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RESUMO

A inseguranga alimentar ¢ um problema que se intensifica com o crescente aumento da
populacdo. Além disso, estresses bioticos e abidticos afetam o crescimento das plantas e
consequentemente a produtividade. Para contornar esse problema, estudos indicam a utilizagao
de priming para desenvolver tolerancia contra uma série de estresses como seca ¢ salinidade, a
técnica consiste na embebicao de sementes com compostos quimicos antes da semeadura para
induzir respostas que melhorem a adaptagdo da planta. Uma das vias de resposta a estresses € a
via UPR (Unfolded protein response), que ocorre no reticulo endoplasmatico (RE) e ¢
desencadeada pelo acumulo de proteinas mal dobradas que sinalizam para produgdo de
chaperonas e aliviam a situagdo de estresse. O uso de indutores quimicos como a tunicamicina
(TM) tem se mostrado como uma estratégia para estimular a resposta do RE por induzir uma
maior expressdo de genes relacionados a essa organela e consequentemente reduzir o estresse.
Com isso, o presente trabalho busca testar a hipdtese de que priming de TM em sementes de
arroz induz a tolerancia nas plantas submetidas a 60 mM de NaCl, assim como o hidropriming.
Sementes de arroz foram submetidas a priming com tunicamicina e agua ultrapura e semeadas
em vermiculita. 17 dias apos a semeadura, foram transferidas para um sistema hidropdnico e
submetidas a 60mM NaCl por 14 dias e em seguida coletadas. A salinidade reduziu
significativamente teores de massa, condutincia estomatica, concentragcdo de potassio na parte
aérea e raiz e promoveu maior acimulo de sédio. No entanto, o priming com TM induziu
aumento da MSR e MFR em condi¢des de salinidade, além de os dois tratamentos terem
reduzido o teor de sddio nas raizes para a mesma condicao. Ademais, os priming apresentaram
manutencdo das taxas de pigmentos fotossintéticos e de assimila¢do de carbono entre 0 e 60
mM NaCl. A salinidade foi observada como principal fator de separacdo entre os perfis
metabolicos. Foram identificados prolina, valina, 4cidos piroglutamico e glutimico como
metabolitos comuns para os tratamentos em 60mM NaCl, além de treonina, leucina e lactitol
como diferenciais em controle, hidropriming e TM, respectivamente, moléculas que sao
osmoticamente ativas e que atuam nas vias antioxidantes da planta. Com isso, sugere-se que o
priming com TM possui potencial em aliviar os efeitos deletérios da salinidade em arroz, mas
sd0 necessarias outras analises para esclarecer os meios pelos quais o priming afeta as respostas

fisiolodgicas da planta.

Palavras chave: arroz; priming; tunicamicina; hidropriming; salinidade.



ABSTRACT

Food insecurity is a problem that intensifies with the growing increase in population. In
addition, biotic and abiotic stresses affect plant growth and, consequently, productivity. To
address this issue, studies suggest that the use of priming — a technique that involves soaking
seeds in chemical compounds before sowing to induce responses that improve plant adaptation
— is able to develop tolerance against a range of stresses such as drought and salinity. One of
the stress response pathways is the Unfolded Protein Response (UPR), which occurs in the
endoplasmic reticulum (ER) and is triggered by the accumulation of misfolded proteins, leading
to the production of chaperones that alleviate the stress. The use of chemical inducers like
tunicamycin (TM) has proven to be a strategy to stimulate the ER response by inducing higher
expression of genes related to this organelle and consequently reducing stress. Therefore, this
study aims to test the hypothesis that TM priming in rice seeds induces tolerance in plants
subjected to 60 mM NaCl, similarly to hydropriming. Rice seeds were primed with tunicamycin
and ultrapure water and sown in vermiculite. Seventeen days after sowing, the plants were
transferred to a hydroponic system and subjected to 60 mM NaCl for 14 days, then collected.
Salinity significantly reduced fresh and dry weight, stomatal conductance, potassium
concentration in both shoots and roots and promoted higher sodium accumulation. However,
TM priming induced an increase in root fresh and dry weight under saline conditions, and both
treatments reduced sodium accumulation in roots under the same condition. Furthermore, the
priming treatments maintained the levels of photosynthetic pigments and carbon assimilation
rates between 0 and 60 mM NaCl. Salinity was the main factor separating metabolic profiles.
Proline, valine, pyroglutamic acid, and glutamic acid were identified as common metabolites
for the treatments under 60 mM NaCl, while threonine, leucine, and lactitol were specific to the
control, hydropriming, and TM treatments, respectively, molecules that are osmotically active
and involved in plant antioxidant pathways. Thus, it is suggested that TM priming has the
potential to alleviate the detrimental effects of salinity on rice, but further analysis is needed to

clarify the mechanisms through which priming affects the plant’s physiological responses.

Keywords: rice; priming; tunicamycin; hydropriming; salinity.
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1 INTRODUCAO

A inseguranca alimentar ¢ um problema de satde publica que vem se agravando com o
passar dos anos, intensificada por fatores de vulnerabilidade social, distribui¢do desigual de
recursos € o crescente aumento da populagdo mundial, principalmente em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, com projecdes de que até 2050 cerca de 10 bilhdes
de pessoas precisardo ser alimentadas (Ghosh; Kumar; Biswas, 2024). Com a crise global da
pandemia de COVID-19, a situagao de fome e pobreza acentuou-se ainda mais, sendo traduzido
pelas metas de zero fome e pobreza, antes definidas para 2030, agora sendo estendidas por pelo

menos mais 3 anos em paises da Africa subsaariana, por exemplo (Bukari ef al., 2022).

Além do crescimento da populacdo, diversos fatores bidticos e abidticos interferem na
produgdo, intensificados pelas crescentes mudancas climaticas (Chen et al., 2021), dentre eles
a salinidade. A problematica relacionada ao acimulo de sais ¢ resultado do conjunto de
fendmenos naturais e agdo antrdpica, ocorrendo principalmente em regides aridas e semiaridas,
onde a chuva ndo ¢ capaz de lixiviar os sais minerais do solo (Zamann; Shahidd; Heng, 2018),

podendo afetar 50% das areas cultivaveis até 2050 (Wang; Vinocur; Altman, 2003).

