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Resumo 

 
 
 
ANTUNES, Ana Clara Nascimento. Análise metabolômica não direcionada de 
polpa de morango cv. Camarosa cultivado sob condições de déficit hídrico e 
excesso salino. 2019. 80f. Dissertação (Mestre em Ciência e Tecnologia de 
Alimentos) – Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos, 
Faculdade de Agronomia ‘Eliseu Maciel’, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 
2019. 
 

Para suportar condições ambientais desfavoráveis as plantas comumente ativam 
mecanismos de defesa induzindo o acúmulo e/ou redução de compostos do 
metabolismo geral e especializado que podem ser identificados através da análise 
metabolômica não direcionada. Com isso, objetivou-se avaliar morangos da cultivar 
Camarosa cultivados em condições de déficit hídrico 95% da evapotranspiração da 
cultura-ETc (DH1), déficit hídrico 85% ETc (DH2), excesso salino 80 mM NaCl (ES) 
e grupo controle/irrigação normal (C) correspondendo a 100% ETc através da 
análise metabolômica não direcionada por cromatografia líquida (LC) e 
cromatografia gasosa (GC) acopladas a espectrometria (MS) as alterações 
ocorridas nos metabolismos geral e especializado das frutas. Para a diferenciação 
dos efeitos dos tratamentos em relação ao grupo controle foi utilizada análise 
estatística univariada. A análise por LC-MS/MS no modo de ionização negativo 
revelou que morangos submetidos ao tratamento DH1 apresentaram um aumento 
de 31% de metilsiringina e as frutas submetidas ao tratamento DH2 apresentaram 
um aumento de 51% do ácido 3-deoxi-D-manno-octulosônico e diminuição de 38% 
do 𝛽-D-glucuronopiranosil-(1→3)-𝛼-D-galacturonopiranosil-(1→2)-L-ramnose e de 
36% de ácido trans-cinâmico em relação ao grupo controle, enquanto que 
morangos do tratamento ES não diferiram de morangos do grupo controle. Por 
outro lado, a análise por LC-MS/MS no modo de ionização positivo demonstrou que 
morangos submetidos ao ES apresentaram um aumento de 39% de fosfocolina e 
25% de L-triptofano, entretanto neste modo de ionização não foram observadas 
diferenças significativas entre o grupo controle e os tratamentos DH1 e DH2. A 
análise por GC-MS demonstrou que morangos submetidos ao tratamento DH1 
apresentaram redução de 34% do 29-metilisofucosterol, enquanto que morangos 
DH2 apresentaram um aumento em 73% de frutose, 44% de 2,4-
dimetilbenzaldeído e 46% de 7,9-di-tert-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-2,8-
dione comparados aos do grupo controle. As frutas submetidas aos tratamentos 
DH2 e ES apresentaram uma diminuição de γ-sitosterol  (46% e 49%) e 29-
metilisofucosterol (52% e 53%), assim como um aumento de 22 e 71% de 
hidrocarbonetos (C20-C40) comparados ao grupo controle, respectivamente. Com 
isso, a estratégia de análise metabolômica não direcionada permitiu identificar 
alterações significativas de metabólitos do metabolismo geral e especializado que 
foram responsáveis pela diferenciação dos tratamentos DH1, DH2 e ES frente ao 
controle. 

 

Palavras-chave: Fragaria x ananassa; seca; salinidade; metaboloma; 
cromatografia líquida; cromatografia gasosa; espectrometria de massas.  



Abstract 
 
 
 
ANTUNES, Ana Clara Nascimento. Untargeted metabolomic analysis of flesh 
fruit of strawberry cv. Camarosa grown under water deficit and salt stress. 
2019. 80f. Dissertation (Master Degree in Food Science and Technology) – 
Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de 
Agronomia ‘Eliseu Maciel’, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019. 
 
 
To cope with unfavorable environmental conditions, plants commonly activate 
defense mechanisms inducing the accumulation and/or reduction of general and 
specialized metabolites that can be identified using untargeted metabolomic 
analysis. The objective of this study was to evaluate strawberries (cv. Camarosa) 
grown under two water deficit conditions 95% of crop evapotranspiration-ETc (DH1) 
and 85% ETc (DH2), salt stress 80 mM NaCl (ES) and control group corresponding 
to 100% ETc (C) by untargeted metabolomic analysis by liquid chromatography 
(LC) and gas chromatography (GC) coupled to mass spectrometry (MS) changes to 
general and specialized metabolisms of fruits. Univariate statistical analysis was 
applied to compare these treatments to control group. LC-MS/MS analysis in 
negative ionization mode revealed that strawberries submitted to DH1 treatment 
showed a 31% increase in methylsyringin and fruits submitted to DH2 treatment 
showed a 51% increase in 3-deoxy-D-manno-octulosonate and 38% and 36% 
decrease in 𝛽 -D-glucuronopyranosyl-(1->3)- 𝛼 -D-galacturonopyranosyl-(1->2)-L-
rhamnose and trans-cinnamic acid compared to control group, respectively, while 
for ES treatment no significant differences were observed compared to control 
group. On the other hand, LC-MS/MS analysis in positive ionization mode revealed 
that strawberries submitted to ES showed a 39% increase in phosphocholine and 
25% in L-tryptophan, however in this ionization mode no significant differences were 
observed between control group and DH1 and DH2 treatments. GC-MS analysis 
revealed that strawberries submitted to DH1 treatment showed a 39% decrease in 
29-methylisofucosterol, while DH2 strawberries showed a 73% increase in fructose, 
44% in 2,4-dimethylbenzaldehyde and 46% in 7,9-di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-
6,9-diene-2,8-dione compared to control group. Fruits submitted to DH2 and ES 
treatments showed a decrease in γ-sitosterol (46% and 49%) and 29-
methylisofucosterol (52% and 53%), as well as a 22% and 71% increase in 
hydrocarbons (C20-C40) compared to control group, respectively. Thus, the 
strategy of untargeted metabolomic analysis allowed the identification of significant 
metabolic alterations in general and specialized metabolism that were responsible 
for the differentiation of treatments DH1, DH2 and ES against the control group. 
 
 
 
Keywords: Fragaria x ananassa; water deficit; salinity; metabolome; liquid 
chromatography; gas chromatography; mass spectrometry. 



Lista de Figuras  
 
 

Figura 1 Estruturas botânicas que compõem a fruta do 

morangueiro................................................................................   20 

Figura 2 Fases de adaptação das plantas em situações de estresse 

(homeostase, alarme, resistência (aclimatação e manutenção), 

exaustão e regeneração)............................................................ 24 

Figura 3 Cromatograma de íons extraídos (EICs) de metabólitos 

detectados em extratos de morango cv. Camarosa do grupo 

controle por LC-MS/MS no modo de ionização negativo (A) e 

positivo (B).................................................................................. 38 

Figura 4 Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de 

log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e 

Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o 

tratamento DH1 e grupo controle, analisados por LC-MS/MS 

no modo de ionização negativo. Os pontos vermelhos 

representam os metabólitos estatisticamente significativos…… 39 

Figura 5 Espectro de MS/MS do composto m/z 1.025,3406 presente em 

morangos cv. Camarosa no tratamento DH1 analisados por 

LC-MS/MS no modo de ionização negativo................................ 39 

Figura 6 Espectro de MS/MS da metilsiringina presente em morangos 

cv. Camarosa no tratamento DH1 analisados por LC-MS/MS 

no modo de ionização negativo................................................... 40 

Figura 7 Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de 

log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e 

Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o 

tratamento DH1 e grupo controle, analisados por LC-MS/MS 

no modo de ionização positivo. Os pontos vermelhos 

representam os metabólitos estatisticamente significativos........ 40 



Figura 8 Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de 

log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e 

Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o 

tratamento DH2 e grupo controle, analisados por LC-MS/MS 

no modo de ionização negativo. Os pontos vermelhos 

representam os metabólitos estatisticamente significativos........ 

 

41 

Figura 9 Espectro de MS/MS do ácido 3-deoxi-D-mano-octulosônico em 

morangos cv. Camarosa no tratamento DH2 analisados por 

LC-MS/MS no modo de ionização negativo................................ 42 

Figura 10 Espectro de MS/MS do β-D-glucuronopiranosil-(1→3)-α-D-

galacturonopiranosil-(1→2)-L-ramnose presente em morangos 

cv. Camarosa no tratamento DH2 analisados por LC-MS/MS 

no modo de ionização negativo................................................... 42 

Figura 11 Espectro de MS/MS do ácido trans-cinâmico presente em 

morangos cv. Camarosa no tratamento DH2 analisados por 

LC-MS/MS no modo de ionização negativo................................ 43 

Figura 12 Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de 

log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e 

Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o 

tratamento DH2 e grupo controle, analisados por LC-MS/MS 

no modo de ionização positivo. Os pontos vermelhos 

representam os metabólitos estatisticamente significativos........ 43 

Figura 13 Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de 

log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e 

Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o 

tratamento ES e grupo controle, analisados por LC-MS/MS no 

modo de ionização negativo. Os pontos vermelhos 

representam os metabólitos estatisticamente significativos........ 44 



Figura 14 Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de 

log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e 

Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o 

tratamento ES e grupo controle, analisados por LC-MS/MS no 

modo de ionização positivo. Os pontos vermelhos representam 

os metabólitos estatisticamente significativos............................. 45 

Figura 15 Espectro de MS/MS do L-triptofano presente em morangos cv. 

Camarosa no tratamento ES analisado por LC-MS/MS no 

modo de ionização positivo......................................................... 45 

Figura 16 Cromatograma do íons totais (TIC) da análise metabolômica 

não direcionada de morango cv. Camarosa por GC-MS na 

fração semi-polar A (A) e fração semi-polar B (B)...................... 49 

Figura 17 Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de 

log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e 

Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o 

tratamento DH1 e grupo controle, analisados por GC-MS na 

fração semi-polar A. Os pontos vermelhos representam os 

metabólitos estatisticamente significativos.................................. 50 

Figura 18 Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de 

log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e 

Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o 

tratamento DH1 e grupo controle, analisados por GC-MS na 

fração semi-polar B. Os pontos vermelhos representam os 

metabólitos estatisticamente significativos.................................. 51 

Figura 19 Espectro de massas experimental (A) e teórico (B) do 29-

metilisofucosterol presente em morangos cv. Camarosa no 

tratamento DH1 analisado por GC-MS na fração semi-polar B.. 51 

Figura 20 Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de 

log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e 

Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o 

tratamento DH2 e grupo controle, analisados por GC-MS na 

fração semi-polar A. Os pontos vermelhos representam os 

metabólitos estatisticamente significativos.................................. 52 



Figura 21 Espectro de massas experimental (A) e teórico (B) da D-(-)-

frutofuranose presente em morangos cv. Camarosa no 

tratamento DH2 analisado por GC-MS na fração semi-polar A.. 53 

Figura 22 Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de 

log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e 

Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o 

tratamento DH2 e grupo controle, analisados por GC-MS na 

fração semi-polar B. Os pontos vermelhos representam os 

metabólitos estatisticamente significativos.................................. 53 

Figura 23 Espectro de massas experimental (A) e teórico (B) do 2,4-

dimetilbenzaldeído presente em morangos cv. Camarosa no 

tratamento DH2 analisado por GC-MS na fração semi-polar B.. 54 

Figura 24 Espectro de massas experimental (A) e teórico (B) do 7,9-di-

tert-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-2,8-dione presente em 

morangos cv. Camarosa no tratamento DH2 analisado por GC-

MS na fração semi-polar B.......................................................... 54 

Figura 25 Espectro de massas experimental (A) e teórico (B) de 

hidrocarbonetos presente em morangos cv. Camarosa no 

tratamento DH2 analisado por GC-MS na fração semi-polar B.. 55 

Figura 26 Espectro de massas experimental (A) e teórico (B) do γ-

sitosterol presente em morangos cv. Camarosa no tratamento 

DH2 analisado por GC-MS na fração semi-polar B…………….. 55 

Figura 27 Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de 

log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e 

Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o 

tratamento ES e grupo controle, analisados por GC-MS na 

fração semi-polar A. Os pontos vermelhos representam os 

metabólitos estatisticamente significativos.................................. 56 



Figura 28 Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de 

log2(FC) indicam aumento dos metabólitos e vice-versa) e 

Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o 

tratamento ES e grupo controle, analisados por GC-MS na 

fração semi-polar B. Os pontos vermelhos representam os 

metabólitos estatisticamente significativos.................................. 57 



Lista de tabelas 
 
 

