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RESUMO: A salinidade € um dos principais fatores abiéticos que afetam o desenvolvimento
vegetal, interferindo em processos fisioldgicos e bioquimicos, como o metabolismo de lipidios,
fotossintese e sintese proteica. O acumulo de proteinas mal dobradas no reticulo
endoplasmatico (RE) podem ativar vias de resposta ao estresse, como a UPR. Este estudo
avaliou os efeitos do priming com tunicamicina (TM), um inibidor da N-glicosilagéo,
comparado ao hidropriming, sobre a tolerancia ao estresse salino em plantas de arroz expostas
a 60 mM de NaCl. Sementes foram submetidas aos tratamentos de priming, germinadas e
posteriormente cultivadas sob condi¢cdes controladas. Foram avaliados parametros de
crescimento, trocas gasosas, pigmentos fotossintéticos, teores iénicos e perfil metabdlico por
CG-EM. O estresse salino reduziu significativamente a massa das plantas, contetdo de clorofila
¢ condutancia estomatica, além de aumentar o acimulo de Na*. O hidropriming melhorou todos
0s parametros de massa e reduziu o sodio nas raizes, embora também tenha diminuido os niveis
de potéssio sob salinidade. J& o priming com TM promoveu aumento da massa radicular,
reducdo do acumulo de sodio e atenuacgdo da queda dos niveis de clorofila. A analise metabdlica
revelou a producdo de compostos osmoprotetores, como aminoacidos e carboidratos,
especialmente em T60 e H60. Embora a TM nédo tenha promovido aclimatacdo total a
salinidade, mostrou-se promissora para estudos relacionados a sinalizacdo do RE em resposta
ao estresse salino, sugerindo mecanismos potenciais de mitigacdo dos efeitos deletérios da
salinidade em plantas.
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USE OF TUNICAMYCIN PRIMING AND HYDROPRIMING IN RICE SEEDS TO
MITIGATE THE EFFECTS OF SALT STRESS

ABSTRACT: Salinity is one of the main abiotic factors affecting plant development,
interfering with physiological and biochemical processes including lipid metabolism,
photosynthesis, and protein synthesis. The accumulation of misfolded proteins in the
endoplasmic reticulum (ER) can trigger stress response pathways, such as the unfolded protein
response (UPR). This study evaluated the effects of tunicamycin (TM) priming—an inhibitor
of N-glycosylation—compared to hydropriming, on the tolerance of rice plants (Oryza sativa
L.) exposed to 60 mM NaCl. Seeds were subjected to priming treatments, germinated, and later
cultivated under controlled conditions. Growth parameters, gas exchange, photosynthetic
pigments, ion content, and metabolic profiles via GC-MS were analyzed. Salt stress
significantly reduced plant biomass, chlorophyll content, and stomatal conductance, while
increasing Na* accumulation. Hydropriming improved all biomass parameters and reduced
sodium levels in the roots, although it also lowered potassium under salinity. TM priming
promoted increased root biomass, reduced sodium accumulation, and mitigated chlorophyll
loss. Metabolomic analysis revealed the production of osmoprotective compounds, such as
amino acids and carbohydrates, particularly in the T60 and H60 treatments. Although
tunicamycin did not induce full acclimation to salinity, it proved promising for studies involving
ER signaling under salt stress, as it induced changes suggesting potential mechanisms for
mitigating the deleterious effects of salinity in plants.

KEYWORDS: Seed priming; Salt stress; Endoplasmic reticulum

INTRODUCAO

Além do crescimento da populacédo, diversos fatores bidticos e abidticos interferem na
producédo, intensificados pelas crescentes mudancas climaticas (Chen et al., 2021), dentre eles
a salinidade. Os impactos causados pela salinidade dependem do estagio de desenvolvimento
da planta, tempo de exposi¢cdo e concentragdo de sal, desencadeando diversas mudancas
morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares, podendo levar a perda de produtividade
(Radanielson et al., 2018). Dentre os efeitos ocasionados pela salinidade estd acumulo de

proteinas mal dobradas no lumen do reticulo endoplasmatico (RE), organela central no
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metabolismo celular (Bao; Howell, 2017). Muitos estimulos podem desencadear a reposta ao
acumulo de proteinas, dentre eles agentes quimicos, como a tunicamicina (TM), que interfere
na N-glicosilacdo das proteinas, causando um estresse similar aos estresses abioticos (Howell,
2013). Esses estimulos em menor intensidade sdo capazes de induzir mecanismos fisioldgicos
e bioquimicos para a atenuacao dos efeitos do estresse salino (Beaugelin et al., 2020), ativando
as vias de defesa do reticulo endoplasmatico (RE) contra estresses (Bao; Howell, 2017). Para
aumentar a tolerancia ao estresse, tem sido empregada a utilizacao de pré-tratamentos (priming)
de sementes, que consiste na absor¢do de algum composto quimico através da embebicdo do
material acompanhado de posterior secagem para algumas culturas, a exemplo do arroz
(Rhaman et al., 2020). A maneira mais simples de realizar um priming é a técnica de
hidropriming, que consiste na utilizacdo de agua potavel, destilada ou ultrapura para hidratacéo
das sementes, seguida ou ndo de secagem para o nivel de hidratacdo original (Rhaman et al.,
2020). O arroz (Oryza sativa L.) € uma cultura de grande relevancia econdmica, base para a
alimentacéo dos brasileiros, sendo uma fonte de carboidratos, minerais e vitaminas essenciais
para a nutricdo humana, sendo o Brasil o principal mercado do grdo fora da Asia (Fukagawa;
Ziska, 2019) e 9° maior produtor de arroz em escala mundial (UNICEF, 2021). Considerando
0 exposto, 0 presente trabalho visa investigar a indugdo do priming de tunicamicina e

hidropriming em sementes de arroz submetidas a 60 mM de NacCl.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo do Laboratorio de Fisiologia Vegetal
do Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara
(UFC). Apos a sanitizacdo, as sementes (Oryza sativa L.) passaram pelo processo de priming,
onde foram colocadas em placas de Petri contendo 20 mL de solugdo a 0,25 pg.mL-1 de
tunicamicina e 20 mL de agua ultrapura para os tratamentos de hidropriming, durante 24h
(Oliveiraet al. 2025). As sementes foram germinadas em vermiculita por 10 dias e transferidas
para bacias contendo solucdo nutritiva a meia forca por 7 dias para aclimatacdo. Em seguida as
plantas foram transferidas para vasos com 3L de volume contendo solugdo a meia forga. As
plantas foram randomicamente submetidas ao delineamento fatorial 3x2 composto de 5
repeticdes por tratamento, trés condigdes 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. Foram

medidos o peso fresco e seco da parte aérea das raizes. As medicOes de trocas gasosas foram
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feitas utilizando um analisador de gas por infravermelho (IRGA) (Roque et al., 2022). Foram
quantificados os pigmentos fotossintéticos (Wellburn, 1994) e ions inorganicos K+ e Na+
(Malavolta; Vitti; Oliveira, 1989). Os procedimentos realizados para a cromatografia gasosa
associada a espectrometria de massas foram adaptados de Lisec et al. (2006). Os dados foram
submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) e as médias dos tratamentos foram
comparadas usando teste de Tukey (p < 0,05), utilizando o software SISVAR. Para a analise
multivariada do perfil metabdlico foram feitas: analise de componentes principais (PCA —
principal componente analysis) e OPLS-DA (Orthogonal Partial Least Squares-Discriminant
Analysis) para identificar metabdlitos discriminantes em cada tratamento de priming na

presenca de salinidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estresse salino, na auséncia de priming (C60), ocasionou uma reducdo na massa fresca
da parte aérea (MFPA) e na massa seca da raiz (MSR) em comparagao com tratamento controle
(C0). 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, enquanto o
priming com tunicamicina (T0) reduziu apenas a MSR em comparac¢do com CO. No priming
com agua sob salinidade (H60), houve uma reducdo de MFPA e MSPA, de a MFR e MSR
comparado com a auséncia de sal (H0). Um efeito positivo foi observado nas raizes pelo
aumento na MFR e MSR em T60 quando comparado com TO. Foram registradas reducoes
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. De
fato, foi relatado que a ativagdo de sensores do ER contribui para o melhor desempenho de
plantas de Arabidopsis na resposta ao estresse salino moderado, especificamente na manutencao
do meristema da raiz sob tal condicdo (lwata et al., 2017). 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.
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Figura 1 - Pardmetros de biomassa de plantas de arroz (Oryza sativa L.) submetidas a auséncia ou presenca de
60mM NacCl por 14 dias.

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 maitsculas comparam um mesmo priming na auséncia e presenca de sal e as letras mindsculas
comparam diferentes primings no desdobramento de um mesmo nivel de salinidade. Os resultados foram submetidos a anélise
de variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas utilizando teste de Tukey com p < 0,05. O erro padrao 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: C0, HO e TO. Tratamentos na presenca
de 60 mM NaCl: C60, H60 e T60.

Nas raizes, H60 apresentou reducéo significativa de K+ quando comparado com C60,
enquanto o acimulo de sddio foi estatisticamente menor para os tratamentos de hidropriming e

tunicamicina em relacdo ao controle na concentragdo de 60 mM de NaCl e ndo diferiram entre

o
i It

As

4 A
- -] W
& Ha -5
- T B 1
g I ha . :
a X 7
: ;
i =
i B i
- =
— w3
B E]
) L



L. V. Maia et al.

-
& mdssa scd R

gl B . e ikidd s B

CO DN IE G TG T [ IS I 1T T Téa

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.

Legenda: A) teor de potassio (K+) na parte aérea; B) teor de sédio (Na+) na parte aérea; C) teor de potassio (K+) na raiz; D)
teor de sddio (Na+) naraiz. Letras maidsculas comparam um mesmo priming e as letras minsculas 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 padrio esté indicado em cada barra. C: controle (semente sem
priming); H: hidropriming (semente embebida em &gua por 24 h); T: tunicamicina (semente embebida em tunicamicina por 24
h). Tratamentos na auséncia de 0 mM NaCl: CO, HO e TO. Tratamentos na presenca de 60 mM NaCl: C60, H60 e T60.

O conteudo de clorofila a e clorofila total reduziram no tratamento 60 mM NaCl em
relacdo ao controle. Na auséncia de salinidade e presencga de priming, os niveis de clorofila a
foram menores tanto no hidropriming quanto no priming com tunicamicina em relacdo ao
tratamento CO. Entretanto, na presenca do sal, H60 e T60 ndo apresentaram diferencas

significativas nas concentracdes de clorofila a e total em relacdo a auséncia de sal.
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Figura 3 - Concentragdes de pigmentos fotossintéticos em plantas de arroz (Oryza sativa) submetidas & auséncia
ou presenca de 60 mM NaCl por 14 dias.

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 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 TO. Tratamentos na presencga de 60 mM NaCl: C60, H60 e T60
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A salinidade reduziu significativamente a condutancia estomatica (gs) nos tratamentos
C60, H60 e T60 em comparacdo a auséncia de sal. A eficiéncia do uso da agua (A/gs) aumentou
no tratamento C60 em relacdo a auséncia de sal e no priming com TM sob salinidade em relagéo
ao priming na auséncia de salinidade, contudo, nenhuma alteragéo 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 C60 HO H60 TMO TM60
A 18.38 Aa 19.99 Aa 2054 Aa 18.1 Aa 19.75 Aa 18.68 Aa
(umol CO2 m#s?)
g 045 Aa 03 Ba 048 Aa 034 Ba 04 Aa 028 Ba
(mol H20 m=2st)
c 304.79 Aa 261.9 Ba 302.3 Aa 286.36 Aa 290.33 Aa 262.07 Aa
(umol CO2 mol)
E 0.007 Aa 0.006 Aa 0.008 Aa 0.006 Aa 0.007 Aa 0.006 Aa
(mmol H20 m=s)
Ci/Ca 079 Aa 068 Ba 079 Aa 074 Aa 075 Aa 0.68 Aa
Algs

[(umol CO, m2s%) 42.46 Ba 69.01 Aa 42.84 Aa 53.73 Aa 50.79 Ba 67.95 Aa
(mol H20 m2 1)1

A/Ci
[(umol m2s) (umol 0.06 Aa 0.08 Aa 0.07 Aa 0.06 Aa 0.07 Aa 0.07 Aa

mol1)1]

Legenda: A) fotossintese; Gs) condutancia estomatica; Ci) carbono interno; E) transpira¢do; Ci/Ca) taxa de assimilacdo de
carbono; A/Gs) eficiéncia do uso da agua; A/Ci) eficiéncia da carboxilagdo. Letras maiusculas comparam um mesmo priming
e as letras minGsculas 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 em &gua por 24 h); T: tunicamicina (semente embebida em tunicamicina por 24
h). Tratamentos na auséncia de 0 mM NaCl: CO, HO e TO. Tratamentos na presenca de 60 mM NaCl: C60, H60 e T60.

Apesar de os niveis de clorofila a e totais serem reduzidos em comparagao ao tratamento
controle, essa reducdo 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 reducao
no acimulo de Na+ em tecidos radiculares para os tratamentos com priming (Figura 2D). Esse
aspecto contribui para uma menor suscetibilidade ao estresse idnico, uma vez que o acimulo
de ions nos tecidos da planta causa a saida de dgua do interior das células préximas ao estdmato,
ocasionando seu fechamento, representado pela reducdo nos valores de condutancia estomatica
(9s) (Gadelha et al., 2021; Hakim et al., 2014b). Esse fen6meno aliado a manutenc¢ao 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 atenuacdo dos efeitos da salinidade,
garantindo uso eficiente da agua, especialmente nas plantas tratadas com TM (Tabela 1).

Um total de 75 metabolitos foram identificados dentre parte aérea e raiz, desses, 32 foram

classificados como carboidratos, 25 como &cidos organicos, 12 como aminoacidos e 6 foram
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classificados como outros metabolitos, que incluem polidis, aminas, amidas e &cidos
inorganicos. O grafico de PCA da parte aérea demonstrou uma separacdo em dois grupos
distintos influenciados principalmente pelo PC1, um grupo formado pelos tratamentos na
auséncia de sal (C0, HO e TO) e outro grupo formado pelos tratamentos submetidos a 60 mM
de NaCl (C60, H60 e T60). Os componentes PC representaram 62% de variancia,
respectivamente. Dentre esses grupos, pode-se observar uma maior sobreposicdo entre 0s
tratamentos na auséncia de salinidade, enquanto observa-se uma tendéncia a separacao entre
C60 e os tratamentos H60 e T60. Os metabdlitos que mais contribuiram para a separa¢do do
PC1 foram prolina, glicose e manose, enquanto para PC2 observou-se a contribuigdo positiva
de prolina, palatinose e &cido glutdmico. Na anélise de PC dos tecidos radiculares foi observada

quase completa sobreposicdo entre os tratamentos.

Figura 4 - Analise de componentes principais (principal component analysis — PCA) dos metabolitos extraidos de
plantas de arroz (Oryza sativa L.) submetidas a auséncia ou presenca de 60 mM NaCl por 14 dias.

Legenda: A) PCA da parte aérea. A variancia de PC1 e PC2 estd indicada nos eixos X e Y do gréfico, respectivamente. As
regides correspondentes as cores dos marcadores indicam o intervalo com 95% de confianca dos grupos. B) Loading plot
relativo a parte aérea indica a contribuicdo individual positiva e negativa de cada metabolito para a separagéo dos grupos no
PCA. C) PCA daraiz. 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:
CO, HO e TO. Tratamentos na presenga de 60 mM NaCl: C60, H60 e T60.

Adicionalmente, a analise 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. Além disso, pode-se notar um grupo de metabolitos, em sua
maioria carboidratos, que € modulado positivamente com maior intensidade em T60 e H60 em

comparacgéo a C60.
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Figura 5 - Representa¢do das concentracdes relativas dos metabdlitos em parte aérea de plantas de arroz (Oryza
sativa L.) submetidas a auséncia ou presenca de 60 mM NaCl por 14 dias.

Legenda: Cada coluna representa um tratamento, em ordem, da esquerda para a direita: H0, CO, TO, T60, C60 e H60. O
gradiente de cores demonstra uma modulag&o positiva (em vermelho) ou negativa (em azul) de cada metabdlito. C: controle
(semente sem priming); H: hidropriming (semente embebida em &gua por 24 h); T: tunicamicina (semente embebida em
tunicamicina por 24 h). Tratamentos na auséncia de 0 mM NaCl: C0, HO e TO. Tratamentos na presen¢a de 60 mM NaCl: C60,
H60 e T60.

A partir da analise de graficos de dispersdo gerados a partir de modelos de OPLS-DA da
parte aérea, foram identificados metabdlitos diferenciais nos tratamentos comparando as
situacfes de auséncia e presenca de sal. Para o tratamento sem priming, 0s metabdlitos
discriminantes na presenca de NaCl foram 5 aminoacidos: prolina, valina, treonina, &cido
glutdmico e acido piroglutdmico. Para as plantas tratadas com hidropriming e com tunicamicina
observou-se um perfil similar apresentando os mesmos modelos discriminantes, sendo também
relevantes a prolina, valina, &cidos glutdmico e piroglutdmico, além da leucina para o
hidropriming e o lactitol para o priming com TM. Na auséncia de sal, todos os tratamentos
apresentaram o acido oxalico como metabdlito mais discriminante, além de &cido isocitrico,
acido malico e &cido fosfdrico no controle, hidropriming e tunicamicina, respectivamente.

O perfil metabdlico aponta a salinidade como fator que mais diferenciou 0s grupos
tratados pela separacdo do PCA quanto pela formacdo de dois grupos bem definidos de
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metabdlitos no mapa de calor. Adicionalmente, os graficos de disperséo originados pelo modelo
de OPLS-DA apontaram para um grupo conservado de metabolitos que podem ser considerados
discriminantes para as respostas bioquimicas da planta sob condigdes salinas. A prolina tem
diversos efeitos ja registrados na literatura, atuando como molécula osmoprotetora e induzindo
aumento na atividade de enzimas antioxidantes (EI Moukhtari et al., 2020). A valina esta
relacionada a leucina e isoleucina e participa das vias de metabolismo do carbono e do
nitrogénio (Gipson et al., 2017). Acido glutdmico possui papel central na producdo de outros
aminoacidos na forma de glutamato, além de relacionar-se a sintese de glutationa, importante
molécula do sistema antioxidante vegetal, e a resposta a estresses abidticos (Qiu et al., 2020).
Outro metabdlito comum aos tratamentos foi o &cido piroglutdmico, que participa da via de
sintese da glutationa, cujos registros na literatura indicam que a aplicacdo exogena desse
composto pode induzir mecanismos de tolerancia a estresse hidrico em alface (Jiménez-Arias
et al., 2019). O priming com TM induziu niveis maiores de &cido piroglutdmico em condicdes
de salinidade, evidenciando o seu potencial em auxiliar a planta em lidar com o sal. Em
contrapartida, foram identificados metabdlitos discriminantes exclusivos para C60, H60 e T60
sendo eles: treonina, leucina e lactitol, respectivamente. A relevancia da treonina é acentuada
pela descoberta de diversos genes produtores de metabdlitos atrelados a treonina cujo perfil em
cada tecido vegetal ativa respostas contra estresses bioticos e abiéticos (Muthuramalingam et
al., 2018). Leucina é componente de uma familia de fatores de transcricdo (bZIP — basic leucine
zippers) relacionados a diversos genes de resposta ao estresse, inclusive em arroz (Yu et al.,
2020). Ja o lactitol se trata de um agucar alcool, ou poliol, derivado da lactose que desempenha
uma funcdo osmoprotetora, mantendo a homeostase celular em condicdes de estresse (Noiraud;

Maurousset; Lemoine, 2001).

CONCLUSOES

O hidropriming induziu o0 aumento em todos os parametros de massa e, adicionalmente,
reducdo do ion sodio na raiz, apesar de também reduzir os niveis de potassio em condic¢des de
salinidade, demonstrando sua maior eficiéncia para cultivo sem exposicdo ao sal.
Paralelamente, o priming com tunicamicina induziu um aumento de MSR e MFR, o seu
potencial para inducdo de toleréncia, uma vez que reduziu também o acimulo de sodio nas
raizes e atenuou a reducdo dos niveis de clorofilas a e totais. Tais beneficios podem ser

justificados pela ligeira producédo diferencial de metabolitos osmoticamente ativos e que s@o
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conhecidos na literatura por atuar diretamente nas vias de mecanismos antioxidantes da planta.
Diante disso, 0 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 endoplasmaético pois induziu alteragcdes que sugerem meios

pelos quais a planta pode aliviar os efeitos deletérios do estresse.
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