade (0 e 75 mM NaCl) para que fossem
analisadas as alteracdes morfoldgicas e metabdlicas associadas ao desenvolvimento inicial das
plantulas quando expostas a essas condi¢des. Para isso, dois experimentos foram realizados
com as duas cultivares individualmente. Cada experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 5 composto por dois niveis de salinidade,
dentro dos tempos de 0, 24, 48, 72, e 96 horas apds tratamentos serem aplicados, totalizando 7
dias de idade. Apds cada periodo de tratamento, foram feitas avaliacdes dos parametros de
crescimento, dos solutos inorganicos e dos perfis metabdlicos dos dois genétipos. Como
resultado, t€ém-se que a salinidade promoveu uma redu¢do do comprimento na CSF18 apenas
na parte drea ap6s 72h de estresse, enquanto que na CSF20 a redu¢do no crescimento ocorreu
apos 24 e 48 h na parte aérea e raizes, respectivamente, nos dois genoétipos avaliados. Este
comportamento pode ser observado através da andlise multivariada sPLS-DA dos perfis
metabolicos nas partes aéreas, dos dois gendtipos. No CSF20, os perfis foram mais distantes
em relacdo aos tempos, enquanto, em CSFI8 no tempo de 24h, os perfis metabdlicos do
tratamento salino e controle, sdo bem préximos. Também foi possivel notar mudangas nos
perfis dos metabdlitos de ambos os gendtipos, quando expostos ao tratamento salino, ao longo
do tempo. Relacionados ao componente 1, carboidratos importantes como sorbose e frutose
apresentaram valores relativos elevados para ambos os gendtipos durante o periodo inicial de
estresse e diminuem com o tempo por serem fonte energética para o crescimento. O
componente 2, separou os tratamentos controle e salino a partir de 24h com uma influéncia de
aminodcidos e 4cidos orginicos que apresentaram menor abundancia na CS18 e maior
abundancia na CSF20. Assim, os resultados obtidos, contribuem para o entendimento das
variacdes metabdlicas associadas a resposta a salinidade ao longo do tempo de
estabelecimento da plantula, e podem contribuir no futuro para o desenvolvimento de novas

variedades de sorgo tolerantes ao estresse salino.

Palavras-chave: estresse salino; Sorghum bicolor; perfil metabdlico.



ABSTRACT

Sorghum (Sorghum bicolor L.) is one of the most widely cultivated cereals in the world, being
used for animal feed and in some countries even for human food. Salinity is one of the abiotic
stresses that most impact the world cereal production. It causes many undesirable
physiological, morphological, and biochemical alterations. Thus, understanding the impact of
this stress on crops is of utmost importance for global food production. In this sense,
seedlings with 3 days of germination of two sorghum genotypes (CSF18 and CSF20) were
submitted to salinity (0 and 75 mM NaCl) to analyze the morphological and metabolic
changes associated with the initial development of seedlings when exposed to these
conditions. For this, two experiments were conducted with the two cultivars individually.
Each experiment was conducted in an entirely randomized design in a 2 x 5 factorial scheme
composed of two salinity levels, within the times of 0, 24, 48, 72, and 96 hours after
treatments were applied, totaling 7 days of age. After each treatment period, evaluation of
growth parameters, inorganic solutes, and metabolic profiles of the two genotypes were
performed. As a result, salinity promoted a length reduction in CSF18 only in the aerial part
after 72 h of stress, while in CSF20 the growth reduction occurred after 24 and 48 h in the
aerial part and roots, respectively, in both genotypes evaluated. This behavior can be observed
through the metabolic profiles sSPLS-DA multivariate analyses in the aerial parts, of both
genotypes. In CSF20, the profiles were more distant in relation to the times, while in CSF18
at 24h, the metabolic profiles of the saline treatment and control, are very close. It was also
possible to notice changes in the metabolite profiles of both genotypes, when exposed to salt
treatment, over time. Related to component 1, important carbohydrates such as sorbose and
fructose showed high relative values for both genotypes during the initial stress period and
decreased with time because they are an energy source for growth. Component 2 separated the
control and salt treatments after 24 h with an influence of amino acids and organic acids that
showed low abundance in CS18 and high abundance in CSF20. Thus, the results obtained,
may contribute to the understanding of the metabolic variations associated with the response
to salinity throughout the time of seedling establishment, and may contribute in the future to

the development of new varieties of sorghum tolerant to salt stress.

Keywords: salt stress; Sorghum bicolor; metabolic profile.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

LISTA DE FIGURAS

- Curvas de regressdo para comprimento (em centimetros) da parte aérea
(shoot length) e raiz (root length) de plantulas de sorgo cv. CSF18 e CSF20
sob condi¢des salinas (salt stress) e ndo salinas (control), avaliadas a cada
24h, até 96 horas apds tratamento (HAT). As plantulas com trés dias apds
semeadura correspondem ao tempo zero de tratamento. Comprimento parte
aérea (a) e raiz (b) da cultivar CSF18, e comprimento parte aérea (c) e raiz (d)
da cultivar CSF20

— Curvas de regressdo para massa fresca (shoot fresh mass, em mg) e massa
seca (shoot dry mass, em mg) da parte aérea de plantulas de sorgo cv. CSF18
e CSF20 sob condig¢des salinas (salt stress) e ndo salinas (control), avaliadas a
cada 24h, até 96 horas ap6s tratamento (HAT). As plantulas com trés dias
apds semeadura correspondem ao tempo zero de tratamento. Massa fresca (a)
e massa seca (b) da parte aérea da cultivar CSF18. Massa fresca (¢) e massa
seca (d) da parte aérea da cultivar CSF20

— Curvas de regressao para massa fresca (root fresh mass, em mg) e massa
seca (root dry mass, em mg) da raiz de plantulas de sorgo cv. CSF18 e CSF20
sob condi¢des salinas (salt stress) e ndo salinas (control), avaliadas a cada
24h, até 96 horas apds tratamento (HAT). As plantulas com trés dias apds
semeadura correspondem ao tempo zero de tratamento. Massa fresca (a) e
massa seca (b) da raiz da cultivar CSF18. Massa fresca (¢) e massa seca (d) da
parte aérea da cultivar CSF20.

Figura 4 — Curvas de regressdo para os teores dos ions Na* e K* (expressos em pmol.g”

Figura 5

1), e para a relagio K*/Na* na parte aérea de plantulas de sorgo cv. CSF18 e
CSF20 sob condig¢des salinas (salt stress) e nao salinas (control), avaliadas a
cada 24h, até 96 horas ap6s tratamento (HAT). Teores dos fons Na* (a) e K*
(b), e relacdo K*/Na* (c¢) da parte aérea da cultivar CSF18. Teores dos fons
Na* (d) e K* (e), e relacdo K*/Na* (f) da parte aérea da cultivar CSF20.

- Curvas de regressdo para os teores dos fons Na* e K* (expressos em pmol.g"
1, e para a relacio K*/Na* na raiz de plantulas de sorgo cv. CSF18 e CSF20
sob condi¢des salinas (salt stress) e ndo salinas (control), avaliadas a cada
24h, até 96 horas ap6s tratamento (HAT). Teores dos fons Na* (a) e K* (b), e
relacdo K*/Na* (¢) da raiz da cultivar CSF18. Teores dos ions Na* (d) e K*
(e), e relagdo K*/Na* (f) da raiz da cultivar CSF20.

24

25

26

27



Figura 6 - Anélise discriminante por minimos quadrados parciais esparsos (SPLS-DA)
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contribuicdo em valor absoluto. Quadrados vermelhos ou azuis a direita
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componente 2 (b, Loading 2) mostra os trinta metabdlitos que mais
contribuiram para a separacdo em cada componente do sPLS-DA e sua
contribuicdo em valor absoluto. Quadrados vermelhos ou azuis a direita
indicam a abundancia alta e baixa do metabdlito correspondente em cada
tratamento, respectivamente. Grupos analisados foram plantas sob condi¢ao
controle avaliadas com 24HAT (C-20-24h), 48HAT (C-20-48h), 48HAT (C-
20-48h), 72HAT (C-20-72h), e 96HAT (C-20-96h), e plantas sob condi¢ao
salina avaliadas com 24HAT (C-20-24h), 48HAT (C-20-48h), 48HAT (C-20-
48h), 72HAT (C-20-72h), e 96HAT (C-20-96h).
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1 INTRODUCAO

O Sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] € uma planta de origem africana
pertencente a familia Poaceae. E um dos cinco cereais mais cultivados do mundo, podendo ser
utilizado tanto na alimentacdo animal, quanto na alimentacdo humana (BUSO, 2011
Morfologicamente, a planta apresenta porte baixo, panicula bem desenvolvida e alta producao
de graos (GUIMARAES et al., 2020).

No Brasil, segundo estimativas da Companhia Nacional de Abastecimento —
CONAB (2021), a safra total do grao de sorgo em 2020/21, € de uma producdo total de 2,46
milhdes de toneladas, cultivadas em uma area total de 865,7 mil hectares. Esses valores
qualificam o pais como o oitavo maior produtor de grao de sorgo do mundo, ficando atrds da
Nigéria, Etidpia, Sudao, México, India, Argentina e China (USDA, 2021). Além do potencial
econdmico evidente, a grande utilizacdo do sorgo nos cultivos ao redor do mundo deve-se
principalmente a sua capacidade de adaptagdo nos mais diversos ambientes e condi¢des, nos
quais, a produtividade da maioria dos outros cereais seria afetada (SUTKA et al., 2016).

Dentre os estresses aos quais a cultura do sorgo esta sujeita, a salinidade ¢ um dos
fatores que mais prejudica seu desenvolvimento, uma vez que pode afetar negativamente a
germinagdo, o vigor das sementes e a produtividade das culturas (OLIVEIRA; GOMES
FILHO, 2009). A deposi¢do de sais no solo pode ser proveniente de dois processos: um
natural, causado por intemperismo das rochas-mae, deposi¢ao da dgua do mar e deposicao
atmosférica, e outro antropogénico, oriundo de instalacdes ineficientes de sistemas de
drenagem, irrigacdo com 4agua subterrdnea salobra, irrigacdo continua por longos periodos,
gestdo inadequada da dgua e métodos culturais na agricultura irrigada. (EVELIN, 2019).

Nas plantas a exposi¢cdo ao estresse salino desencadeia muitas alteracdes
fisioldgicas e bioquimicas indesejaveis (MUNAWAR; AMJAD; RIAZ, 2021). As elevadas
concentracdes de sal perturbam a homeostase idnica e o balanco hidrico das células,
resultando em estresse osmotico, toxicidade idnica e produgdo excessiva de espécies reativas
de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), o que resulta em diminui¢do na
produtividade e rendimento das culturas no campo (AHMED et al., 2021).

Para lidar com o estresse salino, as plantas dispdem de diversos mecanismos que
sdo utilizados para se aclimatarem, como, por exemplo, exclusdo de s6dio, o acimulo de
osmorreguladores e a tolerancia dos tecidos (acumulo dos fons Na* e CI') (IBRAHIMOVA et
al., 2021). Além disso, como resposta ao estresse oxidativo causado pelas ROS, as plantas

desenvolveram um sistema antioxidante que inclui enzimas, como ascorbato peroxidase
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(APX), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT) (LI et al.,
2021), bem como compostos antioxidantes, tais como ascorbato (ASC) e glutationa (GSH)
(FOYER; NOCTOR., 2011).

Todavia, vale ressaltar que os efeitos da salinidade sdo passiveis de sofrer
variagdes, uma vez que algumas plantas, possuem o potencial natural que responde a alteragcdo
da salinidade no solo com ajuste do seu metabolismo, regulando a transdugdo de sinal e a
expressao génica (KUMAR et al., 2021). Além disso, foi descrito recentemente que alteracdes
metabdlicas em folhas de sorgo incluem intermedidrios do ciclo do 4cido citrico, agucares,
aminodcidos e poliaminas, que podem contribuir para induzir a tolerincia ao estresse salino
(OLIVEIRA et al., 2020).

Devido as ameacas trazidas pelas mudangas climdticas e a tendéncia de
diminui¢do na utilizacdo de terras agricultdveis, estudos sobre as técnicas agricolas e os
mecanismos de resposta ao estresse salino estdo sendo cada vez mais enfatizados (SONI et
al., 2021). As andlises integradas do metaboloma e do transcriptoma de plantas modelo
aumentaram significativamente nossa compreensdo das respostas das plantas a vdrios
estresses, e o perfil de metabdlitos tem sido usado para caracterizar as respostas de estresses
abidticos e para andlises abrangentes das etapas finais das vias de transducdo de sinal de
estresse (URANO et al., 2010). Uma vez que, melhorar a tolerancia ao estresse salino nas
lavouras, bem como, compreender como a salinidade afeta o estabelecimento das plantulas e
as propriedades morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas e metabdlicas, ¢ de extrema
importancia para a producdo de alimentos (ZHAO et al., 2020).

Diante disto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as alteracoes
metabodlicas e morfofisioldgicas associadas ao desenvolvimento inicial de plantulas de dois

gendtipos de sorgo (CSF18 e CSF20) sob condicao salina (75 mM de NaCl).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 A cultura do sorgo

O sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] é uma cultura pertencente a familia
Poaceae, classificado como uma planta C4, sensivel ao fotoperiodo, caracteristica de dias
curtos e com altas taxas fotossintéticas (DE ALMEIDA et al., 2019). Taxonomicamente,
possui inflorescéncia aberta, volumosa e ramos ndo pendentes que se separam na base
(ANANDA et al., 2020). Seu centro de origem é o continente africano, sendo sua
domesticacdo datada entre 3 mil e 5 mil anos atrds. Nos continentes asidtico e africano, e em
outras regides semidridas do mundo, € utilizado diretamente na alimentagcdo humana,
enquanto nos paises ocidentais, como nos Estados Unidos, na Australia e no Brasil, o sorgo é
cultivado essencialmente para alimentagdo animal (PEREIRA FILHO; RODRIGUES, 2015).
De acordo com a finalidade de utilizacdo, as variedades de sorgo podem ser agrupadas em:
graniferas, (produzindo mais grdos amildceos), forrageiras (frondoso com caules mais finos
para a palatabilidade animal)e bioenergéticas (com maior rendimento de biomassa
lignoceluldsica) (NKANSAH-APPIAH et al., 2019). Além destes, ocorrem os chamados de
duplo propédsito, os quais, sdo referentes as combinagdes de exploracdo da planta quanto a
natureza.

Segundo Aquino (2005), para atingir o sucesso desejado na produgdo, a cultura
requer dias quentes, com temperaturas médias do ar variando entre entre 26 e 30°C e textura
dos solos variando do argiloso a ligeiramente arenoso. No que se refere a exigéncias hidricas,
o consumo de dgua pelo sorgo varia entre 380 mm e 600 mm, dependendo principalmente das
condi¢des climdticas dominantes (SANS; MORAIS; GUIMARAES, 2003). Estas
caracteristicas edafoclimadticas relacionadas ao sorgo, possibilita seu cultivo numa ampla faixa
de condi¢des de solo e de clima (TABOSA et al., 2013), habilitando-o com uma capacidade
unica de crescer em condi¢des ambientais adversas (GUO et al., 2015).

Segundo os dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO), a drea colhida de sorgo no mundo é de 40 milhdes de hectares, alcancando
uma producdo de 57,8 milhdes de toneladas (FAO, 2019). Estes valores podem apresentar
ascensdo nos proximos anos, principalmente, devido ao pool de genes diversificado
apresentado pelas espécies de sorgo, que podem ser explorados pelos programas de
melhoramento, visando diversas caracteristicas agrondmicas desejaveis (BRENTON et al.,

2016).
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2.2 Salinidade dos solos e seus efeitos sobre as plantas

O solo encontra-se em condicao de salinidade, quando ocorre o acimulo de fons
soluveis, como Na* e Cl-, gerando concentragdes de sal excessiva, com condutividade elétrica
variando entre 3 e 4 dS.m™! no extrato de saturacdo do solo (MUNAWAR; AMJAD; RIAZ,
2021). Segundo Daliakopoulos et al (2016), a salinidade do solo pode ter duas origens
distintas, s@o elas: a saliniza¢io primadria, que € caracterizada como o desenvolvimento de sais
por meio de processos naturais; e a salinizacdo secundaria, que € o acimulo constante ou
crescente de sal nas camadas superiores do solo, causada por intervencdes humanas. A
salinidade do solo ocorre de forma dinamica, e estd globalmente distribuida em mais de 100
paises (das terras cultivadas, cerca de 0,34 x 10° ha (23%) estdo sob condi¢do salina)
podendo afetar os ecossistemas a ponto de ndo poderem mais fornecer servigcos ambientais
em todo o seu potencial (SHAHID; ZAMAN; HENG, 2018).

Em termos econOmicos, as perdas anuais causadas pela salinidade dos solos,
considerando a extensdo atual da area irrigada global (sendo 20% desta drea afetada pelo
sal) e o custo ajustado pela inflagdo da degradacdo da terra induzida pelo sal em 2013 como
USS$ 441/ha, podem alcancar o valor de US$ 27,3 bilhdes (QADIR et al., 2014).

Nas plantas, a salinidade do soloinduz o estresse quando os fons soluveis,
acumulam-se no solo ao redor da rizosfera radicular (HOSTETLER; GOVINDARAJULU;
HAWKINS, 2021), diminuindo assim, o potencial osmético do solo, e consequentemente,
reduzindo a absor¢do de dgua pela planta. Essa cadeia de acontecimentos € denominada na
literatura como “estresse osmotico”. O segundo fator de estresse imposto pela salinidade € o
desequilibrio i6nico (ou “estresse i0nico”). Este fator ocorre quando as plantas absorvem
esses ions, proporcionando aumento dos niveis de fons citotoxicos e o retardo dos seus
processos metabdlicos (ISAYENKOV; MAATHUIS, 2019).

Por seguinte, o acimulo excessivo de fons causado pela salinidade, possibilita o
surgimento do estresse oxidativo, assinalado pela superproducdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) (GADELHA et al., 2017). Essas moléculas
sdo altamente reativas e toxicas, causando danos severos as proteinas, lipidios, carboidratos e
DNA, o que resulta em morte celular, e consequentemente, diminuicdo na produtividade das
culturas (GILL; TUTEJA, 2010).

As respostas aos efeitos da salinidade apresentam sintomas caracteristicos, como
diminui¢do da 4rea foliar, aumento da espessura, suculéncia das folhas, abscisdo das folhas,

necrose da raiz e do caule e diminuicdo do comprimento dos entrenés (RAHNESHAN;
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NASIBI; MOGHADAM, 2018). Entretanto, os sintomas podem apresentar diversidade entre
as plantas, uma vez que os mecanismos de tolerancia a salinidade sdo consideravelmente

variados entre as espécies, de forma intra ou interespecifica (SARKER; ISLAM; OBA, 2018).

2.3 Importancia do estabelecimento de plantulas

A plantula € caracterizada como o individuo resultante do desenvolvimento inicial
do embrido, mas que ainda nao € completamente autotréfico, ou seja, a maior parte dos
compostos necessarios para o seu desenvolvimento ainda sdo oriundos dos cotilédones ou
endosperma (PEREIRA; SECORUN, 2007).

Segundo Ressel et al (2004), as plantulas podem ser classificadas de duas formas:
com base no comprimento do hipocétilo, ou, baseadas em suas caracteristicas cotiledonares.
Em relacdo, ao comprimento do hipocétilo, existem dois tipos basicos de plantulas: as epigeas
(os cotilédones erguem-se acima do nivel do solo) e as hipdgeas (os cotilédones permanecem
abaixo ou ao nivel do solo ao fim do processo de formacdo das plantulas). Para a
caracterizacdo no que se refere as caracteristicas morfologicas cotiledonares foi adotado o
sistema proposto por Miquel (1987) e revisado por Garwood (1996), o qual classifica as
plantulas em: fanero-epigeo-folidceo (PEF), fanero-epigeo-armazenador (PER), fanero-
hipégeo-armazenador (PHR), cripto-hipégeo-armazenador (CHR) e cripto-epigeo-
armazenador (CER). As siglas foram mantidas em inglés para facilitar a comparacdo com
estudos similares, sendo que a primeira letra se refere a exposi¢do do cotilédone:
criptocotiledonar (C) ou fanerocotiledonar (P); a segunda, a sua posi¢do: epigeo (E) ou
hipégeo (H); e a terceira, a sua funcdo-textura: fotossintetizante (F) ou armazenador (R). Para
cada plantula foram descritas as seguintes estruturas morfoldgicas: raiz, hipocétilo,
cotilédones, epicotilo e edfilos.

Durante o desenvolvimento das plantulas, as reservas armazenadas nas sementes,
como carboidratos, proteinas e lipidios, sdo requeridas em periodos distintos, dando suporte
ao crescimento inicial das plantulas (BUCKERIDGE et al., 2004). Desta forma, devem ser
evitados fatores que interfiram significantemente no contetido dessas substincias nas
sementes.

A mobilizacdo desses substratos de energia, ¢ fundamental e viabiliza o
estabelecimento inicial de plantulas. No decorrer do desenvolvimento das plantulas os
produtos de degradagdo das reservas sdo usados para diferentes propdsitos, como a produgdo

de matéria-prima para a sintese de novas células e tecidos, até que as plantulas se tornem um
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organismo autotréfico, promovendo colonizacdo eficaz do ambiente (MAYER; POLJAKOFF-
MAYBER, 1975; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007;).

O estabelecimento adequado de plantulas depende fortemente das condigdes
ambientais (regimes de umidade, temperatura e luz). Todavia, mesmo em ambientes onde as
condi¢Oes favordveis prevalecem, outros fatores podem decidir o sucesso ou fracasso da
germinacdo e estabelecimento (como, por exemplo, herancas genéticas relacionadas com os
processos de desenvolvimento das sementes nas plantas-mae) (HADAS, 2005).

Segundo Marques et al (2011), a emergéncia e o estabelecimento da plantula de
cajueiro-ando precoce (Anacardium occidentale 1.) foram retardados com o aumento da
salinidade no meio de crescimento, uma vez que, os ions advindos da salinidade, e
consequentemente, o estresse osmotico, sdo os responsdveis tanto pela inibigdo quanto pela
demora na germinacdo e estabelecimento das plantulas (Almansouri et al. 2001).

As plantulas correspondem a uma etapa muito delicada do ciclo de vida vegetal,
sendo seu estabelecimento uma das fases de desenvolvimento mais sensiveis as condig¢des
ambientais, contribuindo consideravelmente para um melhor desempenho das plantas adultas
em campo, e sendo fator extremamente importante na determinacdo da produtividade das

culturas cultivadas (ALI et al., 2017).

2.4 Metabolomica como ferramenta para o estudo de estresses em plantas

A metabolomica € definida como o estudo (avaliagdo, identificacdo e
quantificacdo) e andlise essencialmente abrangente, de todos os metabdlitos de baixo peso
molecular em um determinado organismo (ARBONA et al., 2009; ARBONA et al., 2013;
HALL et al, 2002). Nos ultimos anos, essa técnica vem ganhando interesse como ferramenta
de diagnostico do desempenho de plantas para fins de melhoramento genético e de cultivo,
tendo em vista que os metabdlitos s@o os primeiros compostos a sinalizar mudancas no
ambiente e a provocarem no organismo (juntamente com as proteinas e genes) as alteracoes
necessarias para garantir sua aclimatacdo as condi¢des ambientais (BING, 1971; VILLATE et
al., 2021).

As plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos primarios (essenciais
nas vias metabdlicas, e relacionados com crescimento e reproducdo) e metabdlitos
secundérios (essenciais para interagdes ecoldgicas e defesa) que podem apresentar grande

flexibilidade fenotipica em muitas espécies (BARRETT et al., 2021; SILVA, 2016).
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Quando as plantas sdo submetidas ao estresse, elas sintetizam diversos tipos de
metabdlitos primdrios e secunddrios para se aclimatar (VILLATE et al., 2021). Diante disto, a
comparacdo entre os estudos de metabolomica de estresses oriundos de fatores distintos
(desidratagdo, salinidade, luz, calor) possibilitou a identificacdo de metabdlitos que estdo
envolvidos nos mecanismos de resposta ao estresse abidtico ou que sdo especificos para cada
estresse (CRAMER et al., 2011).

Segundo Arbona et al (2013), para entender o que resulta no fenétipo real de
determinado organismo e compreender as respostas das plantas aos estimulos ambientais, €
necessario que haja uma integracdo entre os estudos de transcritos de RNA, proteinas e
metabodlitos. Enquanto as expressdes génica e proteica representam o potencial das plantas
para responder a condi¢Oes adversas, os metabolitos sdo responsdveis por estabelecer a
verdadeira integracdo desses dois aspectos, adicionando-os a influéncia do meio ambiente.

Diferentes métodos de identificagdo estdo disponiveis para andlise metabolomica,
dentre estes, os mais conhecidos e amplamente utilizados, sdo: Cromatografia Liquida
associada a espectrometria de massas (LC-MS do Inglés, Liquid chromatography—mass
spectrometry), Ressonancia Magnética Nuclear (NMR do Inglés, Nuclear magnetic
resonance) e Cromatografia Gasosa associada a Espectrometria de massas (GC-MS do Inglés,
Gas chromatography-mass spectrometry), Liquid chromatography—mass spectrometry (LC-
MS), Nuclear magnetic resonance (NMR) e (BOWNE et al., 2011; SILVA, 2016).

Todavia, fazendo uma analise entre os métodos citados anteriormente, o0 GC-MS
apresenta-se como o método mais utilizados para a obten¢ao de dados metaboldmicos (HALL
et al, 2002). Isto deve-se ao fato deste equipamento oferecer larga cobertura dos analitos, facil
identificacdo dos compostos, e excelente poder de separacdo e reprodutibilidade (SILVA,
2016; BOWNE et al., 2011). Além disso, GC-MS € mais barato de operar, tem um custo de
aquisicdo de capital menor quando comparado com outras técnicas, e possui métodos
facilmente adaptdveis, que foram descritos para a andlise de um grande nimero de
metabdlitos diferentes em muitos sistemas de planta (BOWNE ez al., 2011).

Diante disso, foi testada a hip6tese de que os diferentes gendtipos CSF18 e
CSF20, apresentam diferentes modula¢des metabdlicas que contribuem para o mecanismo de

tolerdncia ao estresse salino durante o crescimento da plantula.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Material vegetal, condicoes de crescimento e desenho experimental

No presente estudo, foram avaliados dois gendtipos de sorgo [Sorghum bicolor
(L.) Moench] conhecidas por sua sensibilidade diferenciada, em relagdo estresse salino. O
gendtipo CSF18 € sensivel ao sal, enquanto o genétipo CSF20 apresenta tolerancia durante as
fases adultas (LACERDA, 2000). Entretanto, durante as fases iniciais de desenvolvimento, o
gendtipo CSF18 apresenta germinacao e vigor superiores em relacdo aos do genétipo CSF20,
quando submetidos ao déficit hidrico e a salinidade (OLIVEIRA; GOMES FILHO, 2009). As
sementes de sorgo dos dois genétipos foram obtidas junto ao Instituto Agrondmico de
Pernambuco (IPA), Brasil. Antes da semeadura, as sementes foram descascadas e sanitizadas
por meio de imersdo numa solugdo de hipoclorito de sédio a 2% por 5 min, apds isso, as
sementes foram enxaguadas com dgua destilada.

Dois experimentos foram realizados conforme descrito a seguir, um para a
cultivar CSF18 e outro para a cultivar CSF20. Cada experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 5 (dois niveis de salinidade x
cinco tempos de avaliagdo) com quatro repeticdes, contendo dez plantulas cada. Os niveis de
salinidade foram 0 mM de NaCl e 75 mM de NaCl, e os tempos de avaliacdo foram 0, 24, 48,
72, e 96 horas apés tratamento (HAT) de salinidade aplicado. As andlises de fons e
metaboloma foram avaliadas de “24 até 96 HAT”.

Para cada tratamento, as sementes foram dispostas em papeis germitest
esterilizados, mantidas em cimara de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) com
temperatura constante de 30 °C ao dia e 25 °C a noite, umidade relativa de 90% e fotoperiodo
de 12 horas (QUEIROZ et al., 2020). Trés dias apOs a semeadura, as plantulas uniformes
foram selecionadas e, transferidas para um novo papel germitest autoclavado umedecido,
contendo 20 mL de solucdo nutritiva meia for¢ca (CLARK, 1975), visando o fornecimento dos
macros € micronutrientes essenciais as plantas. Para o estresse salino, foram adicionados aos
papeis germitest 75SmM de NaCl (cloreto de s6dio) e em seguida, os tratamentos foram
organizados, conforme descrito anteriormente, e retornaram a camara DBO.

Metade das plantulas foram coletadas para andlise dos tratamentos salinos, nos
tempos previamente citados e utilizadas para determinacdo de matéria fresca (parte aérea e
raiz) e seca (massa seca). A outra metade foi congelada em nitrogé€nio liquido e armazenadas

em -80°C, para analises metabolicas posteriores.
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3.2 Parametros morfologicos

Ap6s a exposicdo ao estresse salino, as plantulas de sorgo foram fotografadas em
cada tempo de coleta e separadas em parte aérea e radicular. O comprimento da parte aérea e
raizes foram medidos no software ImageJ (RASBAND, 1997). A obtencao da matéria fresca,
foi realizada no ato da coleta, com a separacdo das partes vegetais, visando mitigar a
possibilidade de perca de umidade por parte das plantulas. J4 para massas seca, os tecidos
vegetais foram mantidos em estufa por 3 dias a 60°C e obtidas por meio da pesagem de ambas

as partes, separadamente, em balanca eletronica de precisao.
3.3 Determinacao de solutos inorganicos

Amostras secas da parte aérea e das raizes das plantulas foram maceradas com
almofariz e pistilo, até formar um pé fino e uniforme. Apds isso, foram pesados 20 mg do
produto resultante desta maceracdo, e foram adicionados 2 mL de dgua deionizada em micro
tubos. Posteriormente, os micros tubos foram mantidos incubados em banho-maria a 75 °C
durante lh, com agitacdes a cada 20 minutos. As suspensdes foram entdo centrifugadas a
3.000 x g por 10 minutos numa temperatura de 25 °C, e os sobrenadantes foram coletados e
dispostos em novos micros tubos, enquanto o precipitado foi devidamente descartado. Em
seguida, os sobrenadantes foram armazenados a -20 °C até sua posterior utilizacdo. Os
conteidos de Na* e K* foram determinados com o auxilio de um fotometro de chama

(Micronal®, modelo B462, Brasil) de acordo com Malavolta et al. (1997).

3.4 Analise metabolomica

A extracdo e derivatizacdo dos metabolitos foram realizadas de acordo com Lisec
et al. (2006) com modificacdes. Amostras frescas da parte aérea e raizes foram maceradas em
nitrogénio liquido e 50 mg do material vegetal pulverizado foram homogeneizados em
solugdo extratora (700 uL de metanol, 375 puL de cloroférmio e 750 de 4dgua ultrapura). Em
cada amostra, 30 uL de ribitol a 0,2 mg/mL foram adicionados como padrdo interno. As
amostras foram incubadas em uma Thermomix por 15 min a 70°C com agita¢ido de 350 rpm.
Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado por 10 min a 12.000 x g. O sobrenadante
coletado foi submetido a uma divisdo em 375 puL de cloroférmio puro e 750 uLL de dgua Milli-
Q. Na ocasido, a mistura foi homogeneizada em vortex e centrifugada por 15 min a 2.200 x g,
sendo coletado um volume de 150 uL da porcao superior (polar). Posteriormente, a fase polar

da particdo foi seca em SpeedVac durante a noite e, apds isso, armazenada a -80 °C.
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Os metabolitos da fracdo polar foram derivatizados pela adigdo de 20 pL de
solucdo de cloridrato de metoxiamina (20mg ml™! em piridina). A mistura foi agitada em
Thermomix ajustado a 37°C, durante 2 horas, com rotagao de 550 rpm. Apds esse periodo,
foram adicionados 35 pL de N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA), sendo a
mistura novamente agitada em Thermomix ajustado para 37 °C por 30 min, com rotacdo de
550 rpm. A deteccdo e quantificacdo relativa dos metabdlitos foram feitas usando um
cromatégrafo gasoso, acoplado ao espectrometro de massas (GCMS, modelo QP2010,
Shimadzu, Téquio, Japao). Um microlitro da amostra derivatizada foi injetado na coluna
capilar RTX-5MS (30m x 0,25 mm x 0,25um, ResteK, Bellefonte, EUA), a um fluxo de géis
hélio de 1,2 mL.min"', inje¢io em modo dividido (propor¢do de 1:5), com temperatura de
injecdo e interface de 230 °C e temperatura da fonte de fons de 250 °C. A corrida
cromatografica foi ajustada a partir de uma temperatura de 80 °C por 2 min, seguida de uma
rampa de aquecimento de 10°C min™! a 315°C, com manuten¢io da temperatura por 8 min.

Cada cromatograma e espectro de massas foram avaliados no programa Xcalibur
™ 2.1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) de acordo com Roessner et al. (2001).
A 1identificagdo dos compostos foi baseada em seus tempos de retencdo e fragmentacdo do
espectro de massas em comparagdo com os espectros de massas padrdo na biblioteca de
metabdlitos internos e no banco de dados de metabolomas de Golm. O valor relativo de cada
metabolito foi determinado pela divisdo de suas respectivas areas de pico pela drea de pico do

padrdo interno (ribitol, Sigma-Aldrich) e, a seguir, dividido pela massa fresca da amostra.

3.5 Analise estatistica

Os dados fisiolégicos e bioquimicos foram submetidos a um teste de normalidade
(teste de Shapiro-Wilk) antes da andlise de variancia (ANOVA) bidirecional. O teste de Sidak
foi aplicado para comparar as médias das variaveis para um teste F significativo a 5% para o
tratamento salino dentro de cada tempo de avaliagdo e uma andlise de regressdo foi aplicada
para avaliar as alteragdes no tempo para cada tratamento salino. O software utilizado para
andlise estatistica foi o GraphPad Prism 8.0 (www.graphpad.com).

Os valores de abundincia relativa dos metabdlitos foram processados no
MetabolAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca). Os dados foram submetidos a
transformacdo em log e centrados na média antes de serem submetidos a ANOVA
unidirecional e ao teste de Tukey (p < 0,01). Além disso, os dados metabolomicos
transformados foram submetidos a andlise quimiométrica [sPLS-DA (andlise discriminante

por minimos quadrados parciais esparsos)].
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4 RESULTADOS

O desenvolvimento da parte aérea e radicular das plantulas de sorgo tanto da
cultivar CSF18, quanto da CSF20, foram ligeiramente afetadas, mas de forma distinta pelo
estresse salino ao longo dos tempos avaliados, conforme andlise das curvas de regressiao
(Figura 1). Na cultivar CSF18, quando comparadas ao tratamento controle, o estresse salino
reduziu o comprimento da parte aérea em 22,2%, diferindo significativamente entre o
tratamento salino e controle apenas nos tempos de 72 e 96 HAT (Figura 1a), enquanto o
comprimento do sistema radicular, ndo sofreu efeito significativo da salinidade em nenhum
dos tempos avaliados (Figura 2b). Ja na cultivar CSF20, o estresse salino reduziu a taxa de
crescimento do comprimento da parte aérea em 20,58%, com diferenca significativa dentro de
todos os tempos avaliados, a partir de 24 HAT (Figura 1c). Enquanto que o comprimento do
sistema radicular da cv. CSF 20, apresentou diferenca significativa entre as plantulas expostas

a ambos os tratamentos a partir dos tempos de 48, 72 e 96 HAT (Figura 1d).
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Figura 1 — Curvas de regressdo para comprimento (em centimetros) da parte aérea (shoot length) e raiz (root
length) de plantulas de sorgo cv. CSF18 e CSF20 sob condic¢des salinas (salt stress) e nao salinas (control),
avaliadas nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas apés tratamento (HAT). As plantulas com trés dias apds
semeadura correspondem ao tempo zero de tratamento. Comprimento da parte aérea (a) e raiz (b) da cultivar
CSF18, e comprimento da parte aérea (c) e raiz (d) da cultivar CSF20. O asterisco indica diferenca significativa
entre os tratamentos salinos e ndo salinos dentro de cada tempo de avaliag@o pelo teste de Sidak (p < 0,05).
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Nao houve diferenca significativa na massa fresca da parte aérea da cultivar
CSF18, entre os tratamentos salino e ndo-salino, exceto no tempo de 96 HAT (Figura 2a);
entretanto, a massa seca diferiu significativamente entre ambos os tratamentos, em grande
parte dos tempos avaliados, exceto nos tempos iniciais (0 e 24 HAT), sendo maior nas plantas
sob estresse salino (Figura 2b). Na cultivar CSF20, os valores referentes a massa fresca da
parte aérea, ndo diferiram significativamente entre os tratamentos estudados, em todos os
tempos avaliados (Figura 2c); e os valores de massa seca da raiz demonstraram diferencga

significativa entre os tratamentos, apenas no tempo de 96 HAT (Figura 2d).
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Figura 2 — Curvas de regressdo para massa fresca (shoot fresh mass, em mg) e massa seca (shoot dry mass, em
mg) da parte aérea de plantulas de sorgo cv. CSF18 e CSF20 sob condicdes salinas (salt stress) e nao salinas
(control), avaliadas nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas apds tratamento (HAT). As plantulas com trés dias
apo6s semeadura correspondem ao tempo zero de tratamento. Massa fresca (a) e massa seca (b) da parte aérea da
cultivar CSF18. Massa fresca (c¢) e massa seca (d) da parte aérea da cultivar CSF20. O asterisco indica diferenca
significativa entre os tratamentos salinos e nao salinos dentro de cada tempo de avaliacdo pelo teste de Sidak (p
<0,05).

Nao houve interagdo significativa entre os tratamentos salino e ndo-salino, dentro
dos tempos de avaliacdo, para as massas fresca e seca das raizes de ambas cultivares (Figura

3).
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Figura 3 — Curvas de regressdo para massa fresca (root fresh mass, em mg) e massa seca (root dry mass, em mg)
da raiz de plantulas de sorgo cv. CSF18 e CSF20 sob condi¢des salinas (salt stress) e ndo salinas (control),
avaliadas nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas apds tratamento (HAT). As plantulas com trés dias apds
semeadura correspondem ao tempo zero de tratamento. Massa fresca (a) e massa seca (b) da raiz da cultivar
CSF18. Massa fresca (¢) e massa seca (d) da parte aérea da cultivar CSF20. O asterisco indica diferenca
significativa entre os tratamentos salinos e ndo salinos dentro de cada tempo de avaliagdo pelo teste de Sidak (p
<0,05).

Houve aumento significativo no contetido de Na* no tratamento contendo estresse
salino em comparacdo com tratamento controle (sem sal), dentro de todos os tempos
avaliados. E esse comportamento foi observado tanto na parte aérea da cultivar CSFI8,
quanto na parte aérea da cultivar CSF20 (Figura 4a, d). Ja os valores referentes ao ifon K*
demonstraram resultado oposto. A parte aérea de ambos os gendtipos apresentaram
diminuic¢do significativa dos teores de K™ no tratamento com estresse salino, em comparagio
com o tratamento controle, dentro de todos os tempos avaliados (Figura 4b, e). Por fim, no
que se refere a relagdo K*/Na*, na parte aérea do CSF18 e CSF20 os resultados indicaram
diferenca significante entre os tratamentos, dentro de todos os tempos. Os valores dessa
relacdo foram maiores no tratamento controle, do que no tratamento salino (Figura 4c, e).
Sendo que no gendtipo CSF18 a relagdo entre K¥/Na™ tende a ser maior do que no genétipo

CSF20.
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Figura 4 — Curvas de regressdo para os teores dos fons Na*e K* (expressos em umol.g™!), e para a relagdo K*/Na*
na parte aérea de plantulas de sorgo cv. CSF18 e CSF20 sob condi¢des salinas (salt stress) e ndo salinas
(control), avaliadas nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s tratamento (HAT). Teores dos ions Na* (a) e K*
(b), e relagdo K*/Na* (c) da parte aérea da cultivar CSF18. Teores dos fons Na* (d) e K* (e), e relacdo K*/Na* (f)
da parte aérea da cultivar CSF20. O asterisco indica diferenca significativa entre os tratamentos salinos e nio
salinos dentro de cada tempo de avaliacdo pelo teste de Sidak (p < 0,05).

No sistema radicular, os teores de Na* e K" encontrados, apresentam
comportamento semelhante para ambos os genétipos. Ou seja, existe uma diferenga
significativa entre os valores encontrados no tratamento controle e no tratamento com sal,
dentro de cada tempo avaliado, e estes valores sdo maiores para o tratamento com sal (Figura
Sa, d). Os valores do fon K* ndo apresentam diferenga significativa no tempo de 72 HAT,

tanto na cultivar CSF18, quanto na cultivar CSF20 (Figura 5b, e). A relagdo K*/Na*, apresenta
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valores maiores para o tratamento controle nas raizes de ambas as cultivares avaliadas. Com

interacdo significativa dentro de todos os tempos avaliados, para ambos os genétipos (Figura

5¢, ).
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Figura 5 - Curvas de regressio para os teores dos fons Na* e K* (expressos em pumol.g!), e para a relacio K*/Na*
na raiz de plantulas de sorgo cv. CSF18 e CSF20 sob condigdes salinas (salt stress) e ndo salinas (control),
avaliadas nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas apos tratamento (HAT). Teores dos fons Na* (a) e K* (b), e
relacdo K*/Na* (c¢) da raiz da cultivar CSF18. Teores dos ions Na* (d) e K* (e), e relagdo K*/Na* (f) da raiz da
cultivar CSF20. O asterisco indica diferenga significativa entre os tratamentos salinos e nio salinos dentro de

cada tempo de avaliacdo pelo teste de Sidak (p < 0,05).
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Através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS),
foram e identificados, nas plantulas do CSF18 e CSF20, 75 metabolitos (Tabela S1). Com
isso, foi realizada a Andlise discriminante por minimos quadrados parciais esparsos (SPLS-
DA) dos perfis metabdlicos nas partes aérea e radicular das cultivares de sorgo, sob condi¢des
nao-salinas (controle) e salinas, avaliadas nos tempos de 24, 48, 72 e 96 HAT.

No sPLS-DA dos perfis metabdlicos da cv. CSF18, os componentes 1 e 2
explicaram 37,1 e 14,7% da variancia entre dados avaliados, respectivamente (Figura 6a),
com taxa de erros estimada em 9,4% (Figura 6b). Observou-se boa separacdo entre o0s
tratamentos salino e ndo-salino, com excecdo de uma pequena sobreposicdo no tempo de 24
HAT (Figura 6a). Também houve estreitas sobreposi¢des entre os tempos 48 e 72 HAT no
tratamento salino, e entre 72 e 96 HAT no tratamento controle (sem sal) (Figura 6a). No
sPLS-DA da cv. CSF20, os componentes 1 e 2 explicaram 31,7 e 13,8% da variancia entre os
dados avaliados, respectivamente (Figura 7a), com taxa de erro estimada em 18,8% (Figura
7b). Foi evidenciada separacdo entre os tratamentos salino e nao-salino, com exceciao de uma
pequena sobreposicdo no tempo de 24 HAT (Figura 7a). Além disso, houve ocorréncia de
sobreposicdo entre os tempos 48 e 72 HAT, dentro do tratamento controle (sem sal) (Figura

7a).
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Figura 6 - Andlise discriminante por minimos quadrados parciais esparsos (SPLS-DA) dos perfis metabdlicos em
parte aérea (S) e raizes (R) de sorgo cv. CSF18 sob condi¢des ndo salinas (controle) e salinas por avaliadas nos
tempos de 0, 24, 48 72 e 96 horas apo6s tratamento (HAT). Plotagem de pontuagdo (a. Scores plot), taxas de erro
de classificacdo do sPLS-DA (b, sPLS-DA classification error rates) do primeiro e segundo componentes.
Grupos analisados foram plantas sob condi¢@o controle avaliadas com 24HAT (C-18-24h), 48HAT (C-18-48h),
48HAT (C-18-48h), 72HAT (C-18-72h), e 96HAT (C-18-96h), e plantas sob condicdo salina avaliadas com
24HAT (C-18-24h), 48HAT (C-18-48h), 48HAT (C-18-48h), 72HAT (C-18-72h), e 96HAT (C-18-96h). Todos
os dados foram transformados em log e centrados na média para andlise quimiométrica (SPLS-DA) por
MetabolAnalyst 5.0.
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Figura 7 — Andlise discriminante por minimos quadrados parciais esparsos (sSPLS-DA) dos perfis metabdlicos em
parte aérea (S) e raizes (R) de sorgo cv. CSF20 sob condigdes ndo salinas (controle) e salinas por avaliadas nos
tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas apds tratamento (HAT). Plotagem de pontuacio (a, scores plot), taxas de erro
de classificagdo do sPLS-DA (b, sPLS-DA classification error rates) do primeiro e segundo componentes.
Grupos analisados foram plantas sob condi¢do controle avaliadas com 24HAT (C-20-24h), 48HAT (C-20-48h),
48HAT (C-20-48h), 72HAT (C-20-72h), e 96HAT (C-20-96h), e plantas sob condi¢do salina avaliadas com
24HAT (C-20-24h), 48HAT (C-20-48h), 48HAT (C-20-48h), 72HAT (C-20-72h), e 96HAT (C-20-96h). Todos os
dados foram transformados em log e centrados na média para andlise quimiométrica (sPLS-DA) por
MetabolAnalyst 5.0.
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Foram selecionados os 30 metabo6litos que mais contribuem para construir os
componentes latentes, que explicam a discriminacdo mais significativa entre os tempos (24,
48, 72 e 96 HAT) e os tratamentos de sal e controle, tanto para cv. CSF18 (Figura 8), quanto
para cv. CSF20 (Figura 9). De acordo os gréificos de carregamento da sPLS-DA das cultivares
CSF18 e CSF20, dentre os 30 metabolitos, os grupos que mais contribuiram para a separagcdo
no “componente 1” foram os carboidratos, seguidos pelos acidos organicos e aminoacidos. O
mesmo ocorre para o “componente 2” de ambas as cultivares, diferindo apenas na quantidade
de metabolitos pertencentes a cada grupo. E possivel observar uma estreita relagio entre o
componente 1 e os tempos avaliados (24, 48, 72 e 96 HAT). Enquanto, o componente 2,
demonstra estar mais relacionado com a distingdo e separacdo entre os tratamentos aos quais
as plantulas foram expostas.

Os gréficos de carregamento da sPLS-DA da cv. CSF18 mostra os 30 metabolitos
que mais contribuem para a separagdo dos tratamentos avaliados em cada componente (Figura
8). Para CSF18 os metabolitos que mais contribuiram para discriminagdo no componente 1
nas raizes, foram frutose-6-fosfato, inositol-1-fosfato, glicose-6-fosfato, acido quinico e acido
chiquimico. enquanto na parte aérea, foram o 4cido quinico, palatinose, sorbose, frutose e
acido chiquimico. (Figura8a). Tais metabolitos diminuem ao longo do tempo e isso ocorre
mais intesamente nas plantas sob salinidade. J4 para discriminacdo no componente 2 nas
raizes, os principais metabdlitos foram acido galactonico, dcido pirtivico, glutamina, ribulose-
S5-fosfato e lactitol; na parte aérea, foram &4cido citrico, 4cido aconitico, dcido glucdnico,
glutamina e 4cido fosférico (Figura 8b). A abundancia desses metabolitos variam ao longo do
tempo, mas em geral, diminuem com a salinidade, com excessdo 4dcido galactdnico na raiz e
da glutamina na parte aérea que aprentam valores positivos espoecialmente nos ultimos
tempos avaliados.

O gréfico de carregamento da sPLS-DA da cv. CSF20 mostrou a contribuicdo de
cada metabolito para a separacdo dos tratamentos avaliados em cada componente (Figura 9).
Em CSF20 os metabolitos que mais contribuiram para discrimina¢do no componente 1, foram
dcido quinico, frutose, sorbose, dcido guldnico e dcido piroglutamico, na parte aérea; e dcido
aconitico, inositol-1-fosfato, 4cido chiquimico, glicose-6-fosfafo e 4cido piroglutamico nas
raizes (Figura 9a). Esses metabolitos diminuem ao longo do tempo e isso é mais pronunciado
sob salinidade, especialmente apos 96 HAT. Para discriminacio no componente 2, 0s
metabdlitos contribuintes foram galactinol, ribulose-5-fosfato, acido fosforico, dcido aspartico
e dcido citrico, nas raizes; e acido fosférico, acido citrico, triptofano, 4cido aconitico e

trealose, na parte aérea (Figura 9b).
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Figura 8 — Gréficos de carregamento da andlise discriminante por minimos quadrados parciais esparsos (SPLS-
DA) dos perfis metabdlicos em parte aérea (S) e raizes (R) de sorgo cv. CSF18 sob condi¢des nio salinas
(controle) e salinas por avaliadas nos tempos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s tratamento (HAT). Gréfico de
carregamento (Loading plot) para o componente 1 (a, Loading 1) e o componente 2 (b, Loading 2) mostra os
trinta metabdlitos que mais contribuiram para a separacdo em cada componente do sPLS-DA e sua contribuicdo
em valor absoluto. Quadrados vermelhos ou azuis a direita indicam a abundincia alta e baixa do metabdlito
correspondente em cada tratamento, respectivamente. Grupos analisados foram plantas sob condi¢do controle
avaliadas com 24HAT (C-18-24h), 48HAT (C-18-48h), 48HAT (C-18-48h), 72HAT (C-18-72h), e 96HAT (C-
18-96h), e plantas sob condi¢@o salina avaliadas com 24HAT (C-18-24h), 48HAT (C-18-48h), 48HAT (C-18-
48h), 72HAT (C-18-72h), e 96HAT (C-18-96h). Todos os dados foram transformados em log e centrados na
média para andlise quimiométrica (sPLS-DA) por MetabolAnalyst 5.0.
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Figura 9 — Gréficos de carregamento da andlise discriminante por minimos quadrados parciais esparsos (sPLS-
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5 DISCUSSAO

A toxicidade i6nica devido ao influxo em excesso de Na* e CI°, pode desencadear
efeitos adversos nas plantas (MUNNS, 2005). Realmente, a absor¢ao em excesso do ion Na*
afetou levemente o desenvolvimento de ambas as cultivares estudadas (Figura 1). Além do
fator i6nico, o fator osmotico, que ocorre nos estdgios iniciais da exposicdo das plantas a
salinidade (induzida pela exposicao ao NaCl) pode afetar a taxa de expansdo celular devido a
uma baixa taxa de absor¢do de dgua e osmdlitos (COSGROVE, 1993). Entretanto, ainda que a
salinidade tenha afetado o crescimento das plantulas, esta reduciao nao foi percebida de forma
significativa nas massas fresca e seca da raiz (Figura 2 e 3). As diferencas entre as massas
fresca e seca da parte aérea e raiz de ambos os gendtipos, provocadas pelo estresse salino,
corroboram com o descrito por Greenway e Munns (1980), que afirmam que a salinidade
pode alterar a particio de foto-assimilados entre as diferentes partes das plantas. Essas
diferencas podem representar a ocorréncia de distin¢do, no que se refere a sensibilidade dos
orgdos vegetativos a salinidade, ou, os diferentes dispositivos de protecdo que as plantas
utilizam para cada 6rgdo vegetativo (AQUINO et al., 2007).

O aumento significativo de Na* nos 6rgaos vegetais analisados, principalmente na
parte aérea (Figura 4 e 5), e a subsequente reducdo do crescimento das cultivares avaliadas
(Figura 1) é um comportamento esperado em plantas sob salinidade, e tem como causa: o
acumulo dos fons a niveis toxicos nos tecidos fotossintetizantes, resultando no estresse 10nico
(MUNNS, 2005). Esse fator, associado ao menor acimulo de K* na parte aérea (Figura 5b, c)
induzido pela salinidade, foram responséaveis por afetar negativamente a razdo K*/Na* (Figura
4 e 5). A relacgdo entre K*e Na* no citosol e nos tecidos vegetais, sao pardmetros que possuem
influéncia direta na tolerancia ao estresse salino (ISAYENKOV; MAATHUIS, 2019). Logo,
ambientes que afetam negativamente o balango idnico, sdo mais favordveis a ocorréncia de
danos causados pela salinidade

Além das informagdes morfofisioldgicas obtidas pelas andlises dos parametros
relacionados com o crescimento e desenvolvimento, foram realizadas andlises dos perfis
metabodlicos, visando ter uma melhor compreensdo dos efeitos do estresse salino sobre o
metabolismo celular das plantulas. O componente 1 estd relacionado com a separacdo dos
perfis metabdlicos em fun¢do dos tempos estudados (24, 48, 72 e 96h). Com a avalia¢do dos
graficos de carregamento da sSPLS-DA do componente para ambas as cultivares (Figura 7 e 8),
€ possivel notar um padrdo de regulacdo negativa na abundincia dos metabdlitos em funcao
do tempo, independente do tratamento avaliado (Tabela suplementar 2 e 4). Em plantulas da

cultivar CSF18, dos 30 metabdlitos selecionados para a separacdo nesse componente, 18 sao
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pertencentes ao grupo dos carboidratos (Tabela suplementar 2); enquanto na cv. CSF20, os
carboidratos somam um total de 17 metabolitos (Tabela suplementar 4), demonstrando assim
a influéncia desse grupo no componente 1. E possivel observar a ocorréncia de carboidratos
importantes, de forma comum para as duas cultivares estudadas, como € o caso da sorbose e
frutose (Figuras 8a e 9a) que apresentam valores relativos elevados para ambas as cultivares,
ao longo dos tempos avaliados. Esses metabdlitos acumulam-se durante o periodo de estresse,
e as plantas os consomem como fonte de energia em vez de glicose (KAPLAN; GUY, 2004).
O metabolismo dos carboidratos possui papel essencial na tolerancia das plantas ao estresse,
pois estd diretamente ligado com o fornecimento de energia para ativacdo de mecanismos de
aclimatagdo ao estresse, bem como com o desempenho fotossintético (ARBONA, 2013),
essencial no fornecimento de energia e matéria para o crescimento vegetal.

Os metabdlitos mais responsadveis pela distincdao entre as plantulas tratadas com
sal e as plantas controle, foram mais relacionados ao componente 2. Houve comportamento
diferenciado entre os metabolitos expressos como importantes na contribui¢ao para separagcao
entre os tratamentos, para cada cultivar avaliada. Dentre os grupos de metabolitos que
ocorrem no componente, diferente do que ocorre para a discriminagdo entre 0s tempos
(componente 1), os grupos que mais influenciaram na discriminacdo entre os tratamentos
salinos foram os &4cidos orginicos e os aminodcidos, para ambas as cultivares (Tabela
complementar 3 e 5). O componente 2, separou os tratamentos controle e salino a partir de
24h com uma alta influéncia de aminodcidos e acidos organicos, que apresentaram baixa
abundancia na CS18 e alta abundancia na CSF20. O conjunto integrado por esses
aminodcidos livres totais e os acgucares soliveis (como, sacarose, glicose e trealose), sao,
quantitativamente, os solutos organicos mais importantes no balanco osmdético, e atuam
diretamente na contribui¢do para a manuten¢do do potencial hidrico em niveis aceitdveis
durante o estresse salino (SILVEIRA et al., 2010)

Fazendo um paralelo entre as andlises de carregamento do sPLS-DA dos perfis
metabdlicos de ambas as cultivares, é notada regulacdo distinta para os metabdlitos. Em
CSF20, os principais metabdlitos demonstraram maior sensibilidade na identificagdo do
estresse salino, evidenciada pelo aumento significativo no conteido, e consequentemente, na
contribuicdo em valor absoluto na separacdo no componente, quando as plantulas foram
submetidas ao estresse (Tabela suplementar 5). O conteido de alguns tipos de metabolitos
como ribulose-5-fosfato, glicerol-3-fosfato, triptofano e outros dcidos organicos aumentaram
em resposta a salinidade (Figura 9b, Tabela suplementar 5). J4 em CSF18, de forma geral,

nao houve aumento expressivo no conteido dos metabdlitos quando as plantulas sdo expostas
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sob o tratamento salino (Tabela suplementar 3).
Além disso, essa regulacdo positiva dos metabolitos como resposta ao estresse
salino pode estar relacionada com o fato da cultivar CSF20 apresentar maior tolerancia a

salinidade do que a cultivar CSF18, conforme descrito por Lacerda (2000).
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4 CONCLUSAO

As plantulas submetidas ao estresse salino tiveram seu desenvolvimento
ligeiramente afetado nos dois gendtipos de sorgo avaliados, principalmente por uma
diminui¢do do comprimento da parte aérea, especialmente nas plantulas do genétipo CSF18.
As respostas metabdlicas foram distintas para os tratamentos estudados. A maior tolerancia do
CSF20 em relagdo ao CSFI18 estda relacionada com a modulagdo mais expressiva de
aminoicidos e d4cidos organicos, como cujas alteracdes em resposta ao estresse
desempenharam melhor fun¢@o na atenuacdo dos efeitos do estresse sobre o desenvolvimento

e crescimento das plantulas.
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Tabela Suplementar 1: Lista de metabdlitos detectados em parte aérea e radicular de sorgo

com sua classificagdo em tipos de composto.

45

Metabdlito Metabolites Metabdlito Metabolites
class. class.
1 Pyruvic acid Organic acid 38 Aconitic acid Carbohydrates
2 Lactic acid Organic acid 39 Glycerol-3-phosphate Carbohydrates
3 Butyric acid - 3 Amines 40 Gluconic acid Carbohydrates
hydroxy
4 Valine Amino acids 41 Shikimic acid Organic acid
5 Isoleucine Amino acids 42 Citric acid Organic acid
6 Phosphoric acid Organic acid 43 Dehydroascorbic acid Organic acid
7 Leucine Amino acids 44 Quinic acid Organic acid
8 Proline Amines 45 Fructose Carbohydrates
9 Glycine Amino acids 46 Sorbose Carbohydrates
10 Succinic acid Organic acid 47 Galactose Carbohydrates
11 Glyceric acid Organic acid 48 Lysine Amino acids
12 Fumaric acid Organic acid 49 Glucose Carbohydrates
13 Maleic acid Organic acid 50 Tyrosine Amino acids
14 Alanine Amino acids 51 Mannitol Carbohydrates
15 Serine Amino acids 52 Ascorbic acid Organic acid
16 Threonine Amino acids 53 Pantothenic acid Organic acid
17 Serine O-acetyl Amino acids 54 Glucoheptonic acid Organic acid
18 Alanine beta Amino acids 56 Gulonic acid-1,4- Organic acid
lactone
19 Homoserine Amino acids 57 Myo-inositol Carbohydrates
20 Malic acid Organic acid 58 Ribulose-5-phosphate Carbohydrates
21 Cysteine Amino acids 59 Tryptophan Amino acids
22 Aspartic acid Amino acids 60 Fructose-6-phosphate Carbohydrates
23 Pyroglutamic acid Amino acids 61 Glucose-6-phosphate Carbohydrates
25 Erythronic acid Organic acid 62 Inositol-1-phosphate  Carbohydrates
26 Threonic acid Organic acid 63 Galactonic acid-1,4- Carbohydrates
lactone
27 Glutaric acid Organic acid 64 gf;ﬁg(;;ialtf Carbohydrates
28 Ornithine Amino acids 65 Sucrose Carbohydrates
29 Glutamic acid Amino acids 66 Kestose Carbohydrates
30 Phenylalanine Amino acids 67 Lactitol Carbohydrates
31 Asparagine Amino acids 68 Cellobiose Carbohydrates
32 Glutamine Amino acids 69 Trehalose Carbohydrates
33 Arabinose Carbohydrates 70 Palatinose Carbohydrates
34 Xylose Carbohydrates 71 Maltose Carbohydrates
35 Xiylitol Carbohydrates 72 Galactinol Carbohydrates
36 Ribose Carbohydrates 73 Melezitose Carbohydrates
37 Putrescine Organic acid 74 Raffinose Carbohydrates
75 Maltotriose Carbohydrates
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Tabela Suplementar 2 - Valores de intensidade relativa dos 30 metabalitos que mais contribuiram para a separag o dos tratamentos e tempos analisados, no componente 1do sPLS-04 dos perfis
metabaolicos de plantulas de sorgo ov. CSF18. D= metabolitos com prefino 5_ e B estio presentes na parte aérea e raizes, respectivamente. & tabela apresenta ainda a classe, tempo de retengia [RT]
no cromatograma para cada metabalico. Os valores representam as médias de quatro repetigdes + erro padrio. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey (p<0.07).

Metabolites class HT® Metabolites C-18 24h C-18 48h C-18 ¥2h C-18 36h 5-18 24h 5-18 48h 5-18 T2h 5-18 36h
Crganic acid 1.5 5_Succinic acid o0+01 A 05 +00 B DZ+00 c 01+ 00 c 1101 &) 0400 5| 0300 s 0.2*00
Carbohydrates 106 S _Fulose 2202 & L7201 A 1.0+01 a8 0700 s 2704 cC 1.1+ 01 8| 0301 5 06*00
Crganic acid 1.6  S_Shikimiz acid TWE+12 & WE£1LZ & TE+10 B i+ 02 p| 27+25 ol FE8+03 B| 4606 B 2504
Crganic acid 1.6 5 _Cuinic acid BE.7T 30 Al 3258 +07 B| WBI*17 B3+13 Do | 862+33 & 35+ 33 B| 12615 | 5807
Carbohydrates 15,2 S_Fructose T2 £ 18T a| BT 236 A BES £ NS B 931+ 130 o | 4458 * 235 0| 2328 + B8 5| 15915 122 B| V4.7 * 71
Carbohydrates 13,5 5_Sarbose T8 £ 150 A[2d55 07 A MES £ M3 B | TEE £ 105 o [420.3 £ 30,7 o 2120 £ 156 B 1298 £ 13,7 o 578 £ 53
Carbohydrates 1532 5 _Gluzose JET £ 134 a|Z23T8 £ 36 | 164 + M0 B | 325+ 34 B (3520 + 275 0 &121+ 161 &) 165 £ 30 8 4.3 267
fimino acids T3 S _Tyrosine 3B+ 352 Al ZFEELT oA Zld 2T a o0+ 18 B | 522357 o 2353+ 36 al 13511 B| 164 *13
Crganic acid T.63 3_Pantathenic acid 35+03 & 21+01 & 13+01 B 03+ 01 B S0+12 c 13+ 02 & 1202 B 1001
Crganic acid 3.23 3_Gulonic acid IO +xd45 Al I £2TF a| WIS +10 & 42+ 14 B | 46558 p| W1+ 38 a| 6410 B 1504
Carbohydrates 3.5 3S_Ribuloze-5-P A 03 A 2.7 205 & 27203 B 16+ 02 B 125+16 cf Td+x06 af 4005 & 2504
Carbohydrates 4.36 3_Fructose-E-P TEE1Z A 43 £ 07 =& 13+05 B 08+ 01 B We+13 a BE6+x13 af 2504 c|f 2105
Carbohydrates 715 5 _Fructose-1.6-0F 6.6 +11 & 23 +02 & 1101 B 04+ 01 B TS+03 & 30x05 a| 03+02 B 04%02
Carbohydrates 1.5 I _Palatinoze 23811 Al BIELT A 8.7 +08 B B1x 06 B | 28526 po| 137+ 21 a| BZ*03 B[ 40=*03
Amino acids 8.53 F_Puroglutamic acid | 5566 + 50,8 A 2658 £d24 &) 1605 + W5 & | N3.7 £ 232 B | 7823 £ 631 cf 2683 £ 56.8 4| 157.5 £ 18,3 B| 103.2 £ 51
Organic acid 4.55 F_Eruthroniz acid 04 +00 & 02+00 =& 02+01 & 01+ 0.0 & 05+00 & 02+01 &) 00+x00 B 00200
Organic acid 4.55 A_Threonic acid 3302 & 13201 & 12201 & 11201 & 2B 201 & L3202 & 085x01 s 06x01
Carbohydrates M1 R_Arabinose B3+x09 A TSE0ZE & 41+ 03 & 41+ 0.7 & 83206 & 32203 a| 25+01 & 20204
Carbohydrates 5.55 A_Rulose S804 & 30+01 & 17201 & 10+ 03 B Jd4 202 & 15201 B 1001 s 0700
Carbohydrates 6.7 F_Gluceral-3-P No+23 & 46 £ 06 & 36 +04 & 33+ 07 a W7 +06 a S0+ 22 af 2902 & 2302
Crganic acid 12 F_Shikimic acid NE+05 & BE £ 05 B 58202 B 35+ 05 @ 1230353 a 52+ 07 | 2502 ¢ 20x02
Crganic acid 12,7 A_Cuinic acid 22408 A WI3x03 B TE+03 B 45+ 10 @ \|o+x05 & TA+13 B| 2502 o 21x02
Carbohydrates 3,76 R_Fructoze DE23 £ ME20 4 S021 £ 245 & | 4053 £ 456 & | JIET £ G1LF A [ OT0 & 34T &) 3376 £ 372 &) T £ 71 B[ 427 £ 5.5
Carbohydrates N4 F_Sorbose G703 £ 236 A |d53.80 £ 131 a| 39180 £ 400 & (2630 £ 720 B (5006 £ 400 &) 2307 £ 310 &) 723 £103 cf 305 % 5.5
Carbohydrates 108 R _Glucoze 2003 £ 230 a) 1265276 a| 4322125 6 | 240288 B | NMTo 2 WE &) 472+ W5 6| 83210 cf 44206
Crganic acid 3,91 R_Gulonic acid Wo£10 A 44 £11 & 2206 B 1.7+ 04 B 21208 & 2405 B 06201 £ 0500
Carbohydrates 13,6 R_Fructoze-6-F T[54 G608 B 33202 o 22+ 03 & MNz2x05 a 4303 B 15+£01 o 1001
Carbohudrates 126 A_Ghucoze-6-P 28542 Al 13516 B 61203 ¢ 42+ 06 « 25+16 &) 96+ 21 Bl 30201 £ 1501
Carbohudrates 126 FA_lnositol-1-P 45+ 05 a 24 +£04 & 1.1+01 B 0P+ 01 B 4003 & 15203 p| 05+£00 B 03100
Carbobydrates 6.3 R_Fructoze-1.6-0F 28+04 & L7071 a 20 +03 & L7201 & 31201 ¢ LB+ 03 a4l 03201 B 1101

m O 00 0 0 O0OmooQgx>xmp>>mommomaomommmaommMmomooOoo o
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Tabela Suplementar 3 - ¥alores de intenzidade relativa dos 30 metabdlitos que mais contribuitam para a separagao dos tratamentos e tempos analizados, no componente 2 do sFPLS-04 dos
perfiz metabolicos de plantulas de sorgo ev, ©SF18. Oz metabolitos com prefiso S_ e F_ estio presentes na parte aérea e raizes, respectivamente. & tabela apresenta ainda a classe, tempo de reteng3o
[RT]no cromatograma para cada metabalita, 0= valores representam as médias de quatro repetigdes + erro padrio, Madiaz sequidas pela mesma letra ndo diferem estatisticaments entre =i, pelo teste
de Tukey [p <10,01].

Metabolites elass RT* Metabolites C-18 24h C-18 48h C-1% ¥2h C-18 96h 5-18% 24h 5-18% 48h 5-18 72Zh 5-18 96h

Carbohydrates E293 F_Galactonic acid a8 = 10 bl 39 03 Al WA= A FE:2 02 B 41+ 11 C f8+:08 C B9+ 04 Cf 106 032 A
Organic acid 7295 F_Pyrovic acid 049+ 00 A 10«01 A 1B+ 00 B 12+ 01 A& o0l A na«01 Al 0601 C 0E + 00 C
COrganic acid 13,29 5_Citric acid g1+ 08 A 83«10 Bl 33 e02 C| 2001 C| 244 244 A 127 £ 11 Al A7 03 A 3110 B
Amino acids 86T F_Glutamine 20+ 03 A 29«04 A 28 :04 Al 27+ 05 A 14:01 B oy« 01 C| 0501 C 03+ 01 C
Carbohydrates 4773 F_Ribulose-5-F 26+ 05 A 16+ 02 A ool Bl OF:x01 E E1:02 DO 47«10 C| 2201 A 20+ 02 E
Carbohydrates f32 5 Aconitic acid B4+ B2 A | B23 + 2B A 302 230 B 2482 : 14 BE| 204 : N4 A 47E 2 BI C| BFE £ 37 Al 46515 C
Carbohydrates 247 F_Lactital 4068 + 154 A | 4870 & TAT A 3880 £ 268 A TIE 2 228 A) 3555 : 248 B 3244 : 641 B MI3 : TIH B 3022 2 47 B
Carbohydrates 2286 5 Gluconic acid 12+ 01 A 07 £ 00 B 04 01 EB| 02: 00 A 16 +01 EBE 07 =01 E 11+01 A 0% £ 00 A
Organic acid EA5Y F_Citric acid 445« B2 A 470« BE A BRE £ 31 A BB+ TZE O OA| 45E 2 23 &) 45E £ B0 Al 411+ 34 Al 252 : 36 B
Amino acids 3991 5_Glutamine 13+ 03 A 12«01 A 08«01 Al 05+ 00 B 14202 A g =01 A 1401 & 12«01 A
Organic acid S Phosphoric acid | 2427 + 274 A | 1498 « 326 A T21 161 &) 442 + 08 A 2862 + 943 A HEI £ IFE A 1983 £ 14 A 1880 £ 83 A
Carbohydrates 187 A_Aconitic acid el + BF A | M35 63 A B4 £ 31 A 1223+ 200 A M5 15 A A0E :TE Al 2314 B| WOz 37 B
Oraanic acid B335 F_Glyceric acid 21: 02 A 172 +02 A 1401 A& 21+ 03 A 1501 A 15«01 Al 082:x01 B oFr + 01 B
Aming acids 4,945 5 Homoserine 14 04 A 03«02 A 02201 A ol o0 B 25+ 0% C 21«08 C| 0501 A 05 01 &
Carbohydrates 123 5_Glyceral-3-FP g 12 A E4 £ 04 A Z2E:x04 E 2+ 01 DO 1/B%£15 Cf FFx22 C| Z8:z0h B 3m 205 B
Organic acid 4163 F_Dehydroascorbicd 38 2 06 A 2E 04 A 2B 02 Al 27+ 03 A 2002 A 2102 A 1502 B 1401 B

Amines 256 F_Butyric acid E37 + 37 AH 207 £ 44 E| 530 £ 6E A 475+« 85 A 2FE 40 E| 15123 B| 18238 EB| 230:13 B
Organic acid A6 5_Threonic acid 16+ 01 A o+ 01 B 06:00 Bl 0%:00 C 20+ 02 A 10+01 0O 0801 B 0E = 01 B
Aming acids 4877 S_A=partic acid 467 =+ N0 A 473 £ N5 A 152 £45 A BV + 23 B| #4858 :157 C| BB W4 O] 233 £ 53 Al 22258 A
Aming acids S Tryptophan BE + 25 A EE £ 37 A 32 11 A 3012 A nl+ 32 A N2« 27 A BR 05 A B2 212 A

Amines 4071 F_Proline A8 s 02 A 138 8E A 1110 B 45+ 28 B[ 720 42 A|2808 « 634 A 5E £ 81 A 22T : 63 A
Carbohydrates 2,037 5 Glucose-g-F 126 ¢+ 28 A E £ 13 A A0z B 12+ 01 B| 18423 A 12228 Al 44 :05 C 3me 07 B
Carbohydrates 7215 5_Myo-inositol M4 « 5% A 93173 A 852 £ 58 A 897+ 38 B| 453 57 C| 1078 £ 23 A 957 £ 82 A 805 z 37 A
Carbohydrates 573 F_Malotriose 35 02 A 3 e 04 A 4002 A 28+ 03 A 43+ 08 A 24 £ 02 A if:e03 B 1401 B
Carbohydrates 34986 5 _Fructose-B-F TE o 12 A 13 07 A 19+056 B 02:01 B 0213 A BE + 13 B 25+ 04 C 21: 05 B
Carbohydrates 8014 S_lnosital-1-F 22+ 04 A 1503 A 05:01 B| 02:00 B 3004 A 1903 Al OF:z01 B 0 : 02 B
Carbohydrates 3804 5 Ribulose-5-F TE+ 08 A BY + 05 A 27 203 B 16+ 02 EB| 2518 C f4+06 Al 4005 A 28+ 04 B

Amines 2349 5 _Buryric acid BT+ NTF A 2+ 21 EB| B2+ 42 Bl N3 : 38 B 4012 35 A B2 +15 EBE| 85 :43 EB| W3i:zz23 B
Organic acid BR324 F_Fantothenic acid BT+ 03 A 12 01 A BhH 04 A BO: 02 A E4 £+ 03 A 1004 E 36 £ 0% B 33«01 B
Organic acid ThEE F_Malic acid R2E + B0 A I B A ME £ 20 A 3EE s+ 81 A D220 A 434 £ 54 A 124 217 B 4 17 B
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Tabela Suplementar 4 - Valores de intensidade relativa dos 30 metabdlitos que mais contribuiram para a separagao dos tratamentos e tempos analizados, no componente 1do sFLS-DA
dos perfis metabolicos de plantulas de sorgo ow. TSF20. Oz metabolitos com prefiso S e B estio presentes na parte aérea e raizes, respectivamente, A tabela apresenta ainda a classe, tempo

de retengdo [RT) no cromatograma para cada metabolito, Oz valores representam as médias de quatro repeticdes £ erro padrio. Médias sequidas pela mesma letra nao diferem estatizticamente
entre =i, pelo teste de Tukey [p <0,01].

Metabolites class
Organic acid
Carbohydrates
Carbohydrates
Carbohydrates
Organic acid
Aming acids
Carbohydrates
Carbohydrates
Carbohydrates
Carbohydrates
Carbohydrates
Organic acid
Carbohydrates
Carbohydrates
Amino acids
Organic acid
Carbohydrates

Carbohydrates
Carbohydrates
Aming acids
Carbohydrates
Carbohydrates
Organic acid
Organic acid
Organic acid
Carbohydrates
Carbohydrates
Organic acid
Organic acid

Carbohydrates

AT
3.3154
88102
3,6933
78895
14,54
T.0247
T.E457
33776
2,305
12,133
3,19:26
5,004
70637
97047
72662
57361
9,291

12,463
9,7933
40622
5,3558
44136
5,E123

55272
BE313
BA4T44
54556
54449

5,701
44253

Metabolites
5 Quinic acid

5 Fructose

5 Sorbose
F_Aconitic acid
5 Gulonic acid
5 Pyroglucamic acid
F_lnosital-1-F

5 Falatinoze
F_Hylose

5 Ribulosze-5-F
5 Gluconic acid
F_Shikimic acid
F_Glucose-6-F
5 Fructose-B-F
F_Pyroglutamic acid
F_Guinic acid

5 Glucose-E-F
5 Mannitol

5 Glucose
F_Glutamine

5 Fructose-16-0F
F_Fructose-5-F
5 Succinic acid
5 Threonic acid
5 Shikimic acid
5 Inositol-1-F
F_Glucose
F_Malic acid
F_Glutaric acid
5 Myo-inositol

C-20 24h
327 + 64
2735 + 305
2ETE + 293
443 + B2
136 + 13
385,2 + 685
17 + 0.4
135 + 14
B+ 03
B2+ 07
03+ 01
77+ 03
0o« 13
47+ 02
4955 = 821
140+ 04
87+ 02
74+ 14
2380 + 27.3
100+ 01
32+ 04
4 1
0E =+ 01
12 £ 01
87 + 13
16 = 0.
1361 + 7.6
B33+ 14
12 & 01
742+ 84

B - - e e - e e - - - e - e = = - e - - e - = - e - ]

C-20 43h
173+ 16
1361 + 2.3
1773 + 25
203+ 4.3
142+ 11
032 + 38
04 + 01
BE + 0,3
15+ 01
14 £ 02
06 + 01
35+ 04
23 : 05
13 ¢ 02
147 + 278
55 : 04
22+ 03
G4 : 05
1433 £ 37
03 + 01
07 + 01
13 ¢ 0,3
04 : 00
07 + 01
BE : 07
03 + 01
334 + 51
525 + 51
05 + 01
£33 + 15

T r & M >0 >Fr>fc>> o> 0>D0DD0DDON>E>DDMN>EeEDND>>E>>>D>-D>:;>>

C-20 72h
2+ 23
45,2 + B3
1262 + 72
81+ 30
G+ 07
1253 + 357
01+ 0
30+ 0
20+ 0]
06 + 0
0,3+ 00
43+ 02
14 & 02
12 & 02
805 + 5.5
53+ 04
21+ 04
12 & 02
1277 + 73
01« 0
05+ 02
03 : 0]
02+ 00
06 + 00
5 : 14
04+ 0
255 + 2.7
177 + 38
01+ 0
£91 + 15

M 00NN MNFrFrND>> 00000 DONMDMODMMDODN MNMmMMm

C-20 96h
47 + 03
072 « 07
870 & 103
Bl s 13
28+ 02
445 + 137
00+ 00
23+ O
16 = 05
02+ 01
02+ 00
27+ 02
15 = 0.1
0,7 + 0
EEE + 5
41+ 0.3
14 & 0.3
0E + 02
953 + BB
00 + 00
04+ 0.1
05 + 02
02+ 00
05 + 01
14 £ 0.0
02+ 01
e + 2.3
B2+ B2
04 & 0.1
455+ 42

M M = MDD MDD MmMmMmDNMDMDNDMDMDDODmmOommmiom 0 m

5-20 24h
425 + 34
2918 ¢ 227
2800 + 237
21 ¢ 5.7
a1 e 26
4005 + 397
15 ¢ 0.2
155« 17
35+ 03
81+ 0,1
12 ¢ 0.0
93 + O
09« 18
BE + 0.2
7.0 + 837
BE + 17
125 & 0.3
B0+ D
2479 + 127
12 ¢ 041
43+ 04
B3+ O
0E = 01
16 £ 0.1
127 & 0.7
20+ 01
261 s 10,3
285 + 105
15 & 0.1
87,9 + 5.0

T r (] I I e () I () MO M =]

5-20 43h
221+ 30
2295 + 95
206 £ 27
19+ 15
123« 07
1364 + 257
12 + 05
B+ 07
19+ 0.2
38+ 04
100s 0
B3+ 10
7E + 34
34+ 04
2008 + 4EE
124 + 5§
B4+ O
67 + 01
1741 + 9.0
05 + 02
13+ 0.2
38+ 14
04 = 00
11 ¢ 0,1
7 + 10
03+ 01
H2E + fi2d
281 ¢ B
100s 0.
7a2 + 42

x>0 > 0> 0N > > 05

5-20 72h
65 ¢ 15
1451+ 108
1249 + 106
193 ¢ 27
B2+ 0.3
1323 + 34
07 + 00
35+ 0.3
19 ¢ 0,2
34+ 0.2
05 + 0,0
4+ 0F
42+ 01
32+ 0.3
1743 + 215
80+ 14
Bl s 05
10 ¢ 01
023« 7.4
02 + 01
10 s 0.2
23+ 01
03 + 00
11 ¢ 01
74+ 10
03+ 01
73 ¢ 2.3
a0l s 2.4
0%+ 01
TRE + 7.0

T r Mo >rerer> 00 >eF > 000 >2M00>e0 N> D00 >>

5-20 96h
74+ 03
053 + 95
742+ 90
35+ 07
20+ 03
754 + 167
01+ 01
20+ 032
18+ 02
16 ¢ 03
04 + 01
25+ 032
19 & 02
19 ¢ 02
1368 + 200
30+ 01
35+ 03
0% + 00
fod : 7.4
00 + 00
05 + 01
03+ 03
03 + 00
0% + 01
24+ 07
05 + 00
90 + 13
125 + 2K
05 + 01
BE2 + 18

0 =0 MmO MmO OmM>eeDdOn 0 DmDODmMmDOmOmDnDoOommMmm
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Tabela Suplementar § - Valores de intensidade relativa dos 30 metabdlitos que mais contribuiram para a separagio dos tratamentos e tempos analizados, no componente 2 do sPLS-0A

daos perfis metabaolicos de plintulas de sorgo ew. CSF20. Os metabolitos com prefiso S e R estio presentes na parte aérea e raizes, respectivamente. A tabela apresenta ainda a classe, tempo

de retengio [RT] no cromatograma para cada metabalito, Oz walares representam as médias de quatro repeticdes * erra padrao. Madias sequidas pela mezma letra ndo diferem estatisticamente
entre =i, pelo teste de Tukey [p<0,01).

Metabolites class RT-

Carbohydrates
Crganic acid
Organic acid

Carbohydrates
Amino acids
Organic acid
Amino acids

Carbohydrates
Organic acid

Carbohydrates

Carbohydrates

Carbohydrates

Carbohydrates
Amino acids
Organic acid

Carbohydrates
Organic acid

Carbohydrates

Carbohydrates

Carbohydrates
Organic acid
Amino acids
Amino acids
Amino acids

Amines

Carbohydrates
Amino acids

Carbohydrates

Carbohydrates
Amino acids

EFT2
1057
.
12
3135
TEIE
2.3m
B, 744
453
3233

5,367
i
33

4,147

ns

g, 701

4,349

5 Dehydroascorbic aci

E.363

5.EE3

Metabolites
F_Galactinol
5 Phosphoric acid
5 Citric acid
F_Ribulose-5-F
S Tryptophan
F_Pho=sphaoric acid
F_Aspartic acid
5 _Aconitic acid
F_Citric: acid
S Trehalose
5 Melezitose
F_Trehalose
5 Glyceral-3-F
5 Homoserine
F_Pantothenic acid
5 Raftinose
F_Glutaric acid
S Hylicol
F_kKestoze
F_Maltoze

S Threonine
5 Serine
F_Tmyptophan
F_Fraoline
F_Sorbose
F_Serine
F_Fructose
F_Fructose-1E-OF
5 Lysine

C-20 24h
0y 09 A
Q2+ 05 A
nr+ 02 A
0y + 01 A
33+ 09 A
02 + 89 A
2489+ 1232 B
515+ B2 A
B3+ 24 A
222+ 2B A
09+ 01 A
286 + 19 A
2B+ 02 A
0E + 02 A
28+ 03 A
07+ 01 A
12+ 01 A
05+ 01 A
46+ 03 A
B2+ 24 A
39+ 18 A
03+ 43 A
a2l 174 A
25+ 33 A
447 + 325 A
G238+ 893 A
241+ B2 A
BO21 + 88 A
15+ 01 A
02+ 19 A

C-20 48h C-20 72h
ES+0E A 88 s+13 A
406 + B2 B 355 : 34 B
46:+:0E B 4E:02 B
o101 B 0000 B
4107 A 37+ 08 A
2r2 + 25 A 185+ 28 A
54 + 41 B 158 : 83 B
089 £ 653 A 431+ 33 A
wa s+ 22 A N4 =22 A
M3 :+08 A 18316 A
08 =+01 A 0OF =01 A
165 + 18 A 2689 : 36 A
15+ 01 A 1m0l B
05«01 A 0301 A
15+ 02 B 2102 A
0E =00 A 05=:01 A
05 =01 A 01«01 E
04 =00 A  0OF=:02 A
15+ 06 A 24 :02 A
22+ 07 A 3412 A
3B +06 A 2307 A
M4+ 24 A 98 =23 A
545 + 104 A 350+ 124 A
B3+ 20 A Tl+34 A
47+ 36 A BE 23 A
HED & 295 A MEDZ £ 252 A
M990 A B0+ 135 A
3867 £ 292 A 4149 £ 327 A
08 =01 A 401 A
Ta+£12 A MI:11 A

C-20 96h
191+ 12
383+ 98
38+ 032
00+ 00
4110
244 + 54
331+ 53
240 = 08
139 + 12
292 + 21
14+ 0.2
TEE + 126
0E + 01
02+ 01
36+ 03

11+ 02
01+ 0
04 : 00
ar 13
EE : 1E
23+ 03
a0« 24
337 114
181 2 44
B0+ 22
1739 + 494
B39 + 1249
2431 + B4E
25+ 02
133 + 35

PN >0rFr>>rer>c>e >0 ec@0>r00>T0>eDN0DN0e>e>reDDDNDT>

5-20 24h
283 £ 70
028 = NT
193+ 25
33+ 086
96 + 0E
1823 + 157
940 =+ 349
B00 £ B3
386 £ 33
297 2 27
14+ 0.3
07+ 47
50+ 04
16 + 0.3
28+ 03
11+ 03
15+ 01
0E + 0,0
0y
120 + 4.0
a2+ 0
228 ¢ 2B
225 + 45
245+ 73
2548 = 1306
005 + 249
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