Tabela 1 Metabólitos detectados por LC-MS/MS que apresentaram 

diferença significativa (p ≤ 0.05 e fold-change (FC) ≥ 1.5) 

entre os tratamentos...................................................................  47 

Tabela 2 Identificação tentativa dos metabólitos que apresentaram 

diferença significativa (p ≤ 0.05 e fold-change (FC) ≥ 1.5) 

entre os tratamentos na análise metabolômica não direcionada 

por LC-MS/MS............................................................................. 48 

Tabela 3 Metabólitos detectados por GC-MS que apresentaram 

diferença significativa (p ≤ 0.05 e fold-change (FC) ≥ 1.5) 

entre os tratamentos................................................................... 58 

Tabela 4 Identificação tentativa dos metabólitos que apresentaram 

diferença significativa (p ≤ 0.05 e fold-change (FC) ≥ 1.5) 

entre os tratamentos na análise metabolômica não direcionada 

por GC-MS.................................................................................. 59 



Sumário 

1 Introdução .......................................................................................................... 16 

2 Objetivo............................................................................................................... 19 

3 Hipótese .............................................................................................................. 19 

4 Revisão Bibliográfica ........................................................................................ 20 

4.1 Morango ........................................................................................................... 20 

4.2 Estresses abióticos ........................................................................................ 22 

4.2.1 Déficit hídrico e excesso salino .................................................................. 24 

4.3 Metabolômica .................................................................................................. 25 

4.3.1 Obtenção da matéria-prima ......................................................................... 27 

4.3.2 Extração dos metabólitos ........................................................................... 27 

4.3.3 Plataformas analíticas ................................................................................. 27 

4.3.3.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectromeria de massas .............. 27 

4.3.3.2 Cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas .............. 29 

4.3.4 Processamento e análise estatística de dados ......................................... 30 

4.3.5 Identificação dos metabólitos ..................................................................... 32 

5 Material e métodos ............................................................................................ 32 

5.1 Material Vegetal ............................................................................................... 32 

5.2 Análise metabolômica não direcionada por LC-MS/MS .............................. 33 

5.2.1 Preparo dos extratos ................................................................................... 33 

5.2.2 Parâmetros e condições de análise ........................................................... 33 

5.3 Análise metabolômica não direcionada por GC-MS .................................... 34 

5.3.1 Preparo dos extratos ................................................................................... 34 

5.3.2 Parâmetros e condições de análise ........................................................... 35 

5.4 Tratamento dos dados.................................................................................... 36 



5.4.1 LC-MS/MS ..................................................................................................... 36 

5.4.2 GC-MS ........................................................................................................... 37 

6 Resultados .......................................................................................................... 37 

6.1 Análise metabolômica não direcionada por LC-MS/MS .............................. 37 

6.2 Análise metabolômica não direcionada por GC-MS .................................... 49 

7 Discussão ........................................................................................................... 60 

7.1.1 Alterações ocorridas em morangos cv. Camarosa submetidos ao déficit 

hídrico 95% ETc (DH1) analisados por metabolômica não direcionada .......... 60 

7.1.2 Alterações ocorridas em morangos cv. Camarosa submetidos ao déficit 

hídrico 85% ETc (DH2) analisados por metabolômica não direcionada .......... 61 

7.1.3 Alterações ocorridas em morangos cv. Camarosa submetidos ao 

excesso salino 80 mM NaCl (ES) analisados por metabolômica não 

direcionada ............................................................................................................ 63 

8 Conclusão........................................................................................................... 66 

Referências............................................................................................................ 67 

 



 

 

16 

1 Introdução 

As plantas produzem uma diversidade de metabólitos com estruturas 

distintas e em concentrações variadas que são fundamentais para seu 

crescimento, desenvolvimento e interações com o meio ambiente (HONG et al., 

2016). Em condições ambientais adversas as plantas ativam mecanismos de 

defesa para restabelecer a homeostase celular e minimizar potenciais danos ao 

seu metabolismo (ATKINSON; URWIN, 2012; BUCHANAN et al., 2015). Fatores 

bióticos e abióticos são as principais causas que levam a perdas de produção na 

agricultura (WANG; FREI, 2011). Sob condições extremas de seca e salinidade, as 

plantas modificam a expressão de genes, afetando aspectos fisiológicos reduzindo 

a produtividade (ARBONA et al., 2013; GALLI et al., 2018). No entanto, o emprego 

de estresses moderados tem sido proposto como uma estratégia de biofortificação 

a fim de acumular metabólitos para suportar a condição estressora sem reduzir a 

produtividade (GALLI et al., 2016; PERIN et al., 2019). 

O morango é um pseudofruto habitualmente tratado por fruta que possui 

abrangência e relevância mundial. No Brasil sua produção média anual é de 150 

mil toneladas e concentra-se nas regiões de clima subtropical e temperado nos 

estados de São Paulo, Minas Gerais, Paraná e Rio Grande do Sul (FAGHERAZZI 

et al., 2017). Existem cerca de 600 cultivares de morango, que diferem quanto a 

cor, sabor, tamanho, textura e composição química entre outros apectos. Dentre os 

compostos de maior abundância nesse pseudofruto se destacam a vitamina C e os 

compostos derivados dos fenilpropanóides, como ácidos fenólicos e flavonóides 

(PADULA et al., 2013). 

O morango é considerado um pseudofruto modelo para estudos que avaliam 

efeitos de fatores como constituição genética, estágio de maturação (D’URSO et 

al., 2015; DAI et al., 2013; KÅRLUND et al., 2016; MOING et al., 2001; ZHANG et 

al., 2011), cultivo sob condições de déficit hídrico (GHADERI; SIOSEMARDEH, 

2011; GINÉ-BORDONABA; TERRY, 2016; KLAMKOWSKI; TREDER, 2008; PERIN 

et al., 2019) e excesso salino (AL-SHORAFA et al., 2014; GALLI et al., 2016; 

KEUTGEN; PAWELZIK, 2007; PERIN et al., 2019; TURHAN; ERIS, 2009) nas 

alterações metabólicas que influenciam a qualidade das frutas. 
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A composição de metabólitos gerais e especializados das plantas se altera 

em função das condições ambientais (CHAVES et al., 2009; MIRÁS-AVALOS; 

INTRIGLIOLO, 2017). Entende-se por metabolismo geral as transformações 

comuns a todas as plantas, que contribuem para o desenvolvimento e manutenção 

do seu ciclo de vida e incluem o metabolismo de carboidratos, lipídeos, proteínas e 

ácidos nucleicos (TAIZ; ZEIGER, 2004). O metabolismo especializado é de 

ocorrência limitada a indivíduos, espécies ou grupo de espécies. Esses metabólitos 

conferem à planta vantagem competitiva na sua interação com o meio ambiente. 

Compostos do metabolismo especializado incluem as classes dos terpenóides, 

glicosídeos cianogênicos, glicosinolatos, alcalóides e compostos fenólicos 

(BUCHANAN et al., 2015; TAIZ; ZEIGER, 2004). 

Por meio da análise metabolômica é possível identificar e quantificar os 

compostos presentes em um organismo de forma a obter informações sobre as 

alterações e o acúmulo de metabólitos que foram induzidos por uma resposta 

fisiológica ou fenotípica (ARBONA et al., 2013). Estudos que buscaram identificar 

alterações metabólicas em plantas submetidas a condições ambientais adversas 

utilizaram estratégias de análise direcionada de compostos marcadores 

(CORRALES et al., 2017; ROCHA et al., 2010) ou análises não direcionadas (HU et 

al., 2014; KALING et al., 2015; URANO et al., 2009) a fim de explorar o maior 

número de metabólitos que possam ser alterados. 

A estratégia de análise metabolômica não direcionada objetiva a avaliação 

simultânea da maioria dos compostos de baixo peso molecular (normalmente < 

1500 Da) presentes na planta em determinado momento (CASTRO-PUYANA; 

HERRERO, 2013; HU; XU, 2013). Devido a grande complexidade de qualquer 

metaboloma, normalmente constituído de um grande número de compostos em 

concentrações variadas e com propriedades físico-químicas muito distintas, em 

metabolômica, geralmente, se associa o uso de técnicas analíticas cromatográficas 

com a espectrometria de massas (MS) que apresenta sensibilidade, especificidade 

e alta resolução na determinação qualitativa e quantitativa desses metabólitos 

(AUH; LEE, 2013; HU; XU, 2013). 

Condições de excesso ou falta de água e excesso ou falta de sais alteram o 

metabolismo de açúcares, ácidos orgânicos, aminoácidos e compostos fenólicos 

(GINÉ-BORDONABA; TERRY, 2016; KEUTGEN; PAWELZIK, 2008b, 2008a; 

WEBER et al., 2017). Apesar do que já se conhece sobre as respostas do morango 
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às condições de estresses abióticos, há uma diversidade de metabólitos que 

potencialmente podem estar envolvidos na regulação das respostas a condições 

estressoras que podem ser revelados por análise metabolômica não-direcionada 

(KALING et al., 2015).  
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2 Objetivo 

 Avaliar as alterações ocorridas no metabolismo geral e especializado de 

morango cv. Camarosa, submetidos a condições de déficit hídrico e excesso salino, 

através da análise metabolômica não direcionada. 

3 Hipótese 

A utilização da análise metabolômica não direcionada possibilita a 

identificação e diferenciação de compostos que são alterados por déficit hídrico e 

excesso salino em morangos da cv. Camarosa. 
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4 Revisão Bibliográfica 

4.1 Morango  

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duchene) é um híbrido octaplóide que 

originou-se na Europa pelo cruzamento entre as espécies selvagens F. chiloenses 

e F. virginiana. Pertencente à família Rosaceae e subfamília Rosoideae, é uma 

angiosperma dicotiledônia. Considerado um pseudofruto não climatérico, cuja 

“fruta”, o aquênio, é resultante da fecundação dos óvulos que estimulam o 

crescimento do receptáculo floral (Figura 1) (VIGNOLO et al., 2016; HUSAINI; 

ZAKI, 2016). 

 

Figura 1 - Estruturas botânicas que compõem a fruta do morangueiro. 

Fonte: ESALQ, 2018. 

 
O morango é considerado uma importante fonte de renda para os 

produtores, sendo apreciado em todo mundo. Os Estados Unidos, líder de 

produção, seguido de México, Turquia e Espanha, em 2017 ultrapassou 1 milhão 

de toneladas, segundo dados oficiais (FAOSTAT, 2017). O Brasil não está entre os 

maiores produtores mundiais; no entanto, a produção tem aumentado devido aos 

programas de melhoramento e as novas técnicas de manejo. Os estados de Minas 

Gerais, Paraná, Rio Grande do Sul e São Paulo são os principais produtores 
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(MADAIL et al., 2016). 

O clima exerce papel fundamental no comportamento fisiológico do 

morangueiro. Temperaturas mais baixas são fundamentais para que o acúmulo de 

horas de frio induzam a floração, contribuindo para o desenvolvimento vegetativo, a 

produção e a qualidade da fruta. O crescimento e desenvolvimento do morangueiro 

também são afetados pelo fotoperíodo, que consiste na sensibilidade da planta à 

luminosidade. Cultivares de dias curtos iniciam a floração quando o período de 

luminosidade é menor do que 14 horas, enquanto que a floração em cultivares de 

dias neutros é independente do período de luminosidade, ocorrendo durante o 

período de produção (DARNELL, 2003; WREGE et al., 2007). 

As principais cultivares produzidas na região Sul do Brasil são Camarosa, 

Aromas e Albion (oriundas da Universidade da Califórnia, Davis), foram adaptadas 

facilmente ao clima brasileiro durante o outono/inverno e primavera/verão e juntas 

representam mais da metade das áreas cultivadas (OLIVEIRA; ANTUNES, 2016). 

Lançada em 1994 (VOTH et al., 1994), a cultivar Camarosa é uma das mais 

importantes cultivares de dias curtos produzidas no Brasil e na região de Pelotas-

RS é a mais cultivada em sistema de produção em campo aberto (ANTUNES; 

PERES, 2013). A cultivar Camarosa tem ciclo precoce com alta capacidade de 

produção, forma uma planta vigorosa com folhas grandes de coloração verde-

escura, produz frutos grandes quando comparada a outras cultivares de dias 

curtos, e apresenta epiderme com coloração vermelho-brilhante e sabor sub-ácido. 

Os frutos tem aptidão tanto para o consumo in natura como para o processamento 

(OLIVEIRA; ANTUNES, 2016). Nos últimos anos tem-se observado uma transição 

nos sistemas de produção de morangos, que tradicionalmente são cultivados no 

solo, para os sistemas fora de solo que dependem do fornecimento de soluções 

nutritivas para sua produção (AKHATOU; RECAMALES, 2014; FAGHERAZZI et al., 

2017; RECAMALES et al., 2007). 

O morango tem sido utilizado como modelo para diversos estudos, inclusive 

para avaliar o efeito do cultivo sob condições de estresses abióticos. Severo et al. 

(2017) avaliaram o efeito da radiação UV-C na pré-colheita de morangos e 

observaram o aumento de antocianinas em relação aos morangos controle. Gulen; 

Eris (2003) avaliaram as mudanças fisiológicas da cultivar ‘Camarosa’ exposta a 

altas temperaturas, já Kesici et al. (2018) aplicaram altas temperaturas para 

compreender o desempenho agronômico de 15 cultivares de morango. Blanke; 
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Cooke (2004) estudaram o efeito da seca e do encharcamento na atividade dos 

estômatos, transpiração e fotossíntese de estolões e folhas de morangueiro. 

Keutgen; Pawelzik (2008a) observaram que morangos submetidos a 40 e 80 mM L-

1 de NaCl (cloreto de sódio) apresentaram teores de compostos fenólicos e 

antocianinas totais duas vezes maior do que o controle, já Galli et al. (2016) 

observaram maior teor de antocianinas totais e compostos fenólicos totais nas 

plantas submetidas a 40 e 80 mM L-1 de NaCl, respectivamente. Gine-Bordonaba; 

Terry (2010) ao estudarem o efeito do déficit hídrico na qualidade e sabor de cinco 

cultivares de morango, observaram que as cvs. Elsanta e Christine apresentaram 

maiores teores de açúcares totais quando submetidos a escassez de água. Weber 

e colaboradores (2017), avaliaram três níveis de déficit hídrico (-12, -33 e -70 kPa) 

em duas cultivares de morango e observaram que a cv. Eva submetida a déficit 

hídrico de -33 kPa e -12 kPa apresentou maior teor de açúcares e ácidos orgânicos 

enquanto a cv. Flamenco, apresentou maior teor destes compostos quando foi 

submetida ao déficit hídrico -70 kPa. Estresses moderados em morango, segundo 

Perin e colaboradores (2019) podem induzir o acúmulo de compostos do 

metabolismo especializado. 

Parâmetros agronômicos (crescimento de raízes, folhas, produção), 

fotossintéticos (CO2, clorofila, taxa de respiração), conteúdo de açúcares, ácidos 

orgânicos, antocianinas, compostos fenólicos, ácido ascórbico, minerais e as 

mudanças gênicas causadas nas rotas dos fenilpropanóides e ácido ascórbico já 

foram avaliados em morangos submetidos a condições de déficit hídrico e excesso 

salino (AL-SHORAFA; MAHADEEN; AL-ABSI, 2014; GALLI et al., 2016, 2018; 

GHADERI; SIOSEMARDEH, 2011; GINÉ-BORDONABA; TERRY, 2016; 

KLAMKOWSKI; TREDER, 2008; PERIN et al., 2019; TURHAN; ERIS, 2005).  

4.2 Estresses abióticos 

Constantemente as plantas estão sob condições climáticas adversas, e 

quando expostas excessivamente a variações e condições extremas pode ocorrer 

desequilíbrio no metabolismo celular. Esses fatores exercem sobre as plantas 

efeito prejudicial ao crescimento e desenvolvimento, e diante disso, quando 

capazes de tolerar a condição a que foram submetidas, podem tornar-se 

resistentes e/ou tolerantes (GONG et al., 2013; TAIZ; ZEIGER, 2004). 



 

 

23 

Fatores estressores bióticos, como o ataque de fungos, bactérias, vírus e 

insetos, e abióticos como a exposição a radiação solar, excesso ou déficit hídrico, 

temperaturas extremas, salinidade e deficiência de nutrientes, são as principais 

causas que limitam a produção agrícola (BUCHANAN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 

2013). Quando o suprimento de água, energia e minerais estão adequados as 

plantas se encontram em equilíbrio ou homeostase celular. No entanto, quando 

entram em desequilíbrio, ocasionado por uma condição estressora, são ativadas 

respostas que acarretam na expressão de genes que regulam o metabolismo 

celular. Porém, fatores como genótipo, estádio de desenvolvimento e duração do 

estresse influenciam na capacidade de resposta e adaptação das plantas 

(BUCHANAN et al., 2015; LICHTENTHALER, 1998).  

Quando expostas a agentes estressores, as plantas passam por quatro 

fases de adaptação (Figura 2). O primeiro estágio é o estado de alarme, no qual a 

planta percebe a condição estressora, altera o funcionamento celular e ativa os 

mecanismos de sinalização, podendo causar danos severos à célula, diminuindo 

sua vitalidade. Porém, se a planta resistir, ela entra em processo de aclimatação, 

no qual a célula ativa mecanismos de reparação e proteção, levando ao ajuste da 

homeostase intracelular. Durante este processo, rotas de sinalização são ativadas 

e diversos metabólitos são produzidos a fim de reestabelecer uma nova condição 

de homeostase (LICHTENTHALER, 1998; SHULAEV et al., 2008).  
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Figura 2 – Fases de adaptação das plantas em situações de estresse (homeostase, alarme, 
resistência (aclimatação e manutenção), exaustão e regeneração). 

Fonte: Figura adaptada de LICHTENTHALER, 1998. 

 
Ainda assim, se na etapa de manutenção celular, a planta permanecer 

exposta por longos períodos ou se a condição estressora for muito intensa, ela 

entra em processo de exaustão, pois não é capaz de reestabelecer a homeostase 

celular e entra em senescência. No entanto, se o agente causador do estresse for 

removido e o dano causado não for severo, a planta estabelece novas condições 

fisiológicas (CABANE et al., 2012; LICHTENTHALER, 1998).  

4.2.1 Déficit hídrico e excesso salino 

As plantas estão frequentemente expostas a uma ou mais condições 

estressoras. Quando há escassez de água pode ocorrer a salinização do solo, 

implicando na ocorrência simultânea de dois fatores estressores. A deficiência de 

água e a presença de sal no solo são os principais fatores que determinam a 

produtividade agrícola. A água é o principal constituinte dos tecidos vegetais e 

dentre outras funções auxilia nos movimentos intracelulares das moléculas e 

participa da síntese de proteínas, carboidratos, ácidos nucleicos e lipídeos 

(MITTLER, 2006; RAVEN et al., 1996). 
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O déficit hídrico ocorre quando o suprimento de água para as plantas é 

menor do que a evapotranspiração (ETc) e nessas condições ocorrem o 

fechamento dos estômatos e a diminuição da fotossíntese. Já o excesso salino 

causa toxicidade induzindo a senescência. Além disso, a falta de água e o excesso 

de sal alteram o processo de divisão e expansão celular, diminuindo a altura, a 

área foliar e o crescimento da planta, afetam as vias metabólicas e contribuem para 

a formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) (O2
-, •OH e H2O2) que 

estimulam a atividade de enzimas (superóxido dismutase, ascorbato peroxidase, 

catalase) e o acúmulo de compostos antioxidantes (𝛼-tocoferol, carotenoides e 

flavonoides) (FAROOQ et al., 2009; GILL; TUTEJA, 2010; OLIVEIRA et al., 2013; 

RIPOLL et al., 2014). 

Ainda assim, para evitar a senescência, as plantas desenvolveram alguns 

mecanismos de resistência. A prevenção à desidratação é um dos mecanismos 

usados sob condições de déficit hídrico e excesso salino, permitindo a hidratação 

da planta ou parte dela, através do crescimento das raízes para melhorar a 

absorção de água e acumular fotoassimilados (TURNER et al., 2001). Também são 

utilizados outros mecanismos para adaptação como o florescimento precoce, o 

acúmulo de ceras na epiderme, alteração da área foliar e a dormência (CHEN; 

JIANG, 2010; TUBEROSA, 2012).  

O ajustamento osmótico é um importante mecanismo utilizado para a 

sobrevivência das plantas sob condições de estresses osmóticos. Para isso, elas 

reduzem o potencial osmótico, minimizam a perda de água, favorecem o turgor da 

célula e mantém a integridade das funções metabólicas. Além disso, algumas 

plantas são capazes de acumular solutos de baixo peso molecular, como os 

osmoprotetores (açúcares, glicina betaína, prolina e glutamina) e controlar o 

transporte de íons (K+, Ca+2, Na+) intracelular (CHAVES et al., 2009; CHEN; JIANG, 

2010; TUBEROSA, 2012). No entanto, o ajuste osmótico varia de acordo com a 

cultivar e a intensidade do estresse gerado (GHADERI; SIOSEMARDEH, 2011; 

KLAMKOWSKI; TREDER, 2008).  

4.3 Metabolômica 

Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram mecanismos para 

se adaptarem às condições expostas, resultando em uma diversidade fenotípica e 
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morfológica. Com isso, a análise do metaboloma de plantas constitui uma 

importante ferramenta para o estudo simultâneo de diversos metabólitos com baixo 

peso molecular que podem ser produzidos em virtude de eventos de 

transformações genéticas, durante crescimento celular, e/ou sob certas condições 

de clima e solo (FIEHN, 2002; SAITO; MATSUDA, 2010). 

Esta análise pode ser realizada de forma direcionada (targeted) ou não 

direcionada (untargeted). Para a análise direcionada é necessário conhecimento 

prévio do sistema biológico a ser estudado, uma vez que o objetivo é identificar e 

quantificar compostos de rotas metabólicas ou grupos de compostos específicos. A 

análise não direcionada permite obter uma visão geral dos metabólitos produzidos 

em condições distintas, sem a necessidade de caracterizar uma rota metabólica 

específica (CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009; LIU; LOCASALE, 2017). A análise 

não direcionada pode ser aplicada para identificar compostos marcadores para 

discriminação de origem (HOFFMANN et al., 2017; KÅRLUND et al., 2016), estádio 

de maturação (MONTI et al., 2016; ZHANG et al., 2011), diferenças entre genótipos 

(ARANHA et al., 2017; WAHYUNI et al., 2013). Além disso, esta análise tem sido 

utilizada a fim de compreender os efeitos do déficit hídrico em Arabidopsis thaliana 

(CORRALES et al., 2017), Withania somnifera (SINGH et al., 2018), Populus 

euphratica (BROSCHÉ et al., 2005), e o excesso salino em Thellungiella halophila 

(GONG et al., 2005), Vitis vinifera (cv. Carbenet Sauvignon) (CRAMER et al., 

2007), Solanum lycopersicum (JOHNSON et al., 2003), entre outros. 

Um estudo metabolômico integra uma série de etapas, incluindo a etapa de 

obtenção da matéria-prima, extração dos metabólitos, escolha das plataformas 

analíticas, processamento e análise estatística dos dados, identificação dos 

metabólitos e interpretação biológica (CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009). Para o 

desenvolvimento de um estudo metabolômico geralmente se combina o uso de 

analisadores de massas (MS) de alta resolução a técnicas de separação prévias, 

como a cromatografia líquida (LC – liquid chromatography), cromatografia gasosa 

(GC – gas chromatography) e/ou eletroforese capilar (CE – capillary 

electrophoresis) (SCALBERT et al., 2009; VILLAS-BÔAS et al., 2005). Os aspectos 

que devem ser considerados estão descritos abaixo. 
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4.3.1 Obtenção da matéria-prima 

O método de obtenção da matéria-prima é fundamental para atingir 

resultados satisfatórios. As plantas quando são colhidas aceleram o processo de 

respiração; portanto, é necessário que no momento da colheita, o tempo entre a 

retirada da amostra da planta e o armazenamento seja reduzido. Baixas 

temperaturas (-20oC) inativam enzimas degradativas e cessam o processo de 

respiração evitando a degradação dos compostos presentes na matéria-prima. 

Após o congelamento rápido, as amostras podem ser submetidas ao processo de 

liofilização, que visa a remoção da água intracelular sob vácuo, mantendo a 

integridade da amostra e prolongando o tempo de armazenamento (FIEHN, 2002; 

HU; XU, 2013). 

4.3.2 Extração dos metabólitos 

Outro aspecto fundamental para análise metabolômica é o método de 

extração a ser aplicado. Para a análise não direcionada, podem ser usados 

solventes não seletivos a fim de aumentar a quantidade e a concentração dos 

metabólitos extraídos. A escolha do solvente para extração pode ser feita de 

acordo com o que se deseja obter do extrato metabólico, se o desejado é um 

predomínio de metabólitos polares (metanol, água, etc.) ou metabólitos apolares 

(clorofórmio, hexano, etc.) (HU; XU, 2013; MUSHTAQ et al., 2014). A utilização da 

mistura metanol:água:clorofórmio em diferentes proporções, também é comumente 

empregada para extração dos metabólitos em análise metabolômica não 

direcionada, uma vez que permite a extração de uma ampla variedade de 

compostos como açúcares, aminoácidos, ácidos orgânicos, alcalóides, compostos 

fenólicos, ácidos graxos, hidrocarbonetos e ésteres (DE VOS et al., 2007; MONTI 

et al., 2016; OMS-OLIU et al., 2011). 

4.3.3 Plataformas analíticas 

4.3.3.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectromeria de massas 

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) tem 

sido empregada para análise metabolômica permitindo a identificação de açúcares, 

aminoácidos, esteróis, hormônios, ácidos orgânicos, ácidos graxos e compostos 
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voláteis, demonstrando ser uma importante ferramenta para análise de compostos 

associados ao metabolismo geral de plantas. É uma técnica que apresenta 

eficiência de separação, boa resolução e especificidade de detecção do analito 

(FIEHN, 2017; OKAZAKI; SAITO, 2012). 

A maioria dos estudos metabolômicos por GC-MS utilizam a ionização por 

impacto de elétrons (EI). O analito de interesse, em fase gasosa, é bombardeado 

com elétrons de alta energia (70 eV) que provoca o processo de ionização 

acompanhado pela fragmentação catiônica dos analitos e formação de um íon 

molecular (M+.). Uma das características mais importantes da GC-MS usando EI é 

o acesso a diversas bases de dados espectrais disponíveis para a identificação dos 

metabólitos (FIEHN, 2017; HOFFMANN; STROOBANT, 2007).  

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) 

pode ser utilizada para análise de compostos que são naturalmente voláteis à 

temperaturas abaixo de 300 oC sem a necessidade de manipulação da amostra 

após a etapa de extração. Contudo, compostos pouco voláteis que apresentam em 

sua estrutura grupos funcionais polares, não são termicamente estáveis em altas 

temperaturas e por isso, são submetidas a etapa de derivatizacão, como a 

metoxiaminação acompanhada da sililação (PUTRI et al., 2013; VILLAS-BÔAS et 

al., 2005). 

A derivatização por metoxiaminação converte aldoses e cetoses em oximas 

para evitar a enolização dos açúcares e a formação de isômeros. O reagente de 

metoxiaminação (cloridrato de metoxiamina) é dissolvido em piridina antes da 

adição nas amostras e a solução é aquecida por 2 horas em uma temperatura de 

75 oC (CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009; HALKET et al., 2005; LISEC et al., 

2006). A sililação [-Si(CH3)3] consiste na substituição de grupos –OH, –NH2, –

COOH, =NH e –SH por grupamento silil (trimetilsilil - TMS) diminuindo a polaridade 

da molécula. Para esta reação é necessário que o extrato seja completamente livre 

de água (DETTMER et al., 2007; KOEK et al., 2011; PUTRI et al., 2013).  

Zhang (2011) e colaboradores utilizaram cromatografia gasosa para avaliar o 

perfil metabólico de morangos em diferentes estádios de maturação e detectaram 

compostos de diversas classes como alcanos, álcoois, ésteres, açúcares, ácidos 

orgânicos e ácidos graxos. Wang et al. (2015) avaliaram o efeito de cádmio (Cd) e 

chumbo (Pb) no cultivo de rabanete (Raphanus sativus L.) através da análise 
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metabolômica por GC-MS e observaram alteração de compostos do metabolismo 

de açúcares, aminoácidos, ácidos orgânicos e esterois.  

4.3.3.2 Cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas  

Outra ferramenta analítica bastante utilizada em análise metabolômica é a 

cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), devido a 

sensibilidade, rapidez na aquisição dos dados e alta precisão de massa (< 5 ppm). 

A utilização de colunas de fase reversa permite a separação de compostos semi-

polares como compostos fenólicos, flavonoides, esteroides glicosilados e 

alcaloides, sendo uma alternativa para a identificação de compostos do 

metabolismo especializado (MOCO et al., 2007; OKAZAKI; SAITO, 2012).  

O poder de resolução, precisão de massa e sensibilidade são influenciados 

pelas condições cromatográficas (temperatura, pH, coluna, taxa de fluxo e 

gradiente), parâmetros de injeção, parâmetros do espectrômetro de massas 

(calibração, voltagem do capilar, orientação das lentes) e tipo de analisador. O 

modo de ionização das moléculas é outro parâmetro fundamental para obtenção de 

resultados satisfatórios. A ionização por electrospray (ESI) é um dos modos de 

ionização mais utilizados em LC-MS, que se baseia no uso de um campo elétrico 

intenso, sob pressão atmosférica, formando gotículas carregadas (ionizadas) que 

são evaporadas através de um fluxo de gás inerte, normalmente nitrogênio, 

promovendo a formação de íons moleculares (HOFFMANN; STROOBANT, 2007; 

MOCO et al., 2007). 

Os íons gerados por ESI podem ser protonados [M+H]+, desprotonados [M-

H]-, cationizados [M+Na]+, [M+K]+, [M+NH4]+ ou anionizados [M+Cl]-. No modo de 

ionização positivo ocorre a protonação de substâncias que apresentam em sua 

estrutura grupamentos básicos como aminas, amidas e ésteres. Por outro lado, a 

desprotonação ocorre em substâncias que apresentem estrutura com grupamentos 

ácidos, como ácidos carboxílicos e compostos fenólicos (CROTTI et al., 2006). 

Após o processo de ionização, os íons e os fragmentos formados são 

analisados de acordo com a razão massa/carga (m/z). Os analisadores do tipo 

quadrupolo operam a uma razão menor do que m/z 4.000 e possuem exatidão de 

massa de 0,1 a 0,2 unidades de massa atômica (u.m.a). São compostos por quatro 

barras metálicas paralelas, sendo duas barras com potencial elétrico positivo e 



 

 

30 

duas com potencial negativo. Quando uma corrente elétrica é aplicada, é possível o 

escaneamento dos espectros de massas selecionados em razão da m/z. Moléculas 

com massas moleculares mais elevadas são “filtradas” pelo polo positivo enquanto 

massas menores passam pelo polo negativo, no entanto, moléculas que não 

correspondem a faixa de massa selecionada são eliminados através de uma 

bomba a vácuo (LANÇAS, 2013; PITT, 2009). 

Os analisadores de massas tipo tempo de voo (TOF) são atualmente os 

mais empregados em estudos metabolômicos com LC devido a sua sensibilidade, 

alta resolução e velocidade de aquisição de dados (HERRERO et al., 2012). No 

TOF os íons formados na fonte de ionização são extraídos e acelerados em alta 

velocidade por um campo elétrico em um tubo longo (flight tube) para 

posteriormente chegar ao detector. Como todos os íons recebem a mesma energia 

cinética, o tempo percorrido pelo íon dentro do tubo é proporcional à raiz quadrada 

da sua massa e a razão m/z será determinada medindo-se o tempo percorrido 

pelos íons até o detector (HOFFMANN; STROOBANT, 2007; LANÇAS, 2013). 

Os analisadores de massas em tandem, como por exemplo o quadrupolo e o 

tempo de vôo (Q/TOF), permitem a obtenção de informações da massa exata e 

estrutura química do metabólito analisado facilitando a identificação tentativa pelas 

bases de dados. Por isso, a utilização da cromatografia líquida de alta eficiência 

acoplada a espectrometria de massas de alta resolução do tipo quadrupolo-tempo 

de voo em tandem (UHPLC-Q/TOF MS) são bastante frequentes em estudos de 

metabolômica devido a sua robustez, poder de resolução, precisão de massa e 

sensibilidade de análise (DE VOS et al., 2007; HERRERO et al., 2012; 

HOFFMANN et al., 2017; JANDRIĆ et al., 2014). 

4.3.4 Processamento e análise estatística de dados 

O processamento dos dados em análise metabolômica consta de várias 

etapas. As principais etapas compreendem a remoção de ruídos, detecção dos 

picos, alinhamento e normalização dos sinais, obtendo ao final do processo uma 

matriz tridimensional que consiste na razão m/z, tempo de retenção e intensidade 

de cada composto específico (features). A remoção de ruídos é realizada para 

diminuir o sinal do analito na amostra biológica do sinal produzido por solventes ou 

pelo equipamento (background). Na detecção e no alinhamento é feita a 
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identificação dos picos correspondentes a uma razão m/z, tempo de retenção e 

intensidade específicos (CASTILLO et al., 2011; DE SOUZA et al., 2017). 

A normalização dos sinais (intensidade ou área) tem por objetivo diminuir as 

diferenças entre as amostras, enquanto que o escalonamento, permite a 

comparação dos metabólitos de diferentes amostras. Esta etapa consiste na 

remoção dos erros ocasionados no preparo da amostra (peso, volume de solvente) 

e/ou durante análise instrumental (temperatura, degradação da amostra) a fim de 

minimizar as variações dentro do mesmo grupo. O auto-escalonamento possibilita 

que todos os metabólitos tenham o mesmo desvio padrão relativo (RSD) (DE 

LIVERA et al., 2012; GORROCHATEGUI et al., 2016; WU; LI, 2015; XIA et al., 

2009). 

A interpretação dos dados após o processamento é realizada através da 

análise estatística para avaliar a significância das variações entre grupos. A análise 

univariada avalia uma variável por vez e não considera efeito de comparações 

múltiplas. Neste tipo de análise podem ser utilizados testes paramétricos e não 

paramétricos para a comparação de dois grupos. O teste paramétrico, é utilizado 

quando os dados possuem uma distribuição normal e o teste não paramétrico, 

quando não se conhece os parâmetros da distribuição dos dados. Ambos os testes 

podem ser usados de forma independente (unpaired) quando se deseja a 

comparação das médias de dois grupos, como por exemplo, a obtenção de 

respostas metabólicas de amostras controle e estressadas, ou de forma 

dependente (paired) quando o mesmo grupo de indivíduos é submetido ao mesmo 

tratamento e a comparação das médias é feita antes e depois do tratamento 

(GOWDA et al., 2014; SACCENTI et al., 2014). 

Existem diferentes softwares de acesso livre disponíveis para o 

processamento de dados como XCMS (TAUTENHAHN et al., 2012), MAVEN 

(CLASQUIN et al., 2014), MZmine (PLUSKAL et al., 2010), MetaboAnalyst (XIA et 

al., 2009), entre outros. A análise univariada disponível no software MetaboAnalyst 

possibilita a utilização de três métodos diferentes, análise de Fold Change, Test-t e 

Volcano Plot. O fold change compara o nível de significância do valor absoluto 

calculado pela razão das médias de amostras controle e amostras tratadas. O test-t 

permite identificar a variabilidade de cada metabólito através do p-valor que 

determina a diferença estatística entre as variáveis. A análise pelo Volcano Plot  

utiliza ambos fold change e test-t em escala logarítma, no qual o eixo horizontal (x) 
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representa o fold change de dois grupos (Log2) e o eixo vertical (y) representa o p-

valor (-log10) da diferença entre as amostras pelo test-t (XIA et al., 2009). 

4.3.5 Identificação dos metabólitos 

A identificação dos metabólitos analisados por LC acoplados a detectores de 

massas de alta resolução é realizada através da massa exata experimental dos 

metabólitos, perfil de fragmentação e padrão isotópico. Equipamentos de alta 

resolução permitem obter a massa experimental do metabólito com até quatro 

casas decimais. Além disso, o próprio software que acompanha o equipamento 

permite que através da massa exata sejam disponibilizados uma ou mais fórmulas 

moleculares que podem ser identificados em bases de dados online como HMDB, 

ChemSpider, METLIN, FooDB, KEEG, MassBank, Phenol-Explorer. Em análise por 

GC-MS os espectros de massas experimentais são comparados com os espectros 

de massas disponíveis na biblioteca (NIST/EPA/NIH) vinculadas ao software de 

processamento de dados que acompanha o equipamento. Através do índice de 

similaridade observado no comparativo entre o espectro da amostra com o 

espectro da biblioteca pode ser realizada a identificação tentativa dos metabólitos. 

O termo identificação tentativa é comumente utilizado quando não há padrão 

externo disponível para confirmar a identificação do metabólito (DUNN et al., 2011; 

KIM et al., 2016; SUMNER et al., 2013). 

5 Material e métodos 

5.1 Material Vegetal 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação, no ano de 2014 no 

município de Pelotas, Rio Grande do Sul (latitude 31° 41’ 08” sul, longitude 52° 25’ 

56” oeste, altitude 42m). 

 As mudas de morango cv. Camarosa foram transplantadas e cultivadas em 

potes de 9 L contendo uma mistura de solo (Ultisol 6,6 kg/pote) e vermiculite (2,2 

kg/pote) (3:1). O fertilizante utilizado foi composto por uréia, superfosfato triplo e 

cloreto de potássio, sendo fontes de 267 kg/ha de N, 619 kg/ha de P2O5 e 333 

kg/ha de K2O, respectivamente. A irrigação ocorreu por gotejamento diário e o 

volume de água para a irrigação foi ajustado semanalmente. O desenho 

experimental foi inteiramente ao acaso com 4 tratamentos, 6 repetições por 
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tratamento e 10 plantas por repetição. Os tratamentos foram: grupo 

controle/irrigação normal (C) correspondendo a 100% da evapotranspiração da 

cultura (ETc) e sem adição de NaCl; déficit hídrico com 95% ETc (DH1); déficit 

hídrico com 85% ETc (DH2) e excesso salino com 80 mM NaCl (ES) (GALLI et al., 

2016; PERIN et al., 2019). A aplicação dos tratamentos ocorreu uma vez por 

semana no início do estádio de floração (105 dias após as mudas serem 

transplantadas - DAT) até o final do ciclo produtivo (190 DAT). As frutas foram 

colhidas no final do experimento, aproximadamente de 60 a 120 dias após a 

antese, quando estavam maduras (coloração da polpa completamente vermelha) e 

em seguida armazenadas em ultra-freezer a -80 oC. 

A fase de experimentação na casa de vegetação, para aplicação dos 

tratamentos descritos, foi realizada por Perin et al. (2019). As frutas amostradas ao 

longo do experimento foram armazenadas por 36 meses a -80 ºC e serviram como 

amostras para a realização deste trabalho de pesquisa. 

5.2 Análise metabolômica não direcionada por LC-MS/MS 

5.2.1 Preparo dos extratos 

A análise metabolômica não direcionada foi realizada de acordo com método 

proposto por De Vos et al. (2007). As amostras de morango dos diferentes grupos 

(C, DH1, DH2 e ES) foram liofilizadas, maceradas em almofariz e pistilo com 

nitrogênio líquido e 100 mg foram pesadas em microtubos de centrífuga de 2 mL, 

em três repetições biológicas. Em cada tubo contendo a amostra foi adicionado 1 

mL de metanol grau HPLC 75% acidificado com 0,1% de ácido fórmico, 

posteriormente agitados em vortex por 10 segundos, sonicados por 15 minutos e 

centrifugados a 9.900 x g a 25 oC por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e o 

processo de extração foi repetido com o precipitado, obtendo ao final um volume 

aproximado de 2 mL. Para as análises, reserpina (padrão interno, concentração 

final de 7 𝜇g mL-1) foi adicionada ao extrato e os mesmos foram filtrados em 

membrana de nylon 0,2 𝜇m para posterior injeção. 

5.2.2 Parâmetros e condições de análise 

 Para as análises cromatográficas, foi utilizado um cromatógrafo a líquido de 

alta eficiência (UFLC, Shimadzu, Japão) acoplado a um espectrômetro de massas 
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de alta resolução do tipo quadrupolo-tempo de voo, LC-ESI-Q/TOF MS (Impact HD, 

Bruker Daltonics, Alemanha). A separação dos compostos foi realizada utilizando 

uma pré coluna Luna C18 (2,0 x 4 mm) e coluna Luna C18 (2,0 mm x 150 mm, 100 

Å, 3 𝜇m) (Phenomenex Torrance, CA, USA). As fases móveis utilizadas para 

eluição foram água acidificada com 0,1% de ácido fórmico (eluente A) e acetonitrila 

acidificada com 0,1% de ácido fórmico (eluente B). O fluxo utilizado foi de 0,2 mL 

min-1 com um volume de injeção de 10 𝜇L e a temperatura da coluna foi mantida a 

40 oC. O tempo de corrida foi de 30 minutos iniciando o gradiente de eluição com 

10% de B 0,00 – 2,00 min, 75% de B 2,01 – 15 min, 90% de B 15,01 – 21,00 min, 

10% de B 21,01 – 23,00 min, permanecendo por 7 minutos nessa condição para 

estabilização da coluna.  

 O espectrômetro de massas foi operado nos modos de ionização negativo e 

positivo, com espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa de 50 a 1200 

m/z. Os parâmetros de aquisição para o modo negativo e positivo foram, 

respectivamente: voltagem do capilar 3,5 kV e 4,5 kV, pressão do gás de 

nebulização (N2) de 2,0 Bar, gás de secagem 8,0 L min-1 e 9,0 L min-1, temperatura 

da fonte de 180 oC e 200 oC, colisão de RF de 500,0 Vpp, tempo de transferência 

120 𝜇s e 60 𝜇s e armazenamento pré pulso 8,0 𝜇s e 5,0 𝜇s. 

 O equipamento foi calibrado com formiato de sódio (10 mM) cobrindo a faixa 

de aquisição de 50 à 1200 m/z. Além disso, experimentos automáticos de MS/MS 

foram realizados ajustando os valores de energia de colisão: m/z 100, 15 eV; m/z 

500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV, usando nitrogênio como gás de colisão. 

5.3 Análise metabolômica não direcionada por GC-MS 

5.3.1 Preparo dos extratos 

A análise metabolômica não direcionada por GC-MS foi realizada de acordo 

com método proposto por Lisec et al. (2006). Para o preparo das amostras, 30 mg 

de amostra liofilizada e macerada em almofariz e pistilo com nitrogênio líquido 

foram pesadas em microtubos de centrífuga de 2 mL, 1400 𝜇L de metanol grau 

HPLC (-20 oC) foram adicionados e os tubos foram agitados em vortex por 10 

segundos. 60 𝜇L de ribitol (0,2 mg mL-1 em água ultra pura) e 10 𝜇L de antrona (1,0 

mg mL-1 em clorofórmio grau HPLC) foram adicionados como padrões internos e 

novamente agitados em vortex por 10 segundos. Os extratos resultantes foram 
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agitados em termomisturador (Eppendorf, termomixer 5436) a 70 oC, 900 rpm por 

10 min e após centrifugados a 20 oC, 7000 x g por 10 min. O sobrenadante foi 

coletado em tubos de centrífuga tipo falcon de 15 mL, 750 𝜇L de clorofórmio grau 

HPLC (-20 oC) e 1500 𝜇L de água ultra pura (4 oC) foram adicionados e agitados 

em vortex por 10 segundos. Após, foram centrifugados a 2200 x g a 15 oC por 15 

min e 150 𝜇L da fração superior (fração A – metanol e água) foram coletados em 

microtubos de 1,5 mL para posterior secagem com nitrogênio gasoso e 

aproximadamente 600 𝜇L da fração inferior (fração B – clorofórmio) foi reservada 

para análise cromatográfica. 

No resíduo evaporado da fração superior (fração A) foi realizada a etapa de 

derivatização. O reagente de metoxiaminação (cloridrato de metoxiamina a 20 mg 

mL-1 em piridina) foi preparado no momento da análise. Quarenta 𝜇L foram 

adicionados nas amostras e foram agitadas em termomisturador (Eppendorf, 

termomixer 5436) a 37 oC, 900 rpm por 2 h. Após, foram adicionados 70 𝜇L de 

MSTFA [N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida] e agitou-se em termomisturador 

por mais 30 min a 37 oC. Aproximadamente 100 𝜇L de amostra derivatizada foram 

transferidos para vials de 1,5 mL contendo inserts de 200 𝜇L e 1 𝜇L foi injetado no 

GC-MS para análise cromatográfica. Para a determinação do índice de tempo de 

retenção (FIEHN, 2017), foram utilizados ésteres metílicos de ácidos graxos 

(FAMEs C8-24) na concentração de 0,8 mg mL-1. 

5.3.2 Parâmetros e condições de análise 

Para a análise das frações A e B foi utilizado um cromatógrafo a gás 

Shimadzu GC-MS QP2010 Ultra com autoinjetor AOC-20i e biblioteca de espectro 

de massas NIST 2011. A temperatura do injetor foi de 230 oC com um volume de 

injeção de amostra de 1 𝜇L, temperatura da coluna 80 oC e modo de injeção split 

(1:50) para a fração A e splitless para a fração B. O gás hélio foi utilizado como gás 

de arraste com um fluxo de 2 mL min-1 e uma velocidade linear como modo de 

controle do fluxo. A coluna utilizada foi Rxi-1MS (30 m x 0,32 mm x 0,25 𝜇m) e o 

programa de temperatura utilizado para a fração A foi de 26,5 min com 

programação isotérmica por 2,0 min a 80 oC, rampa de temperatura com aumento 

15 oC min-1 até 170 oC permanecendo por 3,5 min e aumento de 15 oC min-1 até 

320 oC, permanecendo por 5 min nesta condição. Para a fração B, o programa de 
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temperatura utilizado foi de 21,0 min com uma programação isotérmica por 2,0 min 

a 80 oC, rampa de temperatura com aumento de 15 oC min-1 até 320 oC 

permanecendo nesta condição por 3 min. O espectrômetro de massas foi operado 

com ionização de impacto eletrônico de 70 eV, temperatura de fonte de íons e 

interface de 250 oC, faixa de massa de 70 a 600 m/z, 0,2 espectros por segundo e 

3 min como o tempo de corte de solvente.  

5.4 Tratamento dos dados 

5.4.1 LC-MS/MS 

Os espectros de massas foram calibrados, com desvio padrão menor do que 

0,4 ppm, no software DataAnalysis 4.2 (Bruker Daltonics, Alemanha). A detecção 

dos picos foi realizada no software ProfileAnalysis 2.1 (Bruker Daltonics, Alemanha) 

utilizando o algoritmo de busca de características moleculares (Find Molecular 

Features, FMF) com os seguintes parâmetros: limite sinal/ruído: 3, coeficiente de 

correlação: 0,7, comprimento mínimo: 10, janela de suavização: 1. Esse algoritmo 

gera uma lista com as informações de m/z, tempo de retenção (TR) e intensidade 

dos íons detectados em cada amostra.  

Para a obtenção da matriz de dados alinhados (Bucket table) contendo as 

informações de m/z, TR e a intensidade de cada íon detectado foi utilizado o 

parâmetro “Advanced bucketing” com limite de TR de 0,5 min e janela de precisão 

de massa de 5 ppm. Para a construção da matriz foram considerados os íons que 

estavam presentes em pelo menos 60% de cada tratamento (C, DH1, DH2 e ES), 

através do filtro “Bucket filter”.  

A matriz gerada foi processada no software MetaboAnalyst 4.0 no formato 

.csv e a normalização dos dados para os modos negativo e positivo foi realizada 

pela média e soma da intensidade dos íons de cada tratamento, respectivamente e 

auto escalonamento. Para a análise univariada foram utilizados Teste-t (p ≤ 0,05) e 

Fold Change [log2(FC)] (+0,5 ≤ x ≤ -0,5). Os íons que apresentaram diferença pelo 

Test-t e log2(FC) foram identificados através da comparação dos valores de m/z 

experimental com os valores de m/z teóricos e perfil de fragmentação obtidos em 

bases de dados online como FooBD (http://foodb.ca/spectra/ms/search), METLIN 

(https://metlin.scripps.edu), HMDB (http://www.hmdb.ca/spectra/ms/search) e 



 

 

37 

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) com um intervalo de precisão de 5 

ppm. 

As fórmulas moleculares sugeridas nas bases de dados foram comparadas 

com as fórmulas obtidas através do SmartFormula, ferramenta disponível no 

software DataAnalysis 4.2, que disponibiliza uma lista com a razão m/z, íon formula 

e padrão isotópico das possíveis fórmulas moleculares.  

5.4.2 GC-MS 

Os espectros de massas foram processados no software GCMS Postrun 

Analysis, com integração automática do Cromatograma de Íons Totais (TIC) 

obtendo uma matriz com tempo de retenção (TR) e a intensidade de cada 

composto detectado. A matriz gerada no formato .csv foi processada no software 

MetaboAnalyst 4.0 e a normalização dos dados para a fração A foi realizada pela 

média da intensidade dos íons dos tratamentos e auto escalonamento, e para a 

fração B pela soma da intensidade dos íons dos tratamentos e auto 

escalonamento. Para a análise univariada foram utilizados Teste-t (p ≤ 0,05) e Fold 

Change [log2(FC)] (+0,5 ≤ x ≤ -0,5). Os íons que apresentaram diferença pelo 

Test-t e log2(FC) foram identificados através da comparação do padrão de 

fragmentação experimentais com padrões de fragmentações teóricos contidos na 

biblioteca NIST 11.  

6 Resultados 

6.1 Análise metabolômica não direcionada por LC-MS/MS 

 Após a obtenção da matriz (m/z; RT; intensidade) no ProfileAnalysis, foi 

possível detectar 109 íons no modo de ionização negativo (Figura 3A) e 672 íons 

no modo de ionização positivo (Figura 3B).  
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Figura 3 - Cromatograma de íons extraídos (EICs) de metabólitos detectados em extratos de 
morango cv. Camarosa do grupo controle por LC-MS/MS no modo de ionização negativo (A) e 
positivo (B). 

 
A fim de verificar quais as principais mudanças fisilógicas no metaboloma 

dos morangos submetidos ao déficit hídrico 95% ETc (DH1), déficit hídrico 85% 

ETc (DH2) e excesso salino 80 mM NaCl (ES) frente ao grupo controle, as matrizes 

de dados foram submetidas à análise estatística univariada e os metabólitos que 

apresentaram diferença significativa entre os tramentos versus o controle foram 

putativamente anotados.  

Foi possível observar que morangos submetidos ao déficit hídrico 95% ETc 

(DH1), analisados no modo de ionização negativo, apresentaram aumento 

significativo no teor de dois compostos em relação ao grupo controle (Figura 4).  
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Intens.

amostra 1_1-1_01_14540.d: BPC +All MS amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 114, 0.15 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 158, 0.33 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 164, 1.82 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 199, 2.06 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 242, 2.15 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 335, 2.27 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 370, 2.36 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 433, 2.46 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 472, 2.52 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 480, 2.54 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 551, 2.69 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 575, 2.78 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 581, 2.79 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 630, 2.85 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 660, 2.96 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 679, 3.05 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 692, 3.14 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 707, 3.23 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 739, 3.32 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 746, 3.34 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 754, 3.37 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 805, 3.53 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 815, 3.64 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 823, 3.84 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 835, 3.95 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 906, 4.12 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 917, 4.21 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 936, 4.32 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 947, 4.56 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 957, 4.83 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 960, 4.99 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 964, 5.43 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 971, 6.72 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 978, 7.18 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 986, 8.97 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1008, 9.50 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1025, 9.69 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1029, 9.74 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1049, 9.99 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1055, 10.06 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1066, 10.18 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1088, 10.29 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1097, 10.35 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1109, 10.42 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1124, 10.52 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1152, 10.59 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1159, 10.64 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1202, 10.82 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1222, 10.89 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1240, 10.96 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1251, 11.02 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1262, 11.08 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1280, 11.17 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1308, 11.34 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1327, 11.41 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1341, 11.49 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1380, 11.70 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1391, 11.75 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1402, 11.85 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1418, 11.94 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1432, 12.05 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1457, 12.15 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1488, 12.26 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1503, 12.39 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1518, 12.45 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1533, 12.53 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1545, 12.58 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1550, 12.62 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1563, 12.76 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1582, 12.90 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1596, 12.98 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1621, 13.15 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1629, 13.23 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1647, 13.36 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1652, 13.43 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1667, 13.52 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1674, 13.54 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1684, 13.59 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1708, 13.70 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1722, 13.78 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1723, 13.84 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1726, 13.92 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1736, 13.97 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1745, 14.06 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1755, 14.20 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1772, 14.33 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1778, 14.42 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1785, 14.49 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1794, 14.56 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1800, 14.64 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1810, 14.70 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1823, 14.76 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1837, 14.86 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1847, 14.96 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1853, 15.03 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1861, 15.13 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1863, 15.21 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1873, 15.42 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1882, 15.53 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1886, 15.59 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1894, 15.69 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1895, 15.73 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1901, 15.91 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1917, 16.06 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1919, 16.13 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1939, 16.28 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1949, 16.34 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1955, 16.44 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1960, 16.51 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1961, 16.59 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1964, 16.65 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1966, 16.79 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1972, 17.03 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1976, 17.10 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1982, 17.22 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1985, 17.29 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1988, 17.36 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1992, 17.49 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 1999, 17.61 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2001, 17.68 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2007, 18.23 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2010, 18.37 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2013, 18.41 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2016, 18.49 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2019, 18.56 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2020, 18.65 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2024, 18.89 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2027, 19.13 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2036, 19.55 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2043, 19.83 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2048, 19.90 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2056, 20.02 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2069, 20.12 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2075, 20.16 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2081, 20.24 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2087, 20.33 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2096, 20.40 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2102, 20.50 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2106, 20.57 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2114, 20.70 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2117, 20.75 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2125, 20.83 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2132, 20.90 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2139, 21.05 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2146, 21.15 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2154, 21.25 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2167, 21.37 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2197, 21.53 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2223, 21.59 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2233, 21.68 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2249, 21.77 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2260, 21.86 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2282, 21.98 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2289, 22.07 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2304, 22.16 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2315, 22.25 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2324, 22.31 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2332, 22.35 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2346, 22.40 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2353, 22.52 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2378, 22.68 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2384, 22.73 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2388, 22.77 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2403, 22.86 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2446, 23.11 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2463, 23.15 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2474, 23.23 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2485, 23.28 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2495, 23.36 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2520, 23.46 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2532, 23.53 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2550, 23.63 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2579, 23.88 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2589, 23.98 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2593, 24.03 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2603, 24.12 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2613, 24.21 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2620, 24.30 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2625, 24.36 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2629, 24.40 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2642, 24.51 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2651, 24.62 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2666, 24.73 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2680, 24.85 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2690, 24.92 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2700, 25.03 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2708, 25.11 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2721, 25.20 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2728, 25.31 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2747, 25.45 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2754, 25.52 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2765, 25.64 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2790, 25.72 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2826, 26.04 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2832, 26.12 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2837, 26.15 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2841, 26.23 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2842, 26.32 min amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2855, 26.40 min
amostra 1_1-1_01_14540.d: Dissect, Cmpd 2874, 26.88 min
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Figura 4 - Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos 
metabólitos e vice-versa) e Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o tratamento 
DH1 e grupo controle, analisados por LC-MS/MS no modo de ionização negativo. Os pontos 
vermelhos representam os metabólitos estatisticamente significativos. 

 

O composto [3M-H]- m/z 1.025,3406 (Figura 5) com tempo de retenção de 

2,78 minutos foi identificado como três moléculas de dissacarídeo ligadas entre si e 

apresentou os fragmentos m/z 341,1089 e m/z 179,0559, os quais correspondem a 

um di- e um monossacarídeo, respectivamente. Este composto aumentou 27% nos 

morangos submetidos ao tratamento DH1 em relação ao grupo controle. 

 

 
Figura 5 - Espectro de MS/MS do composto m/z 1.025,3406 presente em morangos cv. Camarosa 
no tratamento DH1 analisados por LC-MS/MS no modo de ionização negativo. 

 

O composto [M-H]- m/z 385,1512 (Figura 6) com tempo de retenção de 

13,74 minutos, foi putativamente identificado como metilsiringina, através da 

179.0559

341.1089

-MS2(1025.3406),	50.0eV,	2.20min	#494

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

4x10

Intens.

200 400 600 800 1000 m/z

179.0559

341.1089

-MS2(1025.3406),	50.0eV,	2.20min	#494

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

4x10

Intens.

200 400 600 800 1000 m/z



 

 

40 

comparação da razão m/z experimental com a teórica e o perfil de fragmentação 

com a base de dados online FooDB. Neste perfil de fragmentação é evidenciada a 

presença do fragmento m/z 223,0976, o qual foi produzido pela perda de uma 

hexose [M-162,0536]-. A metilsiringina aumentou 31% nos morangos do tratamento 

DH1 em relação ao grupo controle. 

 

Figura 6 - Espectro de MS/MS da metilsiringina presente em morangos cv. Camarosa no tratamento 
DH1 analisados por LC-MS/MS no modo de ionização negativo. 

 

Por outro lado, não foram observadas diferenças significativas nos 

morangos submetidos ao déficit hídrico 95% ETc (DH1) em relação aos morangos 

do grupo controle, analisados no modo de ionização positivo (Figura 7).  

 
Figura 7 - Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos 
metabólitos e vice-versa) e Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o tratamento 
DH1 e grupo controle, analisados por LC-MS/MS no modo de ionização positivo. Os pontos 
vermelhos representam os metabólitos estatisticamente significativos. 
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Para os morangos do tratamento com déficit hídrico 85% ETc (DH2), 

analisados no modo de ionização negativo, foi observado aumento no teor de um 

composto e redução no teor de dois compostos em relação ao grupo controle 

(Figura 8).  

 
Figura 8 - Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos 
metabólitos e vice-versa) e Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o tratamento 
DH2 e grupo controle, analisados por LC-MS/MS no modo de ionização negativo. Os pontos 
vermelhos representam os metabólitos estatisticamente significativos. 

 
O composto [2M-H]- m/z 475,1296 (Figura 9) com tempo de retenção de 

3,17 minutos, foi putativamente identificado como ácido 3-deoxi-D-mano-

octulosônico e teve seu teor aumentado em 51% no tratamento DH2 em relação ao 

grupo controle. O fragmento m/z 133,0138 foi produzido pela perda de [M-C3H4O4]-. 

O ácido 3-deoxi-D-mano-octulosônico pertence à subclasse dos carboidratos e 

carboidratos conjugados. 
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Figura 9 - Espectro de MS/MS do ácido 3-deoxi-D-mano-octulosônico em morangos cv. Camarosa 
no tratamento DH2 analisados por LC-MS/MS no modo de ionização negativo. 

 

O composto [M-H]- m/z 515,1235 (Figura 10) com tempo de retenção de 

4,01 minutos, foi putativamente identificado como 𝛽-D-glucuronopiranosil-(1→3)-𝛼-

D-galacturonopiranosil-(1→2)-L-ramnose e teve seu teor reduzido em 

aproximadamente 38% nos morangos do tratamento DH2 em relação ao grupo 

controle. O 𝛽-D-glucuronopiranosil-(1→3)-𝛼-D-galacturonopiranosil-(1→2)-L-

ramnose pertence à subclasse dos carboidratos e carboidratos conjugados. 

 

Figura 10 - Espectro de MS/MS do 𝛽-D-glucuronopiranosil-(1→3)-𝛼-D-galacturonopiranosil-(1→2)-L-
ramnose presente em morangos cv. Camarosa no tratamento DH2 analisados por LC-MS/MS no 
modo de ionização negativo. 

 
 O composto [M-H]- m/z 147,0445 (Figura 11) com tempo de retenção de 12 

minutos, foi putativamente identificado como ácido trans-cinâmico e teve seu teor 

reduzido em aproximadamente 36% nos morangos do tratamento DH2 em relação 

ao grupo controle. O ácido trans-cinâmico pertence à classe dos ácidos cinâmicos 

e derivados. 
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Figura 11 - Espectro de MS/MS do ácido trans-cinâmico presente em morangos cv. Camarosa no 
tratamento DH2 analisados por LC-MS/MS no modo de ionização negativo. 

 

Por outro lado, não foram observadas diferenças significativas nos 

morangos submetidos ao déficit hídrico 85% ETc (DH2) em relação aos morangos 

do grupo controle, analisados no modo de ionização positivo (Figura 12).  

 
Figura 12 - Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos 
metabólitos e vice-versa) e Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o tratamento 
DH2 e grupo controle, analisados por LC-MS/MS no modo de ionização positivo. Os pontos 
vermelhos representam os metabólitos estatisticamente significativos. 

 

 Na análise no modo de ionização negativo, não foram observadas diferenças 

significativas nos morangos do tratamento com excesso salino (ES) em relação ao 

grupo controle (Figura 13). 

 



 

 

44 

 

Figura 13 - Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos 
metabólitos e vice-versa) e Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o tratamento 
ES e grupo controle, analisados por LC-MS/MS no modo de ionização negativo. Os pontos 
vermelhos representam os metabólitos estatisticamente significativos. 

 

Por outro lado, os morangos que foram submetidos ao excesso salino (ES), 

analisados no modo de ionização positivo, apresentaram um aumento significativo 

no teor de dois compostos em relação ao grupo controle (Figura 14). 
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Figura 14 - Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos 
metabólitos e vice-versa) e Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o tratamento 
ES e grupo controle, analisados por LC-MS/MS no modo de ionização positivo. Os pontos 
vermelhos representam os metabólitos estatisticamente significativos. 

 

O composto [M+H]+ m/z 184,0736 com tempo de retenção de 2,62 minutos 

foi putativamente identificado como fosfocolina e aumentou aproximadamente 39% 

nos morangos do tratamento ES em relação ao grupo controle. O composto [M+H]+ 

m/z 205,0966 (Figura 15) com tempo de retenção de 9,50 minutos, foi identificado 

como L-triptofano por comparação do tempo de retenção e perfil de fragmentação 

com padrão externo comercial nas mesmas condições de análise. O teor de 

triptofano aumentou em 25% nos morangos do tratamento ES em relação ao grupo 

controle.  

 

Figura 15 - Espectro de MS/MS do L-triptofano presente em morangos cv. Camarosa no tratamento 
ES analisado por LC-MS/MS no modo de ionização positivo. 
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Nas tabelas 1 e 2 estão apresentadas as informações da análise univariada 

(p ≤ 0.05 e fold-change (FC) ≥ 1.5) e a identificação tentativa dos metabólitos que 

diferiram entre os tratamentos em relação ao grupo controle. 
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Tabela 1 - Metabólitos detectados por LC-MS/MS que apresentaram diferença significativa (p ≤ 0.05 e fold-change (FC) ≥ 1.5) entre os tratamentos  

Identificação tentativa 
C vs DH1 C vs DH2 C vs ES 

Log2(FC) p-valor Log2(FC) p-valor Log2(FC) p-valor 

Fosfocolina - - - - 0,87 2E-2 

Dissacarídeo 0,62 1E-2 - - - - 

Ácido 3-deoxi-D-mano-octulosônico - - 1,02 2E-2 - - 

𝛽-D-glucuronopiranosil-(1→3)-𝛼-D-galacturonopiranosil-

(1→2)-L-ramnose 
- - -0,70 1E-2 - - 

L-triptofano - - - - 0,62 2E-2 

Ácido trans-cinâmico - - -0,67 8E-3 - - 

Metilsiringina 0,70 3E-2 - - - - 

C: controle; DH1: 95% ETc déficit hídrico; DH2 85% ETc déficit hídrico; ES: excesso salino; Valores positivos de log2(FC) indicam que os 

metabólitos aumentaram nos tratamentos DH1, DH2 e ES em relação ao controle e vice-versa. p-valor de acordo com teste-t de Student. 
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Tabela 2 -  Identificação tentativa dos metabólitos que apresentaram diferença significativa (p ≤ 0.05 e fold-change (FC) ≥ 1.5) entre os tratamentos 

na análise metabolômica não direcionada por LC-MS/MS   

Identificação tentativa 
TR 

(min) 
m/z experimental m/z íon fragmentos 

Formula 

molecular 

Energia de 

colisão (eV) 

Erro 

(ppm) 
mSigma Base de dados 

Fosfocolina 2,62 184,0736 [M+H]+ - C5H15NO4P - -1,7 45,3 FDB031111 

Dissacarídeo 2,78 1025,3406 [3M-H]- 341,1089, 179,0559 C12H22O11 50 0,6 37 - 

Ácido 3-deoxi-D-mano-octulosônico 3,17 475,1296 [2M-H]- 133,0138, 115,0036 C8H14O8 28,9 -0,4 20,1 FDB030420 

𝛽-D-glucuronopiranosil-(1→3)-𝛼-D-

galacturonopiranosil-(1→2)-L-

ramnose 

4,01 515,1235 [M-H]- 111,0083, 173,0075, 191,0225 C18H28O17 35,5 0,1 4,4 FDB019367 

L-triptofano* 9,50 205,0966 [M+H]+ 146,0600, 188,0707 C11H12N2O2 20,3 -1,3 10,8 FDB002250 

Ácido trans-cinâmico 12,00 147,0445 [M-H]- 96,5443, 56,8088 C9H8O2 17,4 4 2,9 FDB008784 

Metilsiringina 13,74 385,1512 [M-H]- 223,0976, 126,1919 C18H26O9 29,3 -0,6 13,5 FDB019191 

TR = tempo de retenção; mSigma = representa a similaridade entre a massa do padrão isotópico teórico e a massa experimental; *confirmado com 
padrão externo 
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6.2 Análise metabolômica não direcionada por GC-MS 

A partir das duas frações semi-polares A e B (Figura 16) analisadas, foram 

detectados 56 e 62 picos, respectivamente. Para a melhor compreensão das 

mudanças fisiológicas causadas pelos fatores estressores frente ao grupo controle, 

realizou-se a análise univariada para cada tratamento. 

 

 

Figura 16 - Cromatograma do íons totais (TIC) da análise metabolômica não direcionada de 
morango cv. Camarosa por GC-MS na fração semi-polar A (A) e fração semi-polar B (B). 

 
Morangos submetidos ao déficit hídrico 95% ETc (DH1), analisados na 

fração semi-polar A, não diferiram do grupo controle (Figura 17). 

 

A 

B 
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Figura 17 - Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos 
metabólitos e vice-versa) e Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o tratamento 
DH1 e grupo controle, analisados por GC-MS na fração semi-polar A.  Os pontos vermelhos 
representam os metabólitos estatisticamente significativos. 

 

Por outro lado, a análise da fração semi-polar B indicou uma redução 

significativa no teor de um composto nos morangos cultivados em condições de 

déficit hídrico 95% ETc (DH1) em relação aos morangos do grupo controle  (Figura 

18). 
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Figura 18 - Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos 
metabólitos e vice-versa) e Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o tratamento 
DH1 e grupo controle, analisados por GC-MS na fração semi-polar B. Os pontos vermelhos 
representam os metabólitos estatisticamente significativos. 

 
Através da comparação do perfil de fragmentação da biblioteca NIST 11 e a 

base de dados online PubChem, o composto M+. m/z 426 com tempo de retenção 

de 18,29 minutos foi putativamente identificado como 29-metilisofucosterol (Figura 

19), pertence a classe dos fitoesterois apresentando 89% de índice de similaridade 

e 2936 de índice de tempo de retenção. O teor de 29-metilisofucosterol diminuiu 

em 34% nos morangos submetidos ao tratamento DH1 em relação ao grupo 

controle.  

 

Figura 19 - Espectro de massas experimental (A) e teórico (B) do 29-metilisofucosterol presente em 
morangos cv. Camarosa no tratamento DH1 analisado por GC-MS na fração semi-polar B. 
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 Para os morangos do tratamento com déficit hídrico 85% ETc (DH2), 

analisados na fração semi-polar A, foi observado o aumento significativo no teor de 

um composto em relação aos morangos do grupo controle (Figura 20). 

 
Figura 20 - Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos 
metabólitos e vice-versa) e Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o tratamento 
DH2 e grupo controle, analisados por GC-MS na fração semi-polar A. Os pontos vermelhos 
representam os metabólitos estatisticamente significativos. 

 

O composto M+. m/z 540 com tempo de retenção de 12,92 minutos, foi 

putativamente identificado como D-frutose a partir da estrutura derivatizada D-(-)-

frutofuranose, pentakis(trimetilsilil) éter (isômero 1) (Figura 21) com 95% de índice 

de similaridade e 2029 de índice de tempo de retenção. O teor de frutose aumentou 

em aproximadamente 73% nos morangos submetidos ao tratamento DH2 em 

relação ao grupo controle.  
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Figura 21 - Espectro de massas experimental (A) e teórico (B) da D-(-)-frutofuranose presente em 
morangos cv. Camarosa no tratamento DH2 analisado por GC-MS na fração semi-polar A. 

 

 Por outro lado, a análise da fração semi-polar B de morangos submetidos ao 

déficit hídrico 85% ETc (DH2), revelou o aumento significativo no teor de cinco 

compostos e a redução no teor de dois outros compostos em relação ao grupo 

controle (Figura 22). 

 
Figura 22 - Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos 
metabólitos e vice-versa) e Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o tratamento 
DH2 e grupo controle, analisados por GC-MS na fração semi-polar B. Os pontos vermelhos 
representam os metabólitos estatisticamente significativos. 
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Os compostos que apresentaram regulação positiva nos morangos tratados 

com déficit hídrico 85% ETc (DH2) foram putativamente identificados como 2,4-

dimetilbenzaldeído, 7,9-di-tert-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-2,8-dione e 

hidrocarbonetos de cadeia longa (C20-C40). O composto 2,4-dimetilbenzaldeído 

(Figura 23) com M+. m/z 134 e tempo de retenção de 5,17 minutos, apresentou 

95% de índice de similaridade, 884 de índice de tempo de retenção e seu teor 

aumentou cerca de 44% nos morangos do tratamento DH2 em relação ao grupo 

controle.  

 

 
Figura 23 - Espectro de massas experimental (A) e teórico (B) do 2,4-dimetilbenzaldeído presente 
em morangos cv. Camarosa no tratamento DH2 analisado por GC-MS na fração semi-polar B. 

 

  O composto identificado como 7,9-di-tert-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-

2,8-dione (Figura 24) com M+. m/z 276 e tempo de retenção de 10,90 minutos, 

apresentou 92% de índice de similaridade, 1567 de índice de tempo de retenção e 

seu teor aumentou cerca de 46% nos morangos do tratamento DH2 em relação ao 

grupo controle.  

 

 
Figura 24 - Espectro de massas experimental (A) e teórico (B) do 7,9-di-tert-butil-1-
oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-2,8-dione presente em morangos cv. Camarosa no tratamento DH2 
analisado por GC-MS na fração semi-polar B. 
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Os outros três compostos regulados positivamente no tratamento DH2 foram 

identificados como hidrocarbonetos de cadeia longa (C20-C40) (Figura 25). Os 

hidrocarbonetos apresentaram tempo de retenção de 12,36, 13,44 e 15,09 minutos 

e aumentaram cerca de 54%, 50% e 66%, respectivamente, nos morangos DH2 

em relação ao grupo controle. 

 

 
Figura 25 - Espectro de massas experimental (A) e teórico (B) de hidrocarbonetos presente em 
morangos cv. Camarosa no tratamento DH2 analisado por GC-MS na fração semi-polar B.. 

 

Os compostos que apresentaram regulação negativa nos morangos tratados 

com déficit hídrico 85% ETc (DH2) foram putativamente identificados como γ-

sitosterol e 29-metilisofucosterol. O composto γ-sitosterol (Figura 26) com M+. m/z 

414 e tempo de retenção de 18,23 minutos, apresentou 90% de índice de 

similaridade, 2925 de índice de tempo de retenção e diminuiu cerca de 46% nos 

morangos DH2 em relação ao grupo controle. O composto 29-metilisofucosterol 

diminuiu cerca de 52% nos morangos DH2 em relação ao grupo controle. 

 

 
Figura 26 - Espectro de massas experimental (A) e teórico (B) do γ-sitosterol presente em morangos 
cv. Camarosa no tratamento DH2 analisado por GC-MS na fração semi-polar B. 
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Para os morangos do tratamento com excesso salino (ES), analisados na 

fração semi-polar A, não foram observadas diferenças significativas em relação aos 

morangos do grupo controle (Figura 27). 

 
Figura 27 - Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos 
metabólitos e vice-versa) e Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o tratamento 
ES e grupo controle, analisados por GC-MS na fração semi-polar A. Os pontos vermelhos 
representam os metabólitos estatisticamente significativos. 

 

Por outro lado, comparando os morangos submetidos ao excesso salino 

(ES) com morangos do grupo controle, analisados na fração semi-polar B, foi 

observado o aumento no teor de quatro compostos e o decréscimo significativo no 

teor de dois compostos (Figura 28). 
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Figura 28 - Volcano Plot, usando Fold Change (valores positivos de log2(FC) indicam aumento dos 
metabólitos e vice-versa) e Teste-t de Student (p-valor ≤ 0,05) para comparação entre o tratamento 
ES e grupo controle, analisados por GC-MS na fração semi-polar B. Os pontos vermelhos 
representam os metabólitos estatisticamente significativos. 

 

Os compostos regulados positivamente foram os hidrocarbonetos de cadeia 

longa (C20-C40). Apresentaram tempo de retenção de 10,43, 13,44, 15,09 e 16,04 

minutos e aumentaram cerca de 22%, 26%, 71% e 54%, respectivamente, nos 

morangos tratados com ES em relação ao grupo controle. Já os teores dos 

compostos γ-sitosterol e 29-metilisofucosterol foram reduzidos em 49% e 53%, 

respectivamente, nos morangos tratados com ES em relação ao grupo controle.  

Nas tabelas 3 e 4 estão apresentadas as informações da análise univariada 

(p ≤ 0.05 e fold-change (FC) ≥ 1.5) e a identificação tentativa dos metabólitos que 

diferiram entre os tratamentos em relação ao grupo controle. 
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Tabela 3 - Metabólitos detectados por GC-MS que apresentaram diferença significativa (p ≤ 0.05 e fold-change (FC) ≥ 1.5) entre os tratamentos  

Identificação tentativa 
C vs DH1 C vs DH2 C vs ES 

Log2(FC) p-valor Log2(FC) p-valor Log2(FC) p-valor 

2,4-dimethylbenzaldehyde - - 0,67 1E-6 - - 

hidrocarboneto - - - - 0,67 1E-10 

7,9-di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-dione - - 0,72 2E-10 - - 

hidrocarboneto - - 0,93 4E-5 - - 

frutose, TMS - - 2,03 1E-4 - - 

hidrocarboneto - - 0,83 1E-4 0,75 1E-6 

hidrocarboneto - - 1,36 8E-9 2,11 2E-8 

hidrocarboneto - - - - 1,42 2E-7 

γ-sitosterol - - -1,05 6E-6 -0,78 2E-6 

29-methylisofucosterol -0,62 1E-4 -1,22 9E-8 -0,65 6E-5 

C: controle; DH1: 95% ETc déficit hídrico; DH2 85% ETc déficit hídrico; ES: excesso salino; Valores positivos de log2(FC) indicam que os 

metabólitos aumentaram nos tratamentos DH1, DH2 e ES em relação ao controle e vice-versa. p-valor de acordo com teste-t de Student. 
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Tabela 4 - Identificação tentativa dos metabólitos que apresentaram diferença significativa (p ≤ 0.05 e fold-change (FC) ≥ 1.5) entre os tratamentos 

na análise metabolômica não direcionada por GC-MS  

 

Identificação tentativa* 
TR 

(min) 

m/z 

experimental 

Formula 

molecular 
Íons de referência 

Índice de tempo 

de retenção** 

Base de 

dados 

2,4-dimethylbenzaldehyde 5,17 134 C9H10O 133 (100); 105 (60); 77 (23); 79 (20) M+. 134 (81) 884 61814 

hidrocarboneto 10,43 - - 71 (100); 85 (72); 99 (26); 83 (18) 1499 - 

7,9-di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5)deca-

6,9-diene-2,8-dione 
10,90 276 C17H24O3 205 (100); 217 (57); 175 (53); 189 (48) M+. 276 (4.72) 1567 545303 

hidrocarboneto 12,36 - - 71 (100); 85 (91); 82 (72); 99 (50) 1793 - 

frutose, TMS 12,92 540 C21H52O6Si5 73 (100); 217 (63); 147 (29); 218 (13) M+. 540 (4) 2029 6427431 

hidrocarboneto 13,44 - - 85 (100); 71 (84); 99 (53); 113 (37) 1982 - 

hidrocarboneto 15,09 - - 71(100); 85 (78); 99 (49); 113 (31) 2287 - 

hidrocarboneto 16,04 - - 85 (100); 71 (84); 99 (53); 113 (37) 2480 - 

𝛾-sitosterol 18,23 414 C29H50O 107(88); 329 (84); 95 (81); 145 (79) M+. 414 (100) 2925 457801 

29-methylisofucosterol 18,29 426 C30H50O 314 (100); 281 (50); 229 (39); 299 (32) M+. 426 (<1) 2936 6443745 

*Biblioteca de espectro de massas NIST 2011, M+. Íon molecular, índice de similaridade acima de 85%; **FAMEs C8-C24 (ésteres metílicos de 

ácidos graxos) 
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7 Discussão 

 As mudanças bioquímicas, moleculares e fisiológicas que ocorrem durante o 

processo de aclimatação são determinadas pela condição imposta. Portanto, para 

cada situação estressora são ativadas rotas metabólicas e respostas específicas 

(MITTLER, 2006). 

 A análise direcionada realizada por PERIN et al. (2019), revelou alteração de 

ácido abscísico (ABA) e derivados, compostos fenólicos e genes associados a 

estas rotas biossintéticas nos morangos tratados com DH1, DH2 e ES. Utilizando 

análise metabolômica não direcionada, observou-se alteração dos compostos 

metilsiringina, ácido 3-deoxi-D-mano-octulosônico, 𝛽-D-glucuronopiranosil-(1→3)-𝛼-

D-galacturonopiranosil-(1→2)-L-ramnose, ácido trans-cinâmico, D-(-)-frutofuranose, 

2,4-dimetilbenzaldeído, 7,9-di-tert-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-2,8-dione, 

hidrocarbonetos, fosfocolina, triptofano, 29-metilisofucosterol e γ-sitosterol nos 

tratamentos DH1, DH2 e ES. É possível que compostos de alta massa molecular, 

como polímeros de açúcares, peptídeos, proteínas ou mesmo espécies iônicas 

como metais sejam alterados em maior proporção. No entanto, alterações pontuais 

foram observadas e serão discutidas a seguir. 

7.1.1 Alterações ocorridas em morangos cv. Camarosa submetidos ao déficit 

hídrico 95% ETc (DH1) analisados por metabolômica não direcionada 

O composto metilsiringina cujo teor aumentou em morangos DH1 é um 

fenilpropanoide glicosilado. A metilsiringina já foi encontrada em casca de caule de 

Styrax japonica (Kim et al., 2007), erva-doce (Foeniculum vulgare Miller) (Kitajima 

et al., 1998) e frutas de amora-preta (Morus alba) (Park et al., 2017), sendo descrito 

como um composto potencialmente antioxidante. Em plantas, os compostos 

fenólicos, em sua maioria, apresentam-se na forma glicosilada para diminuir a 

toxicidade intracelular. Os compostos fenólicos podem atuar como antioxidantes 

inibindo a produção de ROS e como sinalizadores de estresses bióticos e abióticos 

(BUCHANAN et al., 2015; GHASEMZADEH; GHASEMZADEH, 2011). O acúmulo 

de fenilpropanoides em morangos sob condições de estresse já foi evidenciado 

anteriormente (PERIN et al., 2019) e seu papel como marcador de resposta ao 

estresse pode estar associado na ativação de defesa da planta.  
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7.1.2 Alterações ocorridas em morangos cv. Camarosa submetidos ao déficit 

hídrico 85% ETc (DH2) analisados por metabolômica não direcionada 

O composto ácido 3-deoxi-D-mano-octulosônico (Kdo), cujo teor foi maior no 

tratamento DH2 em relação do grupo controle, compreende à subclasse dos 

carboidratos e carboidratos conjugados. Sob exposição a estresses bióticos e 

abióticos, a composição da parede celular é alterada para manter as condições 

ótimas de funcionamento da célula, tecidos e órgãos. A pectina, constituinte da 

parede celular, é formada por três estruturas de polissacarídeos, 

homogalacturonana, ramnogalacturonana I (RI) e ramnogalacturonana II (RG II). A 

RG II, é considerada uma região conservada nos vegetais por conter em sua 

estrutura resíduos de açúcares raros ligados a borato diéster, dentre eles, ácido L-

acérico, D-apiose, 2-O-metil L-fucose, ácido 3-deoxi-D-lyxo-heptulosônico (Dha) e 

Kdo. O Kdo já foi encontrado em Arabidopsis thaliana (DELMAS et al., 2008), polpa 

de beterraba (Beta vulgaris) (ISHII; MATSUNAGA, 1996), maçã (Malus domestica), 

cenoura (Daucus carota) e tomate (Solanum lycopersicum) (DOCO et al., 1997).  

A exposição ao déficit hídrico promove o aumento na quantidade de cadeias 

laterais da pectina RG I e RG II determinando o grau de hidratação da parede 

celular (GALL et al., 2015; LEUCCI et al., 2008). Yang et al. (2015) ao estudarem o 

efeito de déficit hídrico e de excesso salino em folhas de amoreira (Morus alba L.) 

observaram que o gene KdsA (2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase) que 

codifica para a enzima Kdo-8-fosfato sintase apresentou expressão reduzida em 

relação ao controle, afetando a rota de biossíntese do Kdo, fundamental para o 

desenvolvimento das plantas (O’NEILL et al., 2004), sugerindo que a parede celular 

é afetada sob condições de estresses como forma de suportar a pressão osmótica. 

 Um acúmulo de D-frutose foi observado no tratamento com déficit hídrico 

85% ETc. O mesmo comportamento foi observado em morangos que foram 

irrigados com 50, 100 e 200 mL de água por dia e apresentaram um aumento da 

frutose nos frutos irrigados com 50 mL (TERRY et al., 2007). Por outro lado, Adak 

et al. (2018) não observaram diferenças na concentração de frutose em quatro 

cultivares de morango submetidos ao déficit hídrico. Shen et al. (2017) ao 

avaliarem o efeito do ácido abscísico (ABA) exógeno e do déficit hídrico em cereja 

observaram que os frutos que foram submetidos a estes tratamentos apresentaram 

acúmulo de antocianinas e dos açúcares solúveis glicose, frutose e sorbitol quando 
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comparados ao controle. Resultados semelhantes foram encontrados por Perin et 

al. (2019) sugerindo que a ativação da rota do ABA sob condições estressoras e a 

indução do acúmulo de frutose e de antocianinas pode melhorar a tolerância dos 

frutos frente a estresses abióticos (SHEN et al., 2017; SYED et al., 2016). 

Quando os morangos foram submetidos ao déficit hídrico 85% ETc ocorreu 

um aumento no teor do 2,4-dimetilbenzaldeído em relação ao grupo controle. Este 

composto já foi encontrado nas raízes de Eryngium amethystinum L. (MATEJIĆ et 

al., 2018), óleo-resina de páprica (GUADAYOL et al., 1997), tomilho (Thymus 

vulgaris L.) (AL-HASHMI et al., 2013), suco de uva tinta (GONZÁLEