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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

A = taxa de assimilacao liquida de carbono
ABA = 4cido abscisico

AFE = area foliar especifica

ATP = adenosina trifosfato

Ca = concentracdo ambiente de £O

Chl a = clorofilaa

Ci = concentracao intercelular de £0

E = transpiracéo foliar

Fo = fluorescéncia inicial

Fm = fluorescéncia maxima

FMC = fracdo de massa caulinar

FMF = fragdo de massa foliar

FMR = fragdo de massa radicular

FSII = fotossistema |l

Fv = fluorescéncia variavel

Fv/Fm = eficiéncia fotoquimica méaxima do FSII
gs = condutancia estomatica

Jmax = taxa maxima de transporte de elétrons
MF= massa fresca

MS = massa seca

NAD = Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
NADPH = Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Reduzido
NPQ = coeficiente de extincdo nao-fotoquimico
Ry = taxa de respiragcdo no escuro

RFA= radiagdo fotossinteticamente ativa
TCA = ciclo dos acidos tricarboxilicos

TCR = taxa de crescimento relativo

Vemax = Velocidade maxima de carboxilacao



RESUMO

BRITO, Fred Augusto Lourédo de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2016.
Alteracfes no crescimento e no metabolismo de plantas de tomate em resposta a
salinidade s@o atenuadas pela elevada concentracao de dioxido de carb@rentador:

Dimas Mendes Ribeiro.

O crescimento e desenvolvimento das plantas envolvem processos que sdo sensiveis a
salinidade dos solos. O aumento da concentracdo de diéxido de carbon}) (€O
atmosfera durante as Ultimas décadas tem despertado crescente interesse na fungéo desse gas
como um sinal do ambiente envolvido na regulacdo do crescimento e desenvolvimento das
plantas. Apesar da conhecida associacdo entre elevadag C@scimento vegetal, pouco

se sabe sobre as inter-relacdes entre o estresse salino e o metabolismo central ra regulaca
do crescimento em plantas cultivadas sob elevada][G3sim, no presente estudo,
investigou-se a regulacdo metabdlica e a modulacdo das trocas gasosas em resposta as
alteracdes no crescimento de plantas de tonsatiarfum lycopersicur. cv Santa Clara)

imposta pelo estresse salino em plantas cultivadas em ambientgnféd®nol?) e sob

elevada CO;] (750 umol mot?). O NaCl promoveu reducéo na taxa de crescimento relativo
(TCR) e biomassa total, atribuidas principalmente a reducéo na fotosstesaqdutancia
estomaticads) e concentracéo intercelular de £(@i), sem ocorrer danos oxidativos e de
fotoinibicdo. No entanto, os efeitos inibitérios do crescimento foram mitigados em plantas
tratadas com NaCl cultivada em [gl@levada, via aumentos e gs e Ci. Ademais,
aumentos dos niveis de carboidratos e aminoécidos, reducdo de acidos orgéanicos e baixa
respiracdo no escuro em plantas sob estresse salino efaf@lédente afetou a capacidade
energética das plantas. Por outro lado, a habilidade das plantas de tomate tratadas com NaCl
em utilizar mais eficientemente o elevado nivel de carbono sof] El&Yadanfluenciou
diretamente o seu crescimento. Em concluséo, os resultados mostrad®guedvada foi
requerida para acoplar o metabolismo primario ao crescimento das plantas mantidas sob

condicOes de estresse salino.
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ABSTRACT

BRITO, Fred Augusto Lourédo de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2016.
Changes in the growth and metabolism of tomato plants in response to salinity are
attenuated by high concentration of carbon dioxide Adviser: Dimas Mendes Ribeiro.

The plant growth and development involve processes that are sensitive to soil salinity. The
increased carbon dioxide concentration (pJ@to the atmosphere during the latest decades
has attracted increasing interest in the function of this gas as an environmental signal
involved in the regulation of plant growth and development. Despite the known association
between elevated [GPand plant growth, little is known about the interrelationships
between salt stress and central metabolism in growth regulation in plants grown under
elevated [CQ. Thus, in the present study, it was investigated metabolic regulation and
modulation of gas exchange in response to changes in growth of tomato $taataifn
lycopersicumi. cv Santa Clara) imposed by salt stress in plants grown under ambient (400
umol molt) and elevated [C£ (750 umol molY). NaCl promoted reduction in relative
growth rate (TCR) and total biomass mainly attributed to decrease in photosyresis (
stomatal conductances] and intercellular C®concentration@;), without the occurrence

of oxidative damage and photoinhibition. However, the growth inhibitory effects were
mitigated in plants treated with NaCl grown under elevated]J@i@ increases ik, gse C..
Furthermore, increases in the levels of carbohydrates and amino acids, reduction of organic
acids and low dark respiration in plants under salt stress cultivated in ambiehaffeéCied

the energy capacity of the plants. On the other hand, the ability of tomato plants treated with
NaCl to more efficiently use the high level carbon in the elevated][difectly influenced

their growth. In summary, the results show that elevated][@@s required to couple the
primary metabolism to growth of plants cultivated under salt stress.
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1 INTRODUCAO

A salinidade é considerada um dos fatores abiéticos que mais limita a producao
vegetal e aproximadamente 20 % do total das terras agricultaveis apresentam altas
concentracdes de sal (FAO, 2016). Em solos salinos, a toxicidade do ion sodio € o principal
fator limitante ao crescimento vegetal afetando inicialmente a divia@&xgansao celular
(Munns and Tester 2008; Zhang et al. 20B$m disso, a reducdo do crescimento sob
condicOes salinas esta fortemente associada ao decréscimo da fotossintese, favorecida por
uma limitacdo estomatica, possivelmente, estimulado pelo acido abscisico (ABA)
(Tavakkoli et al. 2011; Jensen et al. 2013). O crescimento e desenvolvimento das plantas
envolvem divisdo e expansao celular e ambos os processos sdo também sensivess a elevad
concentracdo de dioxido de carbono (}@Masle 2000; Taylor et al. 2003; Tsutsumi et
al. 2014). Adicionalmente, o aumento da pL6stimula diretamente a taxa fotossintética,
potencializando o crescimento e ganho de biomassa das plantas (Xu et al. 2015). Muitos
esfor¢os tém sido recentemente direcionados para elucidar os mecanismos de tolerancia das
plantas a toxicidade dos solos salinos (Deinlein et al. 2014; Kurotani et al. 2015; Bencherif
et al. 2015). Em contraste, estudos diretos sobre o efeito integrado do estresse salino na
determinacao do crescimento das plantas sob elevadh $8@pouco explorados. Apesar
disso, alguns estudos de caracterizacdo dos efeitos regulados pelo estresse salino no
crescimento de plantas mantidas sob elevada][t@@ produzido resultados interessantes.

Por exemplo, plantas dgapsicum annuurtPifiero et al. 2014 Lactuca sativdL.) (Pérez-

Lopez, Miranda-Apodaca, Muiioz-Rueda, et al. 2013) exibiram incrementos da fotossintese
sob condic¢des de estresse salino, quando expostas a elevad#[€0 disso, aumento na
absorcéo e assimilacdo de nutrientes bem como incrementos na concentracdo de solutos

compativeis para o ajustamento osmatico foram observados em plantas sob condi¢cbes de
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estresse salino sujeitas a elevadajG@érez-Lopez et al. 2010; Pérez-Lopez et al. 2012,
2014; AbdElgawad et al. 2015; Yu et al. 2015). Uma analise dos resultados acima leva a
uma visao pontual de como estresse salino poderia controlar o crescimento das plantas sob
as condicoes atmosféricas futuras@@]. Até o momento, no entanto, pouco é conhecido
sobre as inter-relacbes entre o estresse salino e 0 metabolismo central na regulacdo do
crescimento em plantas cultivadas sob elevada][CO

A resposta adequada de adaptacdo a uma condicdo de estresse € governada via
regulacdo da expressdo de genes nas células e tecidos que alteram o metabolismo e o
crescimento das plantas (Mochida and Shinozaki 2010). Em particular, a salinidade pode
causar modificacBes no fluxo energético, tais como, decréscimo de metabdlitos no ciclo dos
acidos tricarboxilicos (TCA), reducao do catabolismo de carboidratos e menor energia na
forma de poder redutor para o crescimento (Richter et al. 2015). O estresse salino, portanto
levaria a um acumulo de carboidratos nas folhas e raizes, que possivelmente agiria como
agente osmoprotetor, sendo importante indicador de mecanismos de resisténcia a salinidade
(Juan et al. 2005; Arbona et al. 2013). Por outro lado, a elevadé pode aumentaa
capacidade energética foliar, devido ao aporte de carboidratos da fotossintese, influenciando
a disponibilidade de substratos respiratérios e consumo de ATP (Markelz et al. 2014;
Watanabe et al. 2014). Assim, enquanto os efeitos gerais promovidos pelo estresse salino
sdo conhecidos, o seu papel na determinacdo do crescimento seguido por exposicao a
concentracdo elevada [Q)@, ainda, pouco conhecido.

O estresse salino aumenta o0s niveis de espécies reativas de oxigénio tais como
peroxido de hidrogénio @®2) e anion superoxido nas plantas (Munns and Tester 2008;
Abogadallah 2010).As espécies reativas de oxigénio tém sido consideradas como
moléculas-chave de sinalizacdo em plantas, controlando processos tais como morte celular

programada, abertura e fechamento dos estématos, dentre outros (Bright et al. 2006; Oracz
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et al. 2007; Leymarie et al. 2011). Entretanto, sob altas concentracfes e em certas situacoes,
os radicais oxidativos podem ser toxicos (Dickinson and Chang 2012). Alguns estudos tém
mostrado que a elevad&(@,] pode aumentar a tolerancia das plantas contra o estresse
oxidativo (Pérez-Lopez et al. 2010; Gillespie et al. 2011; AbdElgawad et al. 2015). O CO
possivelmente agiria reduzindo a peroxidacdo de lipidios e aumentando a atividade do
sistema antioxidativo (Salazar-Parra et al. 2012). Assim, no presente trabalho, as atividades
de varias enzimas do sistema antioxidante foram também investigadas em plantas tratadas
com NacCl cultivadas em ambiente e elevati@)].

O aumento de COna atmosfera durante as uUltimas décadas tem despertado um
crescente interesse na funcéo desse gas como um sinal do ambiente envolvido na regulacéo
do crescimento e desenvolvimento das plantas. A compreensédo de como a eleyhda [CO
coordena o crescimento e desenvolvimento das plantas, particularmente sob condicdo de
estresse salino, permitira certamente o desenvolvimento de tecnologias mais adequadas de
exploragdo do ambientAssim, o presente trabalho objetivou analisar o efeito da elevada
[CO2] no metabolismo primario e no crescimento de plantas de torBaten(m
lycopersicumL. cv Santa Clara) cultivadas em solo suplementado com NaCl. Psepss-
ainda, investigaasacodes integrativas entre o estresse salino e a elevadpn&tbntrole
da alocacado de carboidratos ndo estruturais entre a parte aérea e as raizes das plantas de

tomate.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condi¢gbes de cultivo
Para realizacdo dos ensaios sementes de toSBw@tm(@m lycopersicurn. cv Santa

Clara) foram semeadas em solo em vasos plasticos. Os vasos foram mantidos em casa-de-



vegetacdo, na Universidade Federal de Vigaea45’ S, 42° 15> W), em Vicosa, Minas

Gerais. ApOs duas semanas, as plantiitaam transferidas para vasos de polietileno de 3,5

L de capacidade contendo substrato comercial e receberam adubacé&o de cobertura com 5,0
g! vaso de N-P-K (20-5-20), parcelada em duas aplica¢des, durante o estado vegetativo das
plantas. Uma semana ap0s o transplante, correspondente ao estadio de aparecimento do
primeiro par de folhas verdadeiras, os vasos foram irrigados com 100 mL de agua
desionizada (controle) ou com 100 mL de solucédo de NaCl a concentracdo de 50 mM. A
cada dois dias, a concentracao da solucao de NaCl foi incrementada em 50 mM até atingir a
concentragafinal de 150 mM. Em seguida, as plantas foram transferidas para camaras de
topo aberto (1,6 m de diametro e 1,8 m de altura) montadas em casa de vegetacdo e
suplementadas com G@ concentracdo de 4Q@@nol mol? (ambiente)e 750 pmol mol™
(elevada), respectivamente. A irrigacdo das plantas nas camaras de topo aberto foi realizada
a cada dois dias com agua desionizada (controle) ou com solucdo de NaCl (150 mM).
experimento foi repetido exatamente como descrito acima em trés diferentes Apocas.
variacao diaria global da intensidade de luz, temperatura e déficit de presséo de vapor (VPD)
durante a conducao dos experimentos, em cada camara de topo aberto, estdo dispostos na

figura S1 (Material Suplementar).

2.2 Quantificacdo dos parametros morfolégicos

Ao final de cada experimento (21 dias de suplementacédo conef@@amaras de
topo aberto), a altura das plantas tomada do nivel do solo até o nd apical superior foi
mensurada e as plantas foram separadas em caule, folhas e raizes. A area foliar total foi
determinada usando medidor de area folisixGor Model 3100 Area Meter, Lincoln, NE,
USA). As raizes foram lavadas com agua sobre uma peneira com malha de 0,5 mm. Os

tecidos das plantas foram secos em estufa de circulacdo forcada, a 70 °C, até atingir massa
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constante; posteriormente, a massa seca das folhas, caules e raizes foi determinado. Com os
dados de massa seca dos orgaos e area foliar foram calculados as seguintes caracteristicas
de crescimento: biomassa total; fracdo de massa foliar, FMF (g de massa segé diaia
biomassa seca total), fracdo de massa radicular, FMR (g de massa seca ratlidalar g
biomassa seca total) e fragdo de massa caulinar, FMC (g de massa seca cadkénar g
biomassa seca total). Também foi calculado a taxa de crescimento relativo da biomassa

(TCR) da planta bem como a area foliar especifica (AFE), conforme Hunt (1982).

2.3 Fluorescéncia e trocas gasosas

A taxa de assimilacdo liquida de carbory, (a condutancia estomaticgs)( a
concentracdo subestomatica@®; (Ci), a razdo entre a concentracdo interna e externa de
CO (Ci/Ca) e os parametros de fluorescéncia foram medidos entre 9:00 e 11:00 h, sob
radiacdo fotossinteticamente ativa equivalente & do ambiente (500 pinsd),ncom um
analisador de gases a infravermelho (Li-Cor 6400, Lincoln, NE, USA) equipado com uma
camara de fluorescéncia integrada (Li-6400446Cor Inc.). A concentracdo de ¢@e
referéncia foi de 400 pmol G@nol! de ar para plantas em atmosfera ambiente deeCO
750 umol C@mol! de ar para plantas sob alta [{f.@\ fluorescéncia inicialFo) foi obtida
via excitacéo dos tecidos foliares por luz vermelha modulada de baixa intensidade de (0,03
umol fotons if st). Em seguida, um pulso de 0,8 s de luz actinica satu@e8 pmol
fotons m? st). Foi aplicado para determinar a fluorescéncia maxma Procedetse a
estimativa da eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (FEWFH{) e do
coeficiente de extingdo nao-fotoquimica (NPQ), conforme descrito em Lima et al (002).
respiracdo no escurdR{) foi quantificada utilizand®e o mesmo equipamento descrito
anteriormente, apos duas horas do termino do periodo dA keterminacdo das trocas

gasosas e dos parametros de fluorescéncia foram realizadas em 10 plantas para cada
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tratamento, utilizando uma média entre medicdes de duas folhas individualmente (terceira e
guarta folha a partir do apice) totalmente expandidas por planta. As medidas foram efetuadas
sob umidade relativa 50-60 % e temperatura 26-31 °C, correspondente ao topo das camaras.
As respostas da a concentracao interna de £@urvaA/Ci) foram determinadas
com um analisador de gases a infravermelho (Li-Cor 6200, Lincoln, NE, USA), a 25 °C, sob
1000 pmol (fétons) rAs? (valor saturante, mas nao fotoinibitrio), variando-se a pressio
parcial de CQ de 5 a 200 Pa (Long e Bernacchi 2003; Flexas et al. 2007). A partir dessas
curvasforam calculadas a taxa de carboxilacdo maxihaaf e a taxa de carboxilacdo
maxima limitada pelo transporte de elétrodisad), conforme descritos em Sharkey et al.

(2007).

2.4 Quantificacdo de metabolitos

Para investigar-se como o estresse salino coordena o metabolismo primario em
relagdo ao nivel de GQos niveis de glicose, frutose, sacarose, amido, nitrato, aminoacidos
totais, clorofilas e proteinas, foram determinados em plantas tratadas com NaCl, crescendo
sob condi¢gbes ambientes e elevadajC® amostra de folha, caule e raiz foram coletadas
no meio do periodo de luz e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
a— 80 °C, até andlise. Uma fracdo das amostras (30 mg) liofilfpaala utilizada para
extracao etandlica, como descrito por Geigenberger(@La6). Glicose, frutose e sacarose
foram determinadas usando-se um ensaio de substrato enzimatico continuo, como descrito
por Fernie et al. (2001). Para a determinacdo de amido, o precipitado da extracao etandlica
foi solubilizado por aquecimento a 95 em 0,1 M NaOH. Em seguida, 70 ul de solucéo de
acido acético (1 M) foram adicionados as amostras, e o contetdo de amido foi determinado

como equivalentes de glicose, como descrito por Fernie et al. (2001).



A guantificacao de nitrato foi realizada como descrito por Fritz et al. (2006). A reacao
enzimatica foi iniciada pela adicdo de uma aliquota de 5 pL do extrato etandlico em um
volume de reacéo de 150 pL, constituido de tampéao fosfato de potassio, 0,1 mM (pH 7,5),
NADPH 0,25 mM, e nitrato redutase 0,005 U . Depois de 30 min de incubacao a temperatura
ambiente, 20 pL de fenazina metanosulfato (5 mM) foram adicionados a reacéo e as micro-
placas foram incubadas, por mais 10 min, no escuro. Em seguida foram adicionados a reacéo
30 pL de sulfamilamida (2 % m/v) dissolvida ersPi@y (2 mM) e 30 pL deN-(1-naftil)-
etilenodiamino dihidroclorito (0,04 % m/v); o nitrato foi quantificado em leitor de
microplacas (Molecular Devices Sunny Valle, EUA), a 540 nm.

Utilizou-se a técnica de Bradford (1976), com algumas modificacdes (Gibon et al.
2004), para determinacdo dos teores de proteinas nos extratos. Uma série de solucbes de
albumina soro bovina (BSA) diluida com o0 mesmo tampéao de extracdo serviu como padrao
para quantificacdo das proteinas. As proteinas foram quantificadas em um leitor de
microplacas (Molecular Devices Sunny Valle, EUA), a 595 nm.

A determinagdo de clorofilas totais foi realizada de acordo com a metodologia

descrita por Cross et al. (2006), a partir de 50 pL do extrato diluido em 120 pL de etanol.

2.5 Perfil metabdlico

Para determinacado do perfil metabdlico foram utilizados os procedimentos descritos
por Lisec et al. (2006). Aproximadamente 30 mg das amostras liofilizadas foram colocadas
em tubos de 2 mL de capacidade e extraida em 750 pL de metanol contendo 30 pL de ribitol
(0,2 mgmL™). Apds agitacdo vigorosa em vortex por 10 s, as amostras foram incubadas a
70 °C sob agitacéo (1000 g), por 15 min. Decorrido esse tempo, as amostras passaram por
centrifugacdo a 14008 por 10 min, a 4 °C. Foi adicionado 750 pL de cloroformio a 500

puL do sobrenadante. Posteriormente, as amostras foram agitadas em vortex durante 10 s
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seguindo-se de uma nova centrifugacdo a 40@®r 15 min, a 4 °C. A camada superior
(fase polar) foi recolhida em aliquotas de 100 puL e adicionada em um novo tubo. Em
seguida, as amostras foram secas a vacuo e armazens®a8@& Para a derivatizacéao,
adicionou-se 40 pL do reagente de metoxiaminacao a cada amostra e agitou-gg pat000
2 h, a 37°C. Apls esse tempo, foi adicionado 70 pL de N-Mbkhyl-
(trimetylsilytrifluoroacetamide (MSTFA) e padrfes de ésteres metilicos de acidos graxos
(FAMES) as amostras, do qual foram submetidas a agitacaa1p0030 min, a 37°C. As
amostras foram transferidas para frascos de vidro e analisadas por cromatografia gasosa
associada a espectrometria de massa (GC-MS).

Os cromatogramas e 0s espectros de massa gerados foram analisados utilizando o
software TAGFINDER (Luedemann et al. 2008) e a identificac@aaotacdo dos dados

apresentados foram realizadas como descrito por Fernie et al. (2011).

2.6 Quantificacao de Nae K
Para determinacao dos niveis de" MaK" em tecido vegetal foram utilizados os

procedimentos descritos por Miyazawa et al. (1999). Amostras de folhas, caules e raizes
foram secas em estufa de circulacdo forcada, a 65 ° C, até atingir peso constante
posteriormente, as folhas, caules e raizes foram trituradas em moinho do tipo Willey
(CINELAB CE-430; 8 laminas, 1725 rpm, peneira de 20 mesh). Para quantificar os niveis
de Nd e K" as amostras foram submetidas a uma digestao nitro-perclérica (65% e 70%),
seguido de analise em um espectrofotbmetro de emisséo o6tica em plasma induzido (ICP-

OES, Perkin Elmer Optima 3000 DV).



2.7 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado nos experimentos foi o inteiramente
casualizado (DIC). A unidade experimental dos experimentos de analise de metabdlitos foi
composta por 30 mg de material vegetal, por reacdo, com seis repeti¢cdes, por tratamento.
Para a quantificacdo dé¢a” e K', a unidade experimental foi composta por 500 mg de
material vegetal, por reacdo, com quatro repeticdes, por tratamento. Para os experimentos
relacionados ao crescimento de plantas, a unidade experimental foi composta por sete
repeticbes, constituida de duas plantas cada. As diferencas entre as médias foram
examinadas pelo teste Tukey ou pelo test@dos os dados foram analisados usasein-

software SAEG (Sistema para Analises Estatisticas, versdo 9.1, UFV).

3 RESULTADOS

3.1 Elevada [CQ recupera o crescimento das plantas tratadas com NacCl

O NaCl promoveu uma reducao significativa na biomassa total (48 %), TCR (23 %),
altura (33 %) e na FMC (18 %) das plantas de tomate manti@&»pgmbiente (40 pmol
CO2 molY) (Figuras 1A-D).Apesar da reducdo na biomassa total das plantas de tomate
tratadas com NaCl, ndo houve diminuicdo do niumero de folhas, AFE e na FMF das plantas
(Figuras 1E-G). Em adic&o, o NaCl aumentou a FMR das plantas de tomate maQtidgs a [
ambiente (Figura 1H). Uma imagem diferente para o crescimento do tomateiro surgiu
quando as plantas tratadas com NaCl foram cultivadasCsodp ¢levada (76 umol CO,
mol?). Neste contexto, os efeitos inibitérios do NaCl foram revertidos, pelo menos em parte,
quando as plantas foram mantidas 087 elevada. A redugéo na biomassa total, TCR e
na altura promovida pelo estresse salino foi significativamente menor nas plantas cultivadas

sob [CO,] elevada em relacéo as plantas €00,] ambiente (Figuras 1A-C).
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Figura 1. Analise do crescimento de plantas de tomate tratadas com NaCl sgb [CO
ambiente e [Cg) elevada. Biomassa total (A), taxa de crescimento relativo (B), altura da
planta (C), fracdo de massa caulinar (D), numero de folhas (E), area foliar especifica (F),
fracdo de massa foliar (G), fragdo de massa radicular (H). Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si em nivel de 5% pelo teste Tukey. Os resultados representam a média de
14 plantas por tratamento + erro da média.
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O tratamento com NaCl nao reduziu a FMC das plantas mantidaS&gjle]Jevada
qgquando comparadas com as plantas do controle (Figuras 1D). Uma tendéncia diferente
também foi encontrada para o crescimento da raiz, quando as plantas tratadas com NacCl
foram cultivadas sob(O;] elevada. O estresse salino ndo afetou a FMR das plantas
cultivadas em €CO;] elevadaem comparagdo com as plantas do controle (Figura 1H).
Ademais, o NaCl também né&o afetou o numero de folhas, a AFE e a FMF das plantas
crescidas solJO;] elevada (Figuras1E-G). Interessantemente, a elevadd §l@entou a
biomassa total e a altura das plantas, mas nenhum efeito significativo foi observado na TCR,
FMC, numero de folhas, AFE, FMF e FMR das plantas cultivadasGo}) glevada em

comparacao com as plantas mantidas €a®|[ambiente (Figuras 1A-H

3.2 A diferenca na tolerancia a salinidade das plantas cultivadas sob ambiente e elevada
[CO7] néo é resultado da absorcao seletiva ou exclusédalo

Quando as plantas de tomate foram crescidas em solo suplementado com NaCl, os
niveis de Na nos tecidos da folha, caule e raiz foram cerca de 11, 21 e 15 vezes maior em
relacdo aos respectivos controles, tanto €00;] ambiente e elevada (Figuras 2A-C).
Assim, esses resultados indicam que a absorcdo seletiva ou exclusdo de Na néo estao
associadas com as diferencas na tolerancia a salinidade entre as plantas de tomate que foram
cultivadas sob [C&) ambiente e elevada. Por outro lado, os niveis de K foram ligeiramente
reduzidos nos tecidos das folhas das plantas tratadas com NaCl mantidas sob elejada [CO
mas ndo em plantas que foram crescidas sob| [@fbiente em comparacédo com as plantas
do controle (Figura 2DNo entanto, os niveis de K nos tecidos do caule e da raiz nao foram
significativamente afetados pelo estresse salino em plantas cultivadas spaniBiente e
elevada (Figuras 2E, FAdemais, o estresse salino aumentou significativamente a razéo

Na:K em folhas, caule e raizes das plantas mantidas tanto sepaj@klente e elevada
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Folha

Caule

Raiz

guando comparadas com as plantas do controle (Figuras 2G, 1). Entretanto, a salinidade nao
alterou a razao Na:K em folhas, caule e raizes das plantas cultivadas gadmjGi@ente em

comparacao com as plantas mantidas sob][€@vada.
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Figura 2. Acumulo de Na e K em tecidos da folha, caule e raiz em plantas de tomate tratadas
com NaCl, sob [Cg ambiente (400 pmol mol™) e [CQ] elevada (750 pmol mol™). Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste Tukey. Médias de ¢
repeticdes + erro da média.
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3.3 O estresse salino modifica as trocas gasosas em plantas de tomate gamjGiénte,
mas nao sob elevada [GD

O NaCl promoveu uma reducao significativam@l9 %),Ci (18 %),Ci/ Ca(18 %),
Os (42 %),E (34 %) e neRy (30 %) das plantas de tomate mantid§€O,] ambiente, em
comparacdo com as plantas do controle (Figuras 3Ad€mais, o estresse salino nao
afetou significativamente a NPQ@cmax Jmax JmadVcemax € FvW/Fm das plantas de tomate
cultivadas sob@O,] ambiente (Figuras 3G-K). Em elevada [f@odos os parametros de
trocas gasosas e de fluorescéncia avaliados em plantas tratadas com NaCl foram semelhantes
acs dasplantas do controle (Figur8s-K). Claramente, houve um aumento significativo na
A, Ci e narazéo Ci/Catanto em plantas do controle e tratadas com NaCl cultiva@d3:kob [
elevada, em comparag¢do com as plantas de tomate mantid&&spharhbiente (Figuras
3A-C). Interessantemente, os niveis de clorofila permaneceram invaridveis nas plantas
tratadas com NaCl, tanto sdb(,] ambiente e elevada, quando comparadas com as plantas

do controle (Figura 3L

3.4 [COy elevada modificeo metabolismo priméri@m resposta ao estresse salino em
folhas, caule e raizes

Os niveis de glicose e frutose permaneceram estaveis nas folhas das plantas tratadas
com NaCl,em comparagdo com os das plantas do controle que cresceran®@gb [
ambiente (Figuras 4A, B). Além disso, os niveis de sacarose e amido aumentarafbem 33
e 17 % em folhas de plantas tratadas com NaCl e cultivadasC&p dmbiente, em
comparacao com as plantas do controle, respectivamente (Figur@$. #Gr outro lado,
estresse salino reduziu os niveis de glicose (35 %) e fruto$é)(2das néo os niveis de
sacarose e amidem folhas das plantas de tomate cultivadas sob elevadal,[E®

comparacao comsgplantas do controle (Figuras 42). Em caule das plantas tratadas com

13



A 26 E 3.75 ] 80
[ Ambiente [CO9] a j@L j?L
— [ Elevada [CO,)] — a a | a a
o a2, | SNk = 0[] —+
o 1 o o
E . 7 % 250 £
N b 1
o o) °
9 13 el g 40 t+
S =
£ g 1.25 =
= " £ 20
<< )
0 0.00 0
B 630 F 04 — J 20
2 _a g a 2
; e 1 R
< o 1.5 r a
2 420 £ jbr x T
~ ON g
> |
8 b L_; 0.2 < 1.0
—_ 1S
S 210 ¢ £ =
= = 05|
S} [hd
0 0.0 0.0
C 0.90 G 1.2 3 K 1.0
—2_ _a + a a a a
b ik R
c 0.8 b b
© e] £
(@] o + o L
5 0.45 Z % I> 0.5
0.4
0.00 0.0 0.0
D 0.24 H 50 . L 36
a —_— a a a Py
- SRS % sl e 1 TL 2 jr a
o | - a % a
o 1S "o C —
E ON g)
(@] b
2012 © 25 = 18|
= Qo ©
2 5 2
o % 3
© § 5
> 8
0.00 0 © 9
Controle NaCl Controle NaCl Controle NaCl

Figura 3. Trocas gasosas e fluorescéncia em plantas de tomate tratadas com NaCl, sob ambiente
e [CQ] elevada. Taxa de assimilacdo liquida de carbono (A), concentracdo subestomatica de
CO. (B), razéo Ci/Ca (C), condutancia estomatica (D), taxa transpiratoria (E), respiracdo no
escuro (F), coeficiente de extingdo ndo-fotoquimico (G), taxa de carboxilagdo maxima (H), taxa
de carboxilagdo maxima limitada pelo transporte de elétrons (I) razdo taxa de carboxilacéo
maxima limitada pelo transporte de elétrons: taxa de carboxilacdo maxima (J), eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema Il (K) e niveis de clorofila (L). Médias seguidas de mesma
letra n&o diferem entre si em nivel de 5% pelo teste Tukey. Médias de 10 repeticbesat erro d
média.
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Figura 4. Niveis de metabolitos nos tecidos da folha, caule e raiz de plantas de tomate tratade
com NaCl, sob [Cg ambiente (400 pmol mol™) e [CQy] elevada (750 umol mol™?). Glicose (A),
frutose (B), sacarose (C) e amido (D) em folha; Glicose (E), frutose (F), sacarose (G) e amido (H
em caule; glicose (I), frutose (J) e sacarose (K) em raiz. Médias seguidas de mesma letra n:
diferem entre si em nivel de 5% pelo teste Tukey. Médias de 6 repeticdes * erro da media.
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NacCl, os niveis de glicose, frutose, sacarose e amido sob ambiente ou elevhdar§GO
semelhantes ao caule de plantas dos respectivos controles (Figuras 4E-H).
Interessantemente, houve um aumento significativo nos niveis de glicose e amido nos tecidos
do caule tanto das plantas do controle como das tratadas com NaCl cultivada®$ob [
elevada, em comparacdo com o caule das plantas de tomate mantida®$@mpiente
(Figuras4E, H). Ademais, o estresse salino aumentou os niveis de glicose, frutose e sacarose
nas raizes das plantas de tomate, tanto@0b pmbiente e elevada, em comparacdo com

as plantas controle (FigurdsK).

Os niveis de aminoacidos e proteinas totais permaneceram estaveis nas folhas das
plantas tratadas com NaCl, tanto sG®f] ambiente e elevada (Figuras, B). Por outro
lado, o estresse salino promoveu uma reducdo nos niveis de nitrato nos tecidos das folhas
das plantas cultivadas saB(@,] elevada, mas néo afetou os niveis de nitrato em folhas de
plantas sob [Cg) ambiente, em comparacédo com as plantas controle (Figura 5C). Ademais,
nenhuma mudanca nos niveis de aminoacidos e proteinas foi observada no caule das plantas
tratadas com Na@hnto sob [CQ@ ambiente quanto sob [C[3elevada (Figuras 5D, E). Sob
[CO2] ambiente, os niveis de nitrato ndo foram afetados no caule das plantas tratadas com
NaCl e cultivadas sob [CPambiente (Figura 5F). Entretanto, o nitrato reduziu nos tecidos
do caule em plantas tratadas com NaCl mantidas sof) fVada, quando comparado com
as plantas controle (Figura 5F). O tratamento com NaCl aumentou os niveis de aminoacidos
nas raizes das plantas crescidas, tanto®04 pmbiente e elevada (Figura 5G). Entretanto,
os niveis de proteina foram semelhantes em plantas tratadas com NaCl, em comparacdo com
0S seus respectivos controles (Figura 4H). Ademais, os niveis de nitrato reduziram nas raizes
das plantas de tomate tratadas com NaCl, tanto €@h] [ambiente e elevada, em

comparagao com as plantas controle (Figuya 51
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Figura 5. Niveis de aminoé&cidos, proteina e nitrato nos tecidos da folha, caule e raiz de plantas
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Para um melhor entendimento das alteracdes acima descritas no metabolismo
primario das plantas de tomate, o perfil metabdlico foi analisado usando cromatografia
gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas (GC-MS) (Figuras 6A, B). Os niveis de
fenilalanina, GABA, lisina, metionina, ornitina, treonina, triptofano, glutamato, glutamina e
valina nas folhas das plantas tratadas com NaCl foram semelhantes aos observados nas
plantas-controle, tanto sdO;] ambiente quanto sob [GPelevada (Figuras 6A)O
estresse salino aumentou os niveis de arginina, asparagina, cisteina, glicina, serina e tirosina
em folhas das plantas crescidas s@®f] ambiente, mas ndo em plantas cultivadas sob
elevada [C@)], em relacdo aos respectivos controles. Em contraste, os niveis de alanina e
aspartato foram aumentados em folhas das plantas tratadas com NacCl cultivadas]sob [CO
ambiente, enquanto reduziram em plantas expostas a solucao dgebIplID] elevada. Os
niveis de prolina aumentaram nas folhas das plantas de tomate tratadas com NaCl, tanto sob
[CO2] ambiente quanto sob [CPelevada (Figura 6A).

Claramente, houve um aumento significativo nos niveis dos aminoacidos alanina,
arginina, aspartato, GABA, glicina, glutamina, glutamato, serina e treonina nas raizes das
plantas tratadas com NacCl cultivadas sobjGnbiente, mas ndo em plantas sob estresse
salino mantidas em [CQelevada, em relacdo aos respectivos controles (Figura 6B). Por
outro lado, o estresse salino ndo alterou os niveis de asparagina, fenilalanina, lisina,
metionina e ornitina nas raizes das plantas de tomate cultivadas tanto grarmi@@ente e
elevadaOs niveis de prolina aumentou nas raizes das plantas tratadas com NacCl, tanto sob
[CO;] ambiente quanto sob [Gelevada. Ademais, 0 estresse salino reduziu os niveis de
triptofano nas raizes das plantas crescidas €] [ambiente, mas ndo em plantas

cultivadas sob elevada [GIdFigura 6B).
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Figura 6. Mudancas nos niveis de aminoacidos nos tecidos da folha (A) e raiz (B) em plantas
tomate tratadas com NaCl, sob [f@mbiente (400 umol mol™?) e [CQ] elevada (750 pmol mol”

1. Uma lista completa de todos os aminoacidos medidos no GC-MS foi apresentada na Tabela
Material Suplementar. Médias indicadas por asterisco diferem estatisticamente dos respecti
controles, em nivel de 5% pelo test®iédias de 6 repeticdes * erro da média.
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A analise dos acidos organicos associados ao ciclo do acido tricarboxilico (TCA)
revelou que os niveis de citrato, isocitrato, 2-oxoglutarato, succinato, fumarato e malato
foram significativamente reduzidos em folhas das plantas de tomate tratadas com NaCl e
cultivadas em [Cg) ambiente, enquanto se mantiveram estaveis em plantas sep [CO
elevada, em relacdo aos respectivos controles (Figura 7A). Ademais, 0s niveis de
oxaloacetato foram significativamente reduzidos em folhas das plantas tratadas com NacCl
cultivadas sob [Cg) ambiente, enquanto aumentaram em plantas expostas a solucédo de
NaCl sob [CQ] elevada. Os niveis de citrato, isocitrato e 2-oxoglutarato foram
significativamente aumentados nas raizes das plantas de tomate tratadas com NaCl e
cultivadas em [Cg) ambiente, enquanto se manteve estavel em plantas sepdliezada
em comparacdo com 0s respectivos controles (FigBya Interessantemente, o estresse
salino reduziu os niveis de succinato, fumarato, malato e oxaloacetato nas raizes das plantas

crescidas solJO,] ambiente, mas ndo em plantas cultivadas sob elevad(fggqura 7B).
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Figura 7. Mudancas nos niveis de metabdlitos do ciclo Té@#folha (A) e raiz (B) de
plantas tratadas com NaCl, sob ambiente e ]Gflevada. Uma lista completa dos
metabolitos medidos no GC-MS foi apresentada na Tabela S2, Material Suplementar.
Médias indicadas por asterisco diferem estatisticamente dos respectivos controles, em nivel

de 5% pelo teste Médias de 6 repeticdes * erro da média.
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4 DISCUSSAO

Os resultados aqui descritos indicam que os efeitos do NaCl na inibicdo do
crescimento das plantas de tomate cultivadas sob] [@abiente foram mitigadas quando
as plantas foram cultivadas sob [ff@levada (Figura 1). A diferenca na tolerancia a
salinidade entre as plantas de tomate cultivadas sob ambiente]ee[@@da tem sido
associada a absorcao seletiva ou exclusao dedgvisto que algumasvidéncias sugerem
que a elevada [C{possa ter um papel importante na protecdo contra os efeitos toaicos d
salinidade, via reducdo na absorcadNde em plantas de tomate (Del Amor 2013; Yi et al.
2015). Assim, o acumulo de Naos tecidos da folha, caule azrdoi quantificado. A
exposicdo das plantas de tomate a solucao de NaCl levou a um aumento acentuado nos niveis
de Nd nos tecidos da folha, caule ézrtanto sob CO;] ambiente e elevada, sugerindo que
a absorcao seletiva ou exclusdo dé hao estdo associadas com a tolerancia a salinidade
entre as plantas cultivadas sob fL@mbiente e elevada (Figura 2). A toxicidade a6 Na
pode, também, causar reducdo na absorcéo e no transporteldediz para a parte aérea
da planta (Bartels and Sunkar 2005). Na Figura 2, obsertzanbém que a razdo NK*
nos tecidos da folha, caudgraiz ndo foi afetada pelo estresse salino em plantas cultivadas
sob [CQ] ambiente e elevada. Assim, esses resultados indicam que a homeostase'do ion K
nao foi afetada pelo estresse salino em plantas de tomate cultivadas tantokabhfii€dte
e elevada.

O efeito do NaCl na inibicdo do crescimento das plantas pode ser atribuido a inibicao
da fotossintese promovida pela redueéugs (Chaves et al. 2009; Del Amor 2013; Pérez-
Lépez, Miranda-Apodaca, Mena-Petite, et al. 2013). Emp]@@biente, o estresse salino
reduziuA, com decréscimos paralelos nos valoregs@«C; (Figura 3). Entretanto, aumesto

emA, gs e Ci foram observados em plantas tratadas com NaCl cultivadas efheléada,
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em comparacao com as plantas sob estresse salino mantidas gamjGiénte (Figura 3).
Assim, os resultados indicam que a mitigacao dos efeitos do NaCl no crescimento das plantas
cultivadas sob [Cg) elevada foram determinadas, pelo menos em parte, pela manutencao
das trocas gasosas. Em cevada e tomate, a manutergzde garalelamente e) parece
depender mais diretamente da conservacao da turgescéncia (Pérez-Lopez et al. 2009; Takagi
et al. 2009). Assim, a alteracdo das relacdes hidricas poderia explicar o maior ganho de
carbono (maiores valores dg A, biomassa total e TCR) das plantas tratadas com NaCl
cultivadas sob [Cg) elevada, em relacéo as plantas sob estresse salino mantidasgm [CO
ambiente. Interessantemente, 0 estresse salino ndo alterou o teor relativo de agua e o
potencial hidrico foliar no periodo da antemarh@plantas de tomate cultivagtanto em
[CO2] ambiente e elevada (Figuras S2). Portanto, outras potenciais limitagbes as trocas
gasosas poderiam estar atuando em plantas tratadas com NaCl mantidas]saij&0te,
como envolvendo ABA. De fato, a salinidade ativa a expressado de genes da biossintese do
ABA que desempenha um papel fundamental na integracédo da regulacéo da sinalizacéo do
horménio e a adaptacéo da planta ao estresse salino (Wang et al. 2015). Neste contexto, a
maior sensibilidade estoméatica das plantas tratadas com NacCl cultivadas ganjGiente
se traduziu em maiores decrescimoske(frigura 3).

NaCl promovdimita¢Bes bioquimicas oo ciclo de Calvin e diminuigdo da atividade
e quantidade de Rubisco (Flexas et al. 2004; James et al. 2006; Pérez-Lopez et al. 2012; He
et al. 2014; Pifero et al. 2014). Entretanto, aqui o estresse salino nadafeedltmax das
plantas de tomate cultivadas sob fL@nbiente (Figura 3). Ademais, a AFE e a FMF foram
semelhantes em plantas tratadas com NaCl, em comparagédo com o controle (Figura 1).
Aparentemente, estes resultados sé@o consistentes com um padrdao de aclimatacdo da
maquinaria bioquimica das plantas tratadas com NaCl cultivadas sepd@biente.A

reducdo dos valores de juntamente com reducdes @e Ci, sem alteracaem Fv/Fnm
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(Figura 3), em plantas tratadas com NaCl e cultivadas sob @@abiente, indica que a
fotossintese foi limitada grandemente pelo fechamento dos estomatos. Como a fixacdo de
CO,, etapa que consome a maior fragdo do poder redutor e ATP produzido durante a
fotoquimica (Peterhansel et al. 2010), foi limitada, uma maior quantidade de energia
absorvida pelas folhas deveria ser usada na fotoquimica da fotossintese. Portanto, espera-se
uma maior pressao de excitacdo nas folhas das plantas tratadas com NaCl mantidas sob
[COy] ambiente, o que potencializaria a probabilidade de ocorréncia de fotoinibicdo. Como
nao houve alteraces em NPQ (Figura 8n atividade das enzimas do sistema de defesa
antioxidante nas plantas tratadas com NaCl cultivadas sof fbabiente (Figura S3)
outras rotas alternativas de dissipacdo energética poderiam estar atuando, como a
fotorrespiracdo. Em [C£ambiente, os niveis dos aminoacidos glicina e serina bem como
os niveis de glicerato foram aumentados em folhas de plantas tratadas com NaCl (Figura 5,
Tabela S1). Por outro lado, sob [g@levada, os niveis de glicinserina e gliceratem
plantas tratadas com NaCl foram semelhantes em comparagdo com 0S seus respectivos
controles. Assim, estes resultados reforcam o papel da fotorrespiracdo na protecédo da
maquinaria fotossintética, particularmente sob condicbes de estresse, como nas plantas
tratadas com NaCl mantidas sob [{L@mbiente (Bauwe et al. 2010; Obata et al. 2015).

Existe um consenso geral de qu€®]] elevada aumenta a fixacdo de carboiso, o
niveis de carboidratos nas folhas e o crescimento das plantas (Ainsworth et al. 2002;
Kirschbaum 2011). Além disso, o crescimento e desenvolvimento das plantas é altamente
dependente da disponibilidade carbono (Wiese et al. 2007; Pantin et al. 2011). Assim, 0
efeito da CO,] elevada no metabolismo priméariagplantas de tomate crescendo em solo
suplementado com NaCl foi investigado acompanhando-se o0s niveis de metabdlitos
envolvidos no metabolismo central das plantas. O NaCl promoveu um aumento nos niveis

de sacarose em folhas de plantas mantidas sob| @abiente (Figura 4). Ademais, o
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estresse salino ndo aberos niveis glicose, frutose e amido nas folhas das plantas de tomate
cultivadasem [CO;] ambiente, em comparagdo com o controle. Juntos esses resultados
sugerem que a reducao na (Rigura 3), em folhas de plantas tratadas com NaCl mantidas
sob [CQ] ambiente, ndo foi limitada pela disponibilidade de carbono, mas sim pela baixa
demanda do dreno. Nesse contexto, a salinidade promoveu reducdo na biomassa total e na
TCR, bem como nos intermedarios do ciclo do TCA em folhas das plantas cultivadas sob
[CO2] ambiente, em comparagdo com as plantas controle (Figuras 1 e 7). Por outro lado, a
reducao nos niveis de glicose e frutose em folhas de plantas tratadas com NaCl mantidas sob
[COy] elevada pode ter colaborado para manter a taxa respiratoria bem como os niveis dos
intermediarios do TCA (Figuras 4 e 7).

Em raizes, o NaCl aumentou os niveis de glicose, frutose e sacarose spb [CO
ambiente e [Cg) elevada (Figura 4). Sob seca e salinidade o acumulo de aclUcares néo
estruturais, principalmente sacarose, sdo importantes na resposta a esses fatores (Pérez-
Lépez et al. 2010; Arbona et al. 2013), pois além da manutenc¢éo do crescimento (Wu et al.
2013), atuam como osmoprotetores que permitem a manutencdo da turgescéncia,
estabilidade de membranas celulares e previnem a degradacao de proteinas (Juan et al. 2005;
Pérez-Lopez et al. 2010; Almeida et al. 2014). De fato, os niveis de proteinas mantiveram
estaveis nas raizes das plantas tratadas com NaCl cultivadas sob ambienjeleyada,
em comparagao com os controles (Figura 5). Por outro lado, sob ambas concentracdes de
CO,, as raizes de plantas sob estresse salino apresentaram-se reduzidos niveis de nitrato,
acompanhado por aumento nos niveis de aminoacidos totais (Figura 5). A salinidade
aumentou os niveis de alanina, arginina, aspartato, GABA, glutamato, glutamina, glicina,
prolina, serina e treonina em raizes das plantas sofj fo@iente, bem como 0 aumento
de prolina em raizes de plantas sob alta)]J@Elgura 6). Ressalta-se que sob salinidade os

valores relativos de prolina em raizes foram elevados em torno de 25 e 12 vezes flara [CO
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ambiente e elevada, respectivamente, em detrimento de folhas com aumentos de
aproximadamente 7 e 2 vezes, respectivamente. A prolina é um importante indicador de
estresses abioticos, como déficit hidrico e salino, e tem papel fundamental na manutencéo
de proteinas, membranas celulares bem como atua na eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio e como uma reserva organica de N quando catabolizada (Hayat et al. 2012;
Krasensky and Jonak 2012; Del Amor 2013; Guo et al. 2015). O acumulo de prolina varia
entre estresses e niveis de tolerancia, embora ndo existam padrbes de acumulo que sejam
atribuidos a tolerancia a salinidade (Chen et al. 2007; Hayat et al. 2012; Jaarsma et al. 2013)
Contudo, estudos vém mostrando que em plantas sujeitas ao estresse salino, o0 aumento da
[COy] favorece a redugédo das concentragdes de prolina, juntamente com a mitigacdo dos
efeitos da salinidade no crescimento (Pérez-Lopez et al. 2010; Del Amor 2013).

O tratamento com NaCl aumentou a FMR em plantas crescidas sgjlafalente,
mas nao em plantas cultivadas sob {fc&devada (Figura 1). Interessantemente, o0 estresse
salino aumentou os niveis dos &cidos organicos (citrato, isocitrato e 2-oxogjutataro
envolvidos na primeira parte do ciclo do TCA, enquanto os niveis de succinato e dos outros
intermediarios da segunda parte do ciclo do TCA foram reduzidos nas raizes das plantas
cultivadas sob [C&) ambiente (Figura 7). A respiracao mitocondrial € dividida em trés vias
principais (glicolise, ciclo do TCA e cadeia de transporte de elétrons) e varias caracteristicas
Unicas do metabolismo respiratorio estdo presentes nas plantas (Aradjo et al 2012). Assim,
os resultados sugerem a ocorréncia de uma regulacdo especifica da respiracao; em vista do
acumulo de agUcares para suportar o crescimento das raizes em condicéo estresse salino em
plantas mantidas sob [GDambiente. Além disso, resultados acima descritos também
sugerem que nas raizes, a salinidade modulou o fluxo de 2-oxoglutarato para a sintese de
aminoacidos (glutamato, glutamina, aspartato e arginina) responsaveis pela assimilacao de

nitrogénio que pode estar associada com redugdo dos niveis de succinato, intermediario
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subsequente ao 2-oxoglutarato no ciclo do TCA (Figuras 6 e 7). Esses resultados indicam
mudancas do metabolismo respiratério em funcéo da biossintese de prolina e GABA, ambos
produzidos a partir do glutamato por rotas distintas (Buchanan et al. 2015). Assim, tomados
em conjunto, pode-se sugerir que em raizes sob estresse salino, a demanda energética e
ajustamento osmatico € mais importante para o desenvolvimento das raizes, como observado
pelas altas concentracdes de acucares. Por outro lado, a elevap&aflid de forma
energética os mecanismos de tolerancia a salinidade, a partir do acumulo de carboidratos,
conservacao do fluxo respiratério, refletido na manutencéo de niveis de acidos organicos e
da maioria dos aminoacidos em condicfes de estresse salino.

Para uma andlise mais completa da acdo:][G&evada na determinacdo do
crescimento das plantas sob condicdo de salinidade, os niveis de amido, acucares soluveis,
aminodcidos totais, proteina e nitrato foram quantificados em caules de plantas tratadas com
NaCl e cultivadas sob [GPDambiente ou sobdO;] elevada. O NaCl reduziu ligeiramente
a FMC das plantas de tomate cultivadas sob [CO2] ambiente, mas nenhum efeito foi
observado na FMC das plantas cultivadas @®»] elevada (Figura 1). Os niveis de amido,
acucares soluveis, aminoacidos totais e proteinas permaneceram estaveis no caule das
plantas tratadas com NaCl, em comparacdo com o caule das plantas controle tanto sob
ambiente eCO,] elevada (Figuras 4 e 5). Os niveis de nitrato permaneceram estaveis no
caule das plantas tratadas com NaCl solp]@®biente, mas ndo no caule das plantas sob
[COy] elevada (Figura 5). No entanto, o maior nivel nitrato, glicose e amido ocorreu no caule
das plantas cultivadas sdb{,] elevada, em comparacéo com as plantas mantida€6gp [
ambiente (Figuras 4 e 5). Os niveis de amido das folhas das plantas desempenham um papel
fundamental na integracdo da regulacdo da producéo de biomassa (Sulpice et al. 2009;
Stitt et al. 2010). Assim, as altas concentracdes de carboidratos nos caules das plantas de

tomate sob [Cg) elevada podem sinalizar para um aumento da taxa de cresc{®dtioa
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et al. 2013; Lastdrager et al. 2014). Em outras palavras, a habilidade das plantas de tomate
tratadas com NaCl em utilizar mais eficientemente os elevados niveis de carbonofob [CO
elevada influenciou diretamente o seu crescimento. Isto desempenhou um papel importante
ao possibilitar uma maior taxa de crescimento das plantas tratadas com NaCl gob [CO

elevada.
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5 CONCLUSAO

Em [CQ] ambiente, o estresse salino reduziu a biomassa total e a TCR, sem alterar
a AFE e a FMF das plantas de tomate. A reducao dos valohepideamente com reducdes
emgs e Ci, sem alteracdo d&,/Fm, em plantas tratadas com NaCl e cultivadas sob][CO
ambiente, indica que a fotossintese foi limitada pelo fechamento dos estdmatos. Ademais, o
estresse salino ndo afetiukx e Vemax das folhas das plantas de tomate cultivadas sol [CO
ambiente, em contraste com o0 que vem sendo exaustivamente relatado em varias espécies
de plantas, incluindo o tomate. Assim, a manutenc¢éo da capacidade maxima de carboxilacéo,
sem ocorréncia de danos fotoquimicos, sdo consistentes com um padréo de aclimatacéo da
maquinaria bioguimica das plantas tratadas com NaCl cultivadas sepd@Biente.A
exposicdo das plantas de tomate a concentracdes crescentes de NaCl pode ter contribuido
parao processo de aclimatacao da maquinaria bioquimica. O NaCl, também, reslezau R
E das plantas de tomate cultivadas sobjJ@biente. Destaca-se que a maioria dos estudos
de crescimento das plantas em condicdo de estresse salino sdo realizados sob condi¢bes
controladas, sem mudancas periddicas da temperatura, radiacdo e umidade. Nessas
condicdes, espera-se que caracteristicas morfologicas (e.g. AFE e FMF) sejam mais
relevantes na determinacdo da TCR do que variaveis fisioldgicas (e.g. fotossintese e
respiracao), que sdo variaveis com resposta mais flexivel as variacdes da disponibilidade de
recursos do ambiente.

Por outro lado, o efeito da reducéo do crescimento das plantas de tomate tratadas com
NaCl sob [CQ] ambiente foi mitigado quando as plantas foram mantidas sof) §&®ada.
A maior TCR e biomassa total das plantas de tomate tratadas com NaCl spél¢Caula
parece ser resultado das magtaxas fotossintéticas que contribuiram para um balanco de

carbono mais favoravel. Uma questdo importante € compreender como os Mi@iséde
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detectados nas plantas sob condicdes de estresse salino, e como a estreita coordenacdo do
crescimento e do metabolismo primario € alcaneadlplantas cultivadas em um ambiente

com mudancas nas concentracdes de CO
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Tabela S1.Niveis de metabdlitos em folhas de plantas tratadas com NaCl, sob ambiente
(400 mol mott) e [CQy] elevada (750 pmol mol™?). Valores definidos em negrito diferem
estatisticamente do respectivo controle, em nivel de 5 % peld.t&stelados sdo a média

de 6 repeticdes + erro da média.

400 umol CQ@ mol?t 750 pmol CQ@ mol*?

Metabolitos

Controle NaCl Controle NaCl
Frutose 1.00+0.06 0.89+0.07 1.00+0.15 0.58+0.05
Glicose 1.00+0.08 0.88+0.11 1.00+£0.14  0.55%0.07
Glicerato 1.00+0.09 1.79+0.07 1.00+0.07 0.46%0.04
3-P-glicerato 1.00+0.10 0.61+0.05 1.00+0.11 1.64+0.15
Acido latico 1.00+0.08 1.15+0.14 1.00+0.07 1.04+0.12
Myo-inositol 1.00+0.04 1.63+0.02 1.00+0.08 1.15+0.14
Alanina 1.00+0.13 1.97+0.10 1.00+£0.14  0.42+0.07
Arginina 1.00+0.05 1.34+0.08 1.00+0.04 1.16+0.14
Asparagina 1.00+0.04 1.23+0.05 1.00+0.04  0.84%0.05
Aspartato 1.00+0.07 1.42+0.09 1.00+0.06  0.47%0.05
Cisteina 1.00+0.11 1.22+0.06 1.00+0.11 0.91+0.12
Glutamato 1.00+0.08 0.94+0.07 1.00+0.05 0.92+0.10
Glutamina 1.00+0.10 1.16+0.05 1.00+0.12 0.85+0.07
Glicina 1.00+0.09 1.31+0.04 1.00+0.08 1.22+0.10
Lisina 1.00+0.12 0.88+0.16 1.00+0.10 1.14+0.05
Metionina 1.00+0.05 1.09+0.04 1.00+0.12 0.82+0.08
Ornitina 1.00+0.06 0.85+0.10 1.00+0.13 1.20+0.11
Fenilalanina 1.00+0.14 0.78+0.12 1.00+0.08 1.15+0.07
Prolina 1.00+0.10 6.88+0.19 1.00+0.12 1.62+0.15
Serina 1.00+0.08 1.66+0.08 1.00+0.04 1.07+0.06
Treonina 1.00+0.07 1.11+0.09 1.00+0.11 1.03+0.12
Triptofano 1.00+0.12 0.89+0.10 1.00+0.06 0.93+0.05
Tirosina 1.00+0.07 2.27+0.15 1.00+0.07 0.91+0.08
Valina 1.00+0.14 1.16+0.08 1.00+0.11 1.23+0.14
Citrato 1.00+0.11 0.37+0.07 1.00+0.11 1.21+0.14
Fumarato 1.00+0.07 0.23+0.03 1.00+0.08 1.10+0.09
GABA 1.00+0.10 0.84+0.14 1.00+0.10 1.12+0.15
Isocitrato 1.00+0.09 0.44+0.07 1.00+0.13 1.20+0.10
Malato 1.00+0.06 0.33+0.04 1.00+0.05 1.05+0.06
2 OxoGlutarato 1.00+0.07 0.37+0.03 1.00+0.12 1.14+0.15
Oxalacetato 1.00+0.08 0.58+0.07 1.00+0.10 1.50+0.12
Piruvato 1.00+0.05 0.78+0.14 1.00+0.07 1.18+0.09
Succinato 1.00+0.08 0.41+0.05 1.00+0.09 1.10+0.11
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Tabela S2.Niveis de metabdlitos em raizes de plantas tratadas com NaCl, sob ambiente
(400 mol mott) e [CQ] elevada (750 umol mol ™). Valores definidos em negrito diferem
estatisticamente do respectivo controle, em nivel de 5 % peld.t@stelados sdo a meédia

de 6 repeticdes + erro da média.

400 umol C@ mof? 750 pmol CQ@ mol*?

Metabolitos Controle NaCl Controle NaCl
Frutose 1.00+0.07 1.74+0.14 1.00+0.09 1.15+0.16
Glicose 1.00+0.06 1.86+0.10 1.00£0.13 1.11+0.10
3-P-glicerato 1.00+0.10 2.85+0.16 1.00+0.10 1.03+0.08
Acido latico 1.00+0.15 1.17+0.13 1.00+0.06  1.07+0.14
Manose 1.00+0.04 1.21+0.09 1.00+0.08 1.11+0.09
Alanina 1.00+0.07 1.41+0.08 1.00+0.13 1.10+0.12
Arginina 1.00+0.05 1.35+0.04 1.00+0.06 1.07+0.10
Asparagina 1.00+0.12 1.02+0.09 1.00+0.11 1.15+0.08
Aspartato 1.00+0.05 1.21+0.04 1.00+0.06 0.95+0.11
Glutamato 1.00£0.10 2.18+0.14 1.00£0.09 0.90+0.07
Glutamina 1.00+0.04 1.39+0.05 1.00+0.12 1.16+0.09
Glicina 1.00+0.06 1.52+0.07 1.00+0.16 1.01+0.08
Lisina 1.00+0.08 1.07+0.05 1.00+0.14 0.79%0.10
Metionina 1.00+0.05 0.89+0.09 1.0040.06 1.03+0.05
Ornitina 1.00+0.11 1.16+0.10 1.00+0.09 0.90+0.11
Fenilalanina 1.00+0.09 1.05+0.08 1.00+0.11 0.93+0.05
Prolina 1.00%0.05 25.18+1.20 1.00+0.12 9.52+1.04
Serina 1.00+0.11 2.55+0.14 1.00+0.13 0.94+0.13
Treonina 1.00+0.13 1.82+0.10 1.00+0.07 0.96+0.08
Triptofano 1.00£0.04 0.67+0.05 1.00£0.08 1.05+0.12
Citrato 1.00+0.12 2.08+0.15 1.00£0.10 1.31+0.07
Fumarato 1.00+0.10 0.44+0.05 1.0040.10 0.83+0.12
GABA 1.00+0.06 1.83+0.10 1.00+0.14 1.12+0.09
Isocitrato 1.00+0.05 1.77+0.09 1.00+0.09 1.01+0.13
Malato 1.00+0.09 0.57+0.06 1.00+0.10 0.92+0.05
2 Oxoglutarato 1.00+0.08 1.59+0.10 1.00+0.06 1.03+0.14
Oxalacetato 1.00+0.11 0.61+0.05 1.00+0.09 1.10+0.07
Piruvato 1.00+0.05 1.11+0.09 1.00+0.10 0.88+0.06
Succinato 1.00+0.09 0.62+0.04 1.00+0.15 0.78+0.14
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Figura S1. Variacdo da radiacdo solar diaria global (A e B), temperaturas maximas e minimas
diarias (C e D) e déficit de presséo de vapor (E e G) maximos e minimos ao longo do periodo de
conducdo dos experimentos. Camara de topo aberto suplementada cemmod#dDO, mol?!
(Esquerda), camara de topo aberto suplementada conu@&0CO, mol?! (Direita). Linhas
horizontais representam as meédias dos valores. Os sensores de temperatura, umidade relativa fore
instalados em abrigo meteorologico dentro das camaras de topo aberto. Todos os sensores (LICOF
foram conectados a um sistema de aquisicdo de dados (LI-1400, LICOR, EUA), coletando-se 0s
dados a cada minuto e armazenando-se o valor médio a cada 30 min.
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Figura S2 Teor relativo de agua (TRA) e Potencial hidrico de plantas de tomate tratadas
com NaCl,sob [CQ] ambiente (40@umol molt) e [CO,] elevada (75@mol mof?). Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo teste Tukey. Médias de 6
repeticbes + erro da média. O potencial hidrico foliar determinado em folhas individuais
com uma bomba de pressao tipo Scholander, na antemanha (Gonzalez e Gonzalez-Vilar
2001).

Gonzalez L, Gonzalez-Vilar M. 2001. Determination of Relative Water Content. In:
Handbook of Plant Ecophysiology Techniqusdtor: Roger MJR. 2001. Kluwer Academic
Publishers. Dordrecht.
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Figura S3 Atividade de enzimas do metabolismo antioxidativo em folhas de plantas de
tomate tratadas com NaGhb [CQ] ambiente (40@mol molt) e [CO,] elevada (75@mol

mol?). Peroxidase do ascorbato (APX - EC 1.11.1.11) (A), Catalase (CAT - EC 1.11.1.6)
(B), Redutase da glutationa (GR - EC 1.6.4.2) (C) e Dismutase do superéxido (SOD - EC
1.15.1.1) (D). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% pelo
teste Tukey. Médias de 6 repeticdes + erro da média. Extracédo e determinacdes desatividade
enzimaticas foram seguidas de acordo com Pinheiro et al (2004).

Pinheiro HA, DaMatta FM, Chaves A RM, Fontes EPB, Loureiro ME 2004 Drought
tolerance in relation to protection against oxidative stress in clon€sftéda canaphora
subjected to long-term drouglitlant Sciencel67. 1387-1314.
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