Os impactos causados pela salinidade dependem do estdgio de desenvolvimento da
planta, tempo de exposicdo e concentragdo de sal, desencadeando diversas mudangas
morfologicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares, dentre elas a fotossintese, sintese
proteica e o metabolismo de lipidios, podendo levar a perda de produtividade (de Azevedo Neto
et al., 2006; Radanielson et al., 2018). A exposi¢ao prolongada ao sal causa estresse osmotico
na planta, reduzindo a capacidade de absor¢do de agua nas raizes e estresse 10nico na célula,
tendo como consequéncia o acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), desencadeando
na planta uma cascata de mecanismos para manuten¢do da homeostase celular, a exemplo da
ativacdo de enzimas antioxidantes e regulacdo da ativagdo de genes relacionados ao transporte
dos ions Na“ e CI" na membrana (Liu ef al., 2022). Dentre os mecanismos fisiologicos e
bioquimicos para atenuar os efeitos do sal, destacam-se o controle da homeostase i0Onica
(Isayenkov; Maathuis, 2019) e o ajuste osmotico, mediante o acumulo de solutos compativeis
(Pinté-marijuan; Munné-bosch, 2013). Entretanto, o contato com sal prolongado pode induzir

mecanismos de morte celular (Liu ef al., 2011).

Dentre os efeitos ocasionados pela salinidade esté a sintese proteica comprometida, que

gera o acumulo de proteinas mal dobradas no lumen do reticulo endoplasmatico (RE), organela



central no metabolismo celular, causando o estresse do RE (Bao; Howell, 2017). Um dos
mecanismos estudados na resposta contra esse estresse envolve a ativagdo da via de resposta a
proteinas mal dobradas (UPR - Unfolded proteins response). A via UPR ocorre quando o
acumulo de proteinas mal dobradas ativa sensores na membrana do RE que por sua vez iniciam
uma cascata de ativacdo mediada por fatores de transcricao de genes liberados da membrana do
RE até o nucleo, relacionados a produgdo de chaperonas moleculares, uma classe de moléculas
que participa do correto dobramento das proteinas (Ko; Brandizzi, 2024). Muitos estimulos
podem desencadear a via UPR, dentre eles agentes inibidores do dobramento de proteinas,
como a tunicamicina (TM), que interfere na N-glicosila¢do das proteinas, causando um estresse
similar aos estresses abidticos (Howell, 2013). De fato, o estresse salino induz o estresse do RE
e, consequentemente, ocorre a ativagdo da UPR e fatores de transcricdo de chaperonas (Cakir
Aydemir et al., 2020). Esses estimulos em menor intensidade sdo capazes de induzir
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos para a atenuacdo dos efeitos do estresse salino
(Beaugelin et al., 2020; Ohta; Takaiwa, 2020), ativando as vias de defesa do reticulo
endoplasmatico (RE) contra estresses (Bao; Howell, 2017). Em sorgo, o tratamento com
indutores do estresse do RE concomitante com salinidade mostrou que, em estagio de plantula,
ocorreu menor acimulo de sédio e produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) associada
a uma indugdo na expressao de genes do RE (Queiroz et al., 2020), demonstrando a influéncia

do RE na tolerancia ao sal.

Para aumentar a tolerancia ao estresse, tem sido empregada a utilizagdo de pré-
tratamentos (priming) de sementes, que consiste na absor¢do de algum composto quimico
através da embebi¢do do material acompanhado posterior secagem para algumas culturas, a
exemplo do arroz (Rhaman et al., 2020). Essa técnica varia conforme a aplicag¢do, tempo,
temperatura, aeragdo, espécie € compostos utilizados para induzir diferentes mecanismos na
semente, mas que, de forma geral, padronizam a germinacao das sementes e induzem efeitos
positivos no estabelecimento da plantula (Farooq; Barsa; Wahid, 2006; Rhaman et al., 2020). A
maneira mais simples de realizar um priming ¢ a técnica de hidropriming, que consiste na
utilizacao de agua potavel, destilada ou ultrapura para hidratagdo das sementes, seguida ou nao
de secagem para o nivel de hidratagdo original (Dhage; Anishettar, 2020; Rhaman et al., 2020).
Dentre os efeitos do hidropriming estdo maior taxa de germinagdo, crescimento e
produtividade, flora¢do precoce, aumento da massa seca das plantulas e do vigor das sementes,

contribuindo para um melhor estabelecimento da planta adulta no campo comparado as nao
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tratadas (Farooq et al., 2006; Farooq; Barsa; Wahid, 2006; Harris; Tripathi; Joshi, 2002; Kaur;
Gupta; Kaur, 2002; Rhaman et al., 2020).

O arroz (Oryza sativa L.) ¢ uma cultura de grande relevancia econdmica, base para a
alimentagdo dos brasileiros, sendo uma fonte de carboidratos, minerais e vitaminas essenciais
para a nutri¢io humana, sendo o Brasil o principal mercado do grio fora da Asia (Fukagawa;
Ziska, 2019) e 9° maior produtor de arroz em escala mundial (UNICEF, 2021). As duas
principais técnicas de cultivo de arroz sdo em alagamento (ou terras baixas), que ¢ mais
cultivado em terras planas com fornecimento de dgua abundante, e sequeiro (ou terras altas),
que ¢ cultivado em regides de relevo acidentado com pouco ou nenhum suprimento de agua por
irrigagdo (Saito et al., 2018). A Companhia Nacional de Abastecimento estima que a safra
brasileira de 2024/25 sera de aproximadamente 12 milhdes de toneladas, grande parte produzida
na regido sul do pais, onde predomina o cultivo alagado (Conab, 2025). Entretanto, no Nordeste
o cultivo de sequeiro € mais comum e contara com uma producao modesta de 394 mil toneladas
em 2025, proveniente principalmente da agricultura familiar (Conab, 2025). Em regides aridas
e semiaridas, como o Nordeste, ¢ comum a predominancia de estresse causado por seca e
salinidade em conjunto, uma vez que o processo de evapotranspiragdo elevado acarreta uma
maior concentragdo de sais no solo e que devido a baixa pluviosidade, ha pouca lixiviagao
desses solutos (Brito ef al., 2021). De fato, a técnica de plantio por sequeiro se torna uma
alternativa para aumento da temperatura global e menor disponibilidade hidrica, uma vez que
requer menor uso de agua para sua aplicacdo (Bosco; Grimm; Streck, 2009). Ainda nesse
contexto, em adicdo ao modo de cultivo, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) destaca a cultivar SCSBRS Tio Taka por possuir elevada produtividade e graos
de boa qualidade industrial que podem contribuir significativamente para melhorar a produgao

Nordestina (Rangel et al., 2006).

Considerando o exposto, o presente trabalho visa testar a hipotese de que o priming de
tunicamicina em sementes de arroz induz a tolerancia nas plantas submetidas 8 60 mM de NaCl,

assim como o hidropriming.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Induzir tolerancia a salinidade em plantas de arroz por meio do priming de sementes

com tunicamicina e agua (hidropriming).

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a tolerancia induzida pelos primings nos pardmetros de crescimento massa

fresca e massa seca da parte aérea e raizes;

Avaliar o ajustamento i6nico por meio dos teores de s6dio e potdssio na parte aérea e

nas raizes;

Mensurar os parametros fotossintéticos (fotossintese, condutiancia estomatica,
transpiracao, teor de CO», taxa Ci/Ca, eficiéncia da carboxilacdo e do uso da agua) e teores de

pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofilas totais e carotenoides);
Avaliar as diferengas nos perfis metabolicos induzidos pelos primings e salinidade;

Identificar e determinar a quantificagdo relativa de metabolitos chave diferencialmente

modulados por meio de andlise multivariada.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal e condi¢des de crescimento

Sementes de arroz (Oryza sativa L.) da cultivar SCSBRS Tio Taka foram
disponibilizadas pela Agrogiusti Indistria e Com. de Sementes Ltda. (Turvo, SC, Brasil - 28°
56°22.06222” S, 49° 44’; 9.64866°° W). O material foi sanitizado com solu¢ao de hipoclorito
de sodio a 0,2% e logo apos enxaguado com agua corrente trés vezes e em seguida com agua
destilada (Queiroz et al., 2020). ApoOs a sanitizagdo, as sementes passaram pelo processo de
priming, onde foram colocadas em placas de Petri contendo 20 mL de solugio a 0,25 pg.mL!
de tunicamicina (baseado em experimentos prévios nao publicados) e 20 mL de dgua ultrapura
para os tratamentos de hidropriming, durante 24h. Em seguida, as sementes passaram por um

processo de secagem ao ar livre por mais 24h antes do processo de germinagao.

As sementes foram germinadas em vermiculita umedecida com solucao de Clark (1982)
modificada para um quarto de forga por 10 dias. Apos esse periodo, foram transferidas para
bacias contendo solugao de Clark a meia for¢a por mais 7 dias para aclimatagdo, com trocas de
solugdo regulares a cada 2 dias. Em seguida as plantas foram transferidas para vasos com 3L de
volume contendo solugdo de Clark a meia forca e com oxigenacao constante. As plantas foram
randomicamente submetidas ao delineamento 3x2, compreendendo trés condi¢des de priming
(controle, hidropriming e TM) e duas concentracdes de NaCl (0 e 60 mmol/L), e avaliadas apds

14 dias do inicio do estresse.

3.2 Avaliacao de parametros morfolégicos

Foram medidos o peso fresco da parte aérea e peso fresco das raizes. Em seguida o
material foi armazenado e desidratado em estufa a 60 °C até atingir peso constante para

determinag@o do peso seco da parte aérea e das raizes.
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3.3 Trocas gasosas e pigmentos fotossintéticos

Para as medicdes de trocas gasosas, foram utilizadas as folhas completamente
expandidas anteriores ao apice por meio de um analisador de gas por infravermelho (IRGA)
portatil, modelo LI6400XT (LI-COR). Foram mensurados os parametros de fotossintese liquida
(4), condutancia estomatica (gs), concentragdo interna de CO; (Ci), transpiragdo (E), taxa de
assimilag¢do de carbono (Ci/Ca), eficiéncia do uso da agua (A4/gs) e eficiéncia da carboxilagao
da Rubisco (4/Ci) entre 8:00 e 10:00 da manh3, utilizando 1200 umol.m?.s™ de fotons e 400
umol mol™! de CO, (Roque et al., 2022).

Para a quantificagdo de pigmentos fotossintéticos, discos de aproximadamente 0,08g de
material vegetal fresco da parte aérea foram colocados em solucdo de dimetilsulféxido (DMSO)
saturado com carbonato de calcio (CaCOs3), por 24 horas no escuro. Apos esse periodo, as
amostras foram aquecidas em banho maria, a 65 °C, por 45 minutos e, em seguida, lidas em
espectrofotometro nos comprimentos de onda de 665, 649 ¢ 480 nm (Wellburn, 1994). As

leituras foram convertidas em pg.g™!' de massa fresca nas seguintes formulas.

Clorofila a = 12,47 (A665) — 3,62 (A649);
Clorofila b = 25,06 (As49) — 6,50 (Asss);
Carotenoides = (1000 (Aa4go0) — 1,29 (clorofila a) — 53,78 (clorofila b))/220

Clorofilas totais = 7.15 (Aess) — 18.71 (As49)

3.4 Quantifica¢ido de K" e Na™

Para a quantificagdo de ions inorganicos, o material vegetal foi seco em estufa,
macerado e pesados 50 mg da parte aérea e raiz em tubos de ensaio. Os materiais foram
homogeneizados em 4gua deionizada e incubados em banho-maria por 1 h a 75 °C, com
agitacdes a cada 15 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 3.000 g por 15

minutos. O sobrenadante teve o teor de ions quantificado com auxilio de um fotdmetro de
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chama (Malavolta; Vitti; Oliveira, 1989). Os conteudos de ions inorganicos foram expressos

em mg.g" de massa seca.

3.5 Perfis metabolicos

Os procedimentos realizados para a cromatografia gasosa associada a espectrometria de
massas foram adaptados de Lisec ef al. (2006). O material vegetal foi macerado com auxilio de
nitrogénio liquido até a obtencdo de um po fino e homogéneo. Em seguida, foi pesado 50 mg e
adicionados 700 pL de metanol gelado e 30 uL de solugdo de ribitol a 0,2 mg.mL™! diluido em
dgua ultrapura, utilizado como padrdo interno na andlise, seguidos de homogeneizagdo em
vortex. Posteriormente as amostras foram colocadas sob agitacdo a 70 °C por 15 minutos com
uma rotacdo de 350 RPM, seguido de centrifugagdo a 12.000g por 10 minutos a 4 °C. Apds essa
etapa, foram adicionados 375 pL de cloroférmio gelado e 750 pL de dgua ultrapura (MilliQ®)
intercalados por homogeneizagdes no vortex. Logo apds as amostras foram centrifugadas a
4000 RPM por 15 min a 4 °C e realizadas as aliquotas da fase superior formada ap6s o processo,
que corresponde a fase polar. Dentre elas, 150 pL foram aliquotados para realizagdo da corrida
em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) e 5 uL. de cada amostra
foram aliquotados para um tUnico microtubo para o preparo de um controle de qualidade
(diferenciando somente entre parte aérea e raiz), de onde foi retirada uma aliquota de 150 pL.

Por fim, todas as amostras foram secas em speed vacuum overnight.

Para o processo de derivatizagdo que precede a inje¢do no cromatografo gasoso,
foram adicionados 20 pL de solu¢do de cloridrato de metoxiamina dissolvida em piridina
(20mg.mL") as amostras, logo em seguida levadas ao vortex e spin down. Os microtubos foram
entdo agitados a 37 °C por 2 horas a 550 RPM com posterior spin down. Em seguida, as amostras
foram adicionados 35 pL de N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida (MSTFA), com uma
posterior agitacdo a 37 °C por 30 minutos a 550 RPM. Imediatamente, 55 uL de amostra foram
transferidos para os vials e levados para a injecdo. Os metabolitos foram separados e detectados
através de CG-EM (modelo QP2010, Shimadzu, Toquio, Japdo). Em uma coluna capilar RTX-
SMS (30m x 0,25mm x 0,25pum, ResteK, Bellefonte, EUA), foi injetado 1 uL. de amostra
derivatizada com um fluxo de gas hélio de 1,2 mL.min"' em modo split 1:5 com temperatura de
injecao de 230 °C e de 250 °C na fonte de ions. Os parametros da corrida foram ajustados para

80 °C por 4 minutos, seguidos de um aquecimento gradual de 10 °C por minuto até que atingisse
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o pico de 315 °C, permanecendo nesta temperatura por 8§ minutos. Os metabdlitos foram
ionizados e fragmentados por ionizagao por elétrons (EI) a 70 eV e posteriormente analisados
em quadrupolo, gerando espectros em modo full scan entre 40 e 700 m/z. A identificacao de
cada metabolito foi realizada no software Xcalibur ™ 2.2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) utilizando como parametro o controle de qualidade. Os metabdlitos foram
identificados utilizando uma biblioteca de metabdlitos previamente detectados e banco de dados

de moléculas de GOLM (http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/) utilizando os tempos de retencao

da cromatografia ¢ os padroes de fragmentacdo obtidos no espectrometro de massas. A
quantificagdo relativa foi realizada através da razao entre a area do fragmento detectado e a area
do fragmento do padrao interno (Ribitol), cujo resultado ¢ dividido pela massa utilizada para o
preparo da amostra. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica via

MetaboAnalyst 6.0 (http://www.metaboanalyst.ca).

3.6 Estatistica

O experimento foi realizado no fatorial 3x2, onde foram testados 3 tipos de priming:
controle (sem priming), hidropriming (com agua ultrapura) e tunicamicina (0,25 pg.mL') e
duas concentracdes de NaCl: 0 e 60 mM. Cada tratamento foi constituido por 5 repetigdes. Os
dados foram submetidos a uma anélise de varidncia (ANOVA) e as médias dos tratamentos
foram comparadas usando teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o software SISVAR. Os gréficos
foram confeccionados utilizando o software SigmaPlot versao 14.5. Para a anélise multivariada
do perfil metabdlico foram feitas: andlise de componentes principais (PCA — principal
componente analysis), baseado na andlise de varidncia multivariada permutacional
(PERMANOVA), que ¢ um teste de permuta¢do multivariado ndo paramétrico, para avaliar a
separacao dos grupos; € OPLS-DA (Orthogonal Partial Least Squares-Discriminant Analysis)
para identificar metabolitos discriminantes em cada tratamento de priming na presenca de

salinidade.


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

4.1 Parametros de crescimento

O estresse salino, na auséncia de priming (C60), ocasionou uma reducdo de 39,47% na
massa fresca da parte aérea (MFPA) e 25,23% na massa seca da raiz (MSR) em comparagao
com tratamento controle (CO) (Figura 1A e 1D). Na auséncia de salinidade, o hidropriming
promoveu um aumento dos parametros de MFPA, massa fresca da raiz (MFR), massa seca da
parte aérea (MSPA) e MSR (Figura 1A-D), enquanto que o priming com tunicamicina (TO)
reduziu apenas a MSR em comparagdo com CO (Figura 1D). No priming com agua sob
salinidade (H60), houve uma reducdo de 53,03% e 43,43% para MFPA e MSPA, 25,8% ¢
32,41% para MFR e MSR comparado com a auséncia de sal (HO). Para o priming com
tunicamicina, ndo foram observadas diferencas significantes nesses parametros relacionados a
parte aérea quando comparadas as condi¢des de salinidade (Figura 1A e 1C). Por outro lado,
um efeito positivo foi observado nas raizes pelo aumento na MFR ¢ MSR de 79,4%, e 37,51%,

respectivamente em T60 quando comparado com TO (Figura 1B).

Figura 1 - Parametros de biomassa de plantas de arroz (Oryza sativa L.) submetidas a auséncia ou presenca de

60mM NacCl por 14 dias.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: A) massa fresca da parte aérea (MFPA); B) massa fresca da raiz (MFR); C) massa seca da parte aérea
(MSPA); D) massa seca da raiz (MSR). Letras maiusculas comparam um mesmo priming na auséncia e presenca
de sal e as letras mintisculas comparam diferentes primings no desdobramento de um mesmo nivel de salinidade.
Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas utilizando teste
de Tukey com p < 0,05. O erro padrao estd indicado em cada barra. C: controle (semente sem priming); H:
hidropriming (semente embebida em dgua por 24 h); T: tunicamicina (semente embebida em tunicamicina por 24
h). Tratamentos na auséncia de 0 mM NaCl: C0, HO e T0. Tratamentos na presenca de 60 mM NaCl: C60, H60 e
T60.
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4.2 Teores de ions K e Na*

Na auséncia de salinidade e na parte aérea sob salinidade, ndo houve diferenca estatistica
nem do priming com agua, nem do priming com tunicamicina na concentracao dos ions quando
comparado ao controle (Figura 2A-D). Na auséncia do priming de sementes, as plantas sob
salinidade exibiram uma diminui¢do do ion potassio € um aumento no acimulo do ion sdédio
tanto na parte aérea quanto nas raizes (Figura 2). Nas raizes, H60 apresentou redugdo
significativa do fon K" quando comparado com C60 (Figura 2C). Por outro lado, nas raizes o
acimulo de soédio foi estatisticamente menor para os tratamentos de hidropriming e
tunicamicina (Figura 2D) em relag@o ao controle na concentracdo de 60 mM de NaCl, com uma

redugdo equivalente a 18,78% e 18,68%, respectivamente e nao diferiram entre si.
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Figura 2- Teores de ions inorganicos em plantas de arroz (Oryza sativa L.) submetidas a auséncia ou presenca de

60 mM NaCl por 14 dias.

40 60
Asi A B
a a
= F 50 <
= 30 H— in
g Il §
3 H— - 40 %
E H— A
[} T [5=1
g 20 - L 30 E
o I T
&n - 4
% 20 g
= I i z
g 10 ] 2
E H— - 10 é
0 T T : T T 0
Co C60 II0 H60 TO
18 = = 40
16 - Aa
o
_rz 14 l 3 =
i - 30 o
Q 5]
2 124 Ba @
o 2
a 2
s 10 o % Bab =
& - 20
Q 3
= 8-
=n +°.D
¥ o6 P
S% 4 4 - 10 g
= =
2 -
0 . ; 0

Cco0 Ce0 HO He0 TO0 Te0

Cco  Co60 HO He60 TO

Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: A) teor de potassio (K¥) na parte aérea; B) teor de s6dio (Na*) na parte aérea; C) teor de potassio (K*) na
raiz; D) teor de sodio (Na¥) na raiz. Letras maitsculas comparam um mesmo priming e as letras minusculas
comparam o desdobramento de um mesmo nivel de salinidade. Os resultados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas utilizando teste de Tukey com p < 0,05. O erro padrdo esta
indicado em cada barra. C: controle (semente sem priming); H: hidropriming (semente embebida em agua por 24
h); T: tunicamicina (semente embebida em tunicamicina por 24 h). Tratamentos na auséncia de 0 mM NaCl: CO,

HO e T0. Tratamentos na presenga de 60 mM NaCl: C60, H60 e T60.
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4.3 Conteudo de pigmentos fotossintéticos

Foi observado uma reducao de 12,5 e 16,6 % no conteudo de clorofila a e clorofila total,
respectivamente, no tratamento 60 mM NaCl em relacdo ao controle (Figura 3A e 3 C). Na
auséncia de salinidade e presenca de priming, os niveis de clorofila a foram menores tanto no
hidropriming quanto no priming com tunicamicina em relacao ao tratamento CO (Figura 3A).
Entretanto, na presenca do sal, H60 e T60 nao apresentaram diferencas significativas nas
concentragdes de clorofila a e total em relacdo a auséncia de sal. Nos teores de clorofila b e
carotenoides nao foram observadas diferencgas significativas entre os niveis de salinidade e entre
os priming (Figuras 3B e 3D).

Figura 3 - Concentragdes de pigmentos fotossintéticos em plantas de arroz (Oryza sativa) submetidas a auséncia

ou preseng¢a de 60 mM NaCl por 14 dias.
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Fonte: elaborada pelo autor

Legenda: A) teor de clorofila a; B) teor de clorofila b; C) teor de clorofilas totais; D) teor de carotenoides. Letras
maiusculas comparam um mesmo priming e as letras minusculas comparam o desdobramento de um mesmo nivel
de salinidade. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas
utilizando teste de Tukey com p < 0,05. O erro padrio estd indicado em cada barra. C: controle (semente sem
priming); H: hidropriming (semente embebida em agua por 24 h); T: tunicamicina (semente embebida em
tunicamicina por 24 h). Tratamentos na auséncia de 0 mM NaCl: C0, HO e T0. Tratamentos na presenga de 60 mM

NaCl: C60, H60 e T60
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4.4 Parametros de trocas gasosas

A salinidade reduziu significativamente a condutancia estomatica (gs) nos tratamentos
C60, H60 e T60 em comparagao a auséncia de sal (Tabela 1), enquanto que nao houve alteragao
nos parametros de fotossintese (A4), transpiragdo (£) e eficiéncia da carboxilagdo da Rubisco
(4/Ci) entre os tratamentos, nem entre diferentes primings. Foi observado ainda uma redugao
na concentragdo de CO; (Ci) e, consequentemente, na taxa Ci/Ca no tratamento C60 em relacao
ao controle na auséncia de sal, mas o priming com dgua e com TM mantiveram a relagdo Ci/Ca
estatisticamente similar aos seus respectivos controles sem sal. A eficiéncia do uso da agua
(4/gs) aumentou no tratamento C60 em relacdo a auséncia de sal e no priming com TM sob
salinidade em relagdo ao priming na auséncia de salinidade, contudo, nenhuma alteragdo

significante foi observada entre HO/H60.

Tabela 1 - Analises de parametros fotossintéticos em plantas de arroz (Oryza sativa) submetidas a auséncia ou

presenca de 60 mM NaCl por por 14 dias.

Trat. Co Co60 HO H60 T™MO0 TM60

A
(umol CO2 1838 Aa 1999 Aa  20.54 Aa 181 Aa 19.75 Aa  18.68 Aa

m—2 S—I)

(mo%stO 0.45 Aa 0.3 Ba 0.48 Aa 0.34 Ba 04 Aa 0.28 Ba

m? )
(pmSlCOQ 304.79 Aa 2619 Ba 3023 Aa 286.36 Aa 290.33 Aa 262.07 Aa
m%l)
(mrr{;)l‘_l;le 0.007 Aa 0.006 Aa  0.008 Aa 0.006 Aa 0.007 Aa 0.006 Aa
(n:lilzjil 0.79 Aa 0.68 Ba 0.79 Aa 0.74 Aa 0.75 Aa 0.68 Aa

Algs
[(umol CO2

m? s!) 4246 Ba 69.01 Aa 4284 Aa 5373 Aa 50.79 Ba 6795 Aa
(mol H>O

m»2 S»l)»l]

A/Ci

[gﬁ;f;ﬁ;folf 0.06 Aa  0.08 Aa 0.07 Aa 0.06 Aa 007 Aa  0.07 Aa
mol )]

Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: A) fotossintese; Gs) condutincia estomadtica; Ci) carbono interno; E) transpiracdo; Ci/Ca) taxa de
assimilagdo de carbono; A/Gs) eficiéncia do uso da agua; A/Ci) eficiéncia da carboxilagdo. Letras maiusculas
comparam um mesmo priming e as letras minusculas comparam o desdobramento de um mesmo nivel de
salinidade. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas

utilizando teste de Tukey com p < 0,05. C: controle (semente sem priming); H: hidropriming (semente embebida
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em agua por 24 h); T: tunicamicina (semente embebida em tunicamicina por 24 h). Tratamentos na auséncia de 0

mM NaCl: C0, HO e T0. Tratamentos na presenga de 60 mM NaCl: C60, H60 e T60.

4.5 Analise multivariada dos perfis metabdlicos

Um total de 75 metabolitos foram identificados dentre parte aérea e raiz, os quais foram
organizados por tempo de retencgdo e a classificagdo via KEGG ID (Tabela 2). Desses, 32 foram
classificados como carboidratos, 25 como acidos organicos, 12 como aminoacidos ¢ 6 foram
classificados como outros metabolitos, que incluem polidis, aminas, amidas e acidos
inorganicos.

Tabela 2 - Lista de metabdlitos detectados em folhas e raizes de arroz. Os nomes e IDs dos compostos foram

baseados na Enciclopédia de Genes ¢ Genomas de Kyoto (KEGG ID) e classificados pelo tempo de retengdo.

Metabolito TR m/z KEGGID Classificagdo
1  Hydroxylamine 5.59 133  C00192  Outro
2 Glycolic acid 7.66 177  C00160  Ac. Organico
3 Oxalic acid 8.82 190 C00209  Ac. Organico
4 3-Hydroxybutyric acid 9.66 191 C01089  Ac. Organico
5 Malonic acid 10.16 233  (C00383  Ac. Organico
6 Valine 1038 144 C16436 Aminoacido
7  Ureia# 10.77 189  C00086  Outro
8  Phosporic acid 11.39 299  C00009  Outro
9 Leucine 11.69 158 C16439 Aminoacido
10  Proline 11.73 142 C00148  Aminoacido
11 Glycine 11.88 174  C00037  Aminoacido
12 Succinic acid 11.95 147 C00042  Ac. Organico
13 Glyceric acid 12.28 189  C00258  Ac. Organico
14 Maleic acid 12.43 245 CO01384  Ac. Orgéanico
15 Threonine 13.11 117 C00188  Aminoacido
16  Erythrose 144 233 CO01796 Carboidrato
17 Malic acid 14.48 233  CO00711  Ac. Organico
18 Glutaric acid 14.67 158 C00489  Ac. Orgéanico
19 Salicylic acid 14.78 267  C00805  Ac. Organico
20 Pyroglutamic acid 14.82 156 CO01879  Aminoacido
21 Aspartic acid 14.88 232 C00049  Ac. Organico
22 4-hydroxy-Proline 1493 230 CO1157 Aminoacido
23 Threonic acid 15.23 292 CO01620  Ac. Organico
24 Erythronic acid 15.37 117 C00033834 Ac. Organico
25 Lyxose 15.74 307 C00476  Carboidrato
26  Threitol 15.74 205 C16884  Outro
27 N-Acetyl-L-serine / O-acetyl-L- 15.86 116  C00979  Aminoacido
serine
28  Glutamic acid 16.07 246  C00025  Aminoacido
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

3-Hydroxybenzoic acid 16.15
Phenylalanine 16.2
5-amino-valeric acid 16.29
Xylose 16.54
Ribose 16.71
Tagatose 17.08
Anhydro-D-glucose 17.17
Arabinose 17.73
Glutamine 17.83
Shikimic acid 18.21
Isocitric acid 18.38
Citric acid 18.5
Dehydroascorbate 18.73
Isocaproic acid / 2- 18.77
Oxoisocaproate

Fructose 19.02
Mannose 19.28
Glucose 19.38
Galactose 19.48
Mannitol 19.6
Sorbitol 19.68
Allo-Innositol 19.83
Lactitol 20.04
Lactic acid 20.11
Galactonic acid 20.23
Gluconic acid 20.32
2-Deoxy-D-glucose 20.54
Saccharic acid 20.77
Tyramine 20.99
Mio-Inositol 21.15
Glycerol-2-phosphate 21.27
Mucic acid 21.27
Caffeic acid 214
Gluconic lactone 21.51
Palatinose 21.94
Spermidine 22.01
Lactulose 22.61
Maltitol 23.08
Glucoheptose / sedoheptulose-7P 23.23
Ribose-5-phosphate 23.57
Fructose 1,6-bisphosphate 24.69
Sucrose 25.8
Cellobiose 26.24
Maltose 26.52
Trehalose 26.68
Raffinose 27.12
Melezitose 28.41
Maltotriose 33.35

193
192
174
217
103
217
204
217
203
204
375
273
173
189

217
319
319
319
319
217
191
204
117
333
333
205
217
338
217
299
373
191
319
204
160
204
204
160
217
217
361
361
204
361
217
204
361

C00587
C02057
C00431
C00181
C00121
C00795
C06478
C00216
C00303
C00493
C00311
C00158
C05422
C00233

C00095
C00159
C00031
C00124
C00392
C00794

DG00074
C00256
C00880
C00124
C00586
C00818
C00483
C00137
C02979
C00879
C01481
C00198
C01742
C00315
C07064
G00275
MO00064
Co00117
C00354
C00042
C00185
C00208
C01083
C00492
C08243
C01835

Ac. Organico
Aminoacido
Ac. Organico
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Aminodacido
Ac. Organico
Ac. Organico
Ac. Organico
Ac. Organico
Ac. Organico

Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Ac. Organico
Ac. Organico
Carboidrato
Carboidrato
Ac. Organico
Aminoacido
Carboidrato
Outro

Ac. Organico
Ac. Organico
Carboidrato
Carboidrato
Outro
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato
Carboidrato

Fonte: elaborada pelo autor

Legenda: # Metabolito identificado apenas nas raizes.
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A andlise multivariada identificou diferengas e semelhangas nos perfis metabdlicos
dentre os tratamentos evidenciadas pela analise de componentes principais (PCA) de parte aérea
e raiz (Figura 4). O grafico de PCA da parte aérea demonstrou uma separagao em dois grupos
distintos influenciados principalmente pelo PC1 (Figura 4A), um grupo formado pelos
tratamentos na auséncia de sal (CO, HO e TO) e outro grupo formado pelos tratamentos
submetidos a 60 mM de NaCl (C60, H60 e T60). Os componentes PC1 e PC2 representaram
44,3 e 17,7% de variancia, respectivamente. Dentre esses grupos, pode-se observar uma maior
sobreposi¢do entre os tratamentos na auséncia de salinidade, enquanto observa-se uma
tendéncia a separacdo entre C60 e os tratamentos H60 e T60. Os metabdlitos que mais
contribuiram para a separacdo do PC1 foram prolina, glicose e manose, enquanto para PC2
observou-se a contribuicdo positiva de prolina, palatinose e 4cido glutdmico (Figura 4B). Na
analise de PC dos tecidos radiculares foi observada quase completa sobreposi¢do entre os

tratamentos (Figura 4C).
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Figura 4 - Analise de componentes principais (principal component analysis — PCA) dos metabolitos extraidos de

plantas de arroz (Oryza sativa L.) submetidas a auséncia ou preseng¢a de 60 mM NaCl por 14 dias.

Scores Plot
- -
@ O
o~ O
@]
(8] OO o
o]
o H @ @ 0
[9]
@ @
odP
Ly R O
(9]
=+
I 1 I T I
& 4 2 s} 2
PC 1(44.3 %)
Scores Plot
- -
™ @
0 o
O
o0 [&]
2 ® o .
o ® o o}
L
(] 0]
Q
q‘ -
i T T T T T T
] 4 2 0 2 4
PC 1 (49.5 %)

Fonte: elaborada pelo autor

Legenda: A) PCA da parte aérea. A variancia de PC1 e PC2 esta indicada nos eixos X e Y do grafico,
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respectivamente. As regides correspondentes as cores dos marcadores indicam o intervalo com 95% de confianga

dos grupos. B) Loading plot relativo a parte aérea indica a contribui¢do individual positiva e negativa de cada

metabolito para a separagdo dos grupos no PCA. C) PCA da raiz. D) Loading plot relativo a raiz. C: controle

(semente sem priming); H: hidropriming (semente embebida em agua por 24 h); T: tunicamicina (semente

embebida em tunicamicina por 24 h). Tratamentos na auséncia de 0 mM NaCl: C0O, HO e TO. Tratamentos na

presenca de 60 mM NaCl: C60, H60 e T60.



27

Adicionalmente, a andlise do mapa de calor com as concentracdes relativas dos
metabolitos demonstra com clareza a separacdo em dois grupos influenciada pelos niveis de
salinidade 0 e 60mM de NaCl (Figura 5), com uma maior proximidade entre os clados formados
por CO e TO, assim como C60 e H60. A regido superior do mapa mostra uma divisao mais
homogénea, com metabdlitos que sdo negativamente modulados para os tratamentos na
auséncia de sal, representados pelas cores que se aproximam mais do azul, e metabolitos
positivamente modulados na presenca de sal, com cores que se aproximam mais do vermelho.
Além disso, pode-se notar um grupo de metabolitos, em sua maioria carboidratos, que ¢
modulado positivamente com maior intensidade em T60 e H60 em comparagdo a C60
(destacados por moldura na figura 5). Por fim, a regido inferior do mapa apresenta maior

variabilidade na modulag¢ao dos metabolitos por tratamento.
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Figura 5 - Representacdo das concentragdes relativas dos metabolitos em parte aérea de plantas de arroz (Oryza

sativa L.) submetidas a auséncia ou presenga de 60

mM NaCl por 14 dias.
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A partir da analise de graficos de dispersdo (Scatter plots — S-plots) gerados a partir de
modelos de OPLS-DA (Orthogonal Projections to Latent Structures Discriminant Analysis) da
parte aérea, foram identificados metabdlitos significantes nos diferentes tratamentos
comparando as situagdes de auséncia e presenca de sal (Figura 6). Dessa forma, foram
elencados os 5 metabodlitos com maior relevancia utilizando a confianca ¢ a contribui¢ao de
cada um dentro do tratamento salino, normalizado pelo respectivo tratamento na auséncia de
NacCl. Para o tratamento sem priming, os metabolitos discriminantes na presencga de NaCl foram
5 aminoacidos: prolina, valina, treonina, acido glutdmico e acido piroglutamico (Figura 6A).
Para as plantas tratadas com hidropriming € com tunicamicina observou-se um perfil similar
apresentando os mesmos modelos discriminantes, sendo também relevantes a prolina, valina,
acidos glutdmico e piroglutdmico, além da leucina para o hidropriming e o lactitol para o
priming com TM (Figuras 6B e 6C). Na auséncia de sal, todos os tratamentos apresentaram o
acido oxalico como metabdlito mais discriminante, além de acido isocitrico, acido malico e

acido fosforico no controle, hidropriming e tunicamicina, respectivamente.
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Figura 6 - Graficos de dispersao (Scatfer plots) baseados na analise OPLS-DA (Orthogonal Projections to Latent
Structures Discriminant Analysis) de metabolitos identificados em parte aérea de plantas de arroz (Oryza sativa

L.) submetidas a auséncia ou presenca de 60mM NaCl por 14 dias.
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Legenda: trés niveis de priming: controle (A), hidropriming (B) e tunicamicina (C). Metabdlitos considerados
discriminantes para as plantas que passaram por tratamento salino se encontram dispersos e destacados no canto
superior direito do grafico, enquanto metabolitos relevantes para as plantas na auséncia de salinidade estdo
destacados no canto inferior esquerdo do grafico. A: Valor de Q* = 0,835, p = 0,0235; Valor R?Y = 0,997; p =
0,084; B: Valor de Q> = 0.924 e p = 0,0345; Valor de R%Y = 0,992 ¢ p = 0,0345; C: Valor de Q> =0.957 ep =
0,0215; Valor de R?Y = 0,996 ¢ p = 0,0215. Q? mede a capacidade de predi¢do do modelo, com o valor 1 indicando
predi¢do perfeita. R> mede a qualidade de ajuste dos dados ao modelo, com o valor 1 indicando perfeita descri¢do

dos dados pelo modelo. Valores de p apresentados estimam a significincia do modelo OPLS.
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5 DISCUSSAO

O efeito da salinidade em arroz ¢ marcado por uma série de fatores ja descritos na
literatura, que abrangem mudancas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas e que foram
observadas neste trabalho, como a diminuicdo de crescimento, pigmentos fotossintéticos e
acumulo de sédio (Gadelha et al., 2021; Razzaq et al., 2019; Viana et al., 2023). Desta forma,
também foram registradas redugdes significativas nos teores de massa seca e fresca de parte
aérea e raiz entre os niveis de salinidade para os tratamentos controle e hidropriming (Figura
1). No entanto, o tratamento da semente com tunicamicina fez com que as plantas
apresentassem maiores valores de MFR e MSR. Apesar de TO apresentar um menor MSR na
auséncia de salinidade, esses resultados sugerem um efeito positivo da tunicamicina na
aclimata¢do da planta ao sal, uma vez que a planta investiu energia para o desenvolvimento de
raizes, provavelmente para manter a absor¢ao de agua, ao contrario do esperado em plantas de
arroz que em condicdes de salinidade apresentam menor crescimento radicular (Huang et al.,
2021). De fato, foi relatado que a ativagao de sensores do ER contribui para o melhor
desempenho de plantas de Arabidopsis na resposta ao estresse salino moderado,
especificamente na manuten¢do do meristema da raiz sob tal condi¢do (Iwata et al., 2017).
Assim o RE funciona como um sensor que, sob estresse salino, ativa a expressao de chaperonas
que aumentam a tolerancia ao estresse, provavelmente mediado por vias de sinalizagdo de
espécies reativas de oxigénio (Liu ef al., 2011). Em sorgo, indutores de estresse do RE,
promovem ndo sO uma ativacdo do sistema antioxidante, mas também um aumento de
chaperonas bem como transportadores de sodio minimizando os efeitos negativos da salinidade
no crescimento em plantulas (Queiroz et al., 2020). Nesse sentido, o priming com TM pode
estar agindo como um indutor das vias de resposta ao estresse salino de modo a promover uma

maior tolerancia.

Além do efeito na reducdo de biomassa induzido pela salinidade, andlogo ao que foi
registrado na literatura (Hakim et al., 2014a), ocorreu uma reducdo nos teores de clorofila a e
totais. Apesar de terem seus niveis reduzidos em comparacdo ao tratamento controle, essa
redu¢do ndo foi significativa nos primings com tunicamicina e agua dentro do nivel de
salinidade (Figuras 3A e 3C). Por outro lado, foi registrado nesse estudo uma redu¢do no
acumulo de Na" em tecidos radiculares para os tratamentos com priming (Figura 2D). Esse
aspecto contribui para uma menor suscetibilidade ao estresse i0nico, uma vez que o acimulo

de ions nos tecidos da planta causa a saida de dgua do interior das células proximas ao estomato,
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ocasionando seu fechamento, representado pela reducao nos valores de condutancia estomatica
(gs) (Gadelha et al., 2021; Hakim et al., 2014b). Esse fendmeno aliado a manutencao dos niveis
de clorofila a e totais entre 0 e 60 mM de NaCl nos tratamentos de hidropriming e tunicamicina
discutidos anteriormente podem representar uma atenuagao dos efeitos da salinidade,

garantindo uso eficiente da agua, especialmente nas plantas tratadas com TM (Tabela 1).

O perfil metabolico aponta a salinidade como fator que mais diferenciou os grupos
tratados, elucidado tanto pela separacdo do PCA quanto pela formacao de dois grupos bem
definidos de metabolitos no mapa de calor, evidenciando poucas diferengas dentro de cada nivel
de salinidade. Adicionalmente, os graficos de dispersao originados pelo modelo de OPLS-DA
apontaram para um grupo conservado de metabdlitos que podem ser considerados
discriminantes ou potenciais marcadores para as respostas bioquimicas da planta em cada
tratamento sob condigdes salinas, principalmente aminodcidos como prolina, valina, acido
piroglutamico e 4cido glutdmico comuns para 60mM de NaCl. Foram encontrados maiores
valores relativos de prolina, valina e acido glutdmico no priming com TM e 4agua em
comparag¢do com o controle em condic¢des de salinidade, indicando mecanismos de ajustes mais

eficientes (Figura 5).

A prolina tem diversos efeitos ja registrados na literatura, atuando como molécula
osmoprotetora e induzindo aumento na atividade de enzimas antioxidantes (El Moukhtari et al.,
2020). Ha estudos que demonstram a eficacia de sua aplicagcdo exdgena em diversas espécies,
inclusive em arroz sob condic¢des de salinidade por regular positivamente a expressao de genes
relacionados a producdo de enzimas antioxidantes. (Nounjan; Nghia; Theerakulpisut, 2012). A
valina ¢ um aminoacido de cadeia ramificada intimamente relacionado a leucina e isoleucina,
participa das vias de metabolismo do carbono e do nitrogénio (Gipson et al., 2017). Além disso,
proteinas com motivos valina-glutamina ja foram observadas como discriminantes para inducao
a resisténcia contra estresses osmoticos, dentre eles o causado pela exposicdo ao sal (Ledn;
Gayubas; Castillo, 2021), sendo um metabdlito cuja expressdo torna-se aumentada em resposta
ao estresse por seca, sal, calor e metais pesados (Anzano ef al., 2021). Acido glutimico possui
papel central na producao de outros aminoacidos na forma de glutamato, além de ser precursor
da molécula de clorofila (Forde; Lea, 2007), relacionando-se também a sintese de glutationa,
importante molécula do sistema antioxidante vegetal, e a resposta a estresses abioticos (Qiu et
al., 2020). Outro metabolito comum aos tratamentos foi o acido piroglutdmico, aminoacido nao
formador de proteina que participa da via de sintese da glutationa, cujos registros na literatura

indicam que a aplicacdo exodgena desse composto pode induzir mecanismos de tolerancia a



33

estresse hidrico em alface (Jiménez-Arias et al., 2019). O priming com TM induziu niveis
maiores de acido piroglutdmico em condigdes de salinidade, evidenciando o seu potencial em
auxiliar a planta em lidar com o sal. Em geral, todos esses metabolitos estdo intimamente
relacionados a aclimatagdo da planta no que diz respeito a ativacdo de mecanismos protetores
contra as condigdes impostas pela aplicagao dos 60mM de NaCl para todos os tratamentos, com
destaque para as fungdes de moléculas osmoticamente ativas e de ativacdo do sistema

antioxidante.

Em contrapartida, foram identificados metabdlitos discriminantes exclusivos para C60,
H60 e T60 sendo eles: treonina, leucina e lactitol, respectivamente. A treonina ¢ aminoacido
central na sintese de outros aminoacidos e de diversos fitormonios que desempenham papel
crucial na regulagdo do crescimento. Sua relevancia ¢ acentuada pela descoberta de diversos
genes produtores de metabolitos atrelados a treonina cujo perfil em cada tecido vegetal ativa
respostas contra estresses biodticos e abidticos (Muthuramalingam et al., 2018). Leucina ¢
componente de uma familia de fatores de transcri¢do (bZIP — basic leucine zippers)
relacionados a diversos genes de resposta ao estresse, inclusive em arroz (Yu et al., 2020), tendo
seu aumento justificado pela atuagdo desses fatores na aclimata¢do da planta a condig¢des
salinas, a exemplo da ativacdo da via UPR ja citada nesse trabalho. Ja o lactitol se trata de um
acucar alcool, ou poliol, derivado da lactose e sua atividade ¢ pouco conhecida em plantas. De
forma geral, os polidis desempenham uma fun¢do osmoprotetora, mantendo a atividade das
moléculas bioativas dentro da célula e contribuindo para a manutencao de sua homeostase em

condig¢des de estresse bidtico e abidtico (Noiraud; Maurousset; Lemoine, 2001).

6 CONCLUSAO

O tratamento com NaCl impactou significativamente o crescimento das plantas de arroz.
O hidropriming mostra-se na literatura como uma técnica promissora para induzir o aumento
da taxa de germinacdo de sementes de arroz, bem como o vigor das plantulas para um melhor
estabelecimento das plantas adultas no campo. Os resultados encontrados nesse trabalho
demonstraram que o hidropriming induziu o aumento em todos os pardmetros de massa e,
adicionalmente, reduc¢do do ion sddio na raiz, apesar de também reduzir os niveis de potassio
em condicoes de salinidade, demonstrando sua maior eficiéncia para cultivo sem exposicao ao

sal. Paralelamente, o priming com tunicamicina induziu um aumento de MSR e MFR,
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evidenciando o seu potencial para indu¢do de tolerdncia, uma vez que reduziu também o
acumulo de s6dio nas raizes ¢ atenuou a redugdo dos niveis de clorofilas a e totais. Tais
beneficios podem ser justificados pela ligeira producdao diferencial de metabodlitos
osmoticamente ativos € que sdo conhecidos na literatura por atuar diretamente nas vias de
mecanismos antioxidantes da planta. Diante disso, o uso da tunicamicina ndo induziu a
aclimatacdo das plantas a salinidade, entretanto mostrou-se como uma molécula promissora
para os estudos que relacionam estresse salino e as respostas do reticulo endoplasmatico pois
induziu alteragdes que sugerem meios pelos quais a planta pode aliviar os efeitos deletérios do
estresse. Portanto, sugere-se que as condi¢des de aplicagdo do priming com TM possam ser
avaliadas, como tempo de hidratacdo da semente, distintas maneiras de aplica¢do do priming e
estudos em outras cultivares associadas a realizacdo de outras analises, dentre clas a
quantificagdo de genes relacionados ao estresse abidtico e do RE, para esclarecer os meios pelos

quais o priming afeta as respostas fisiologicas da planta.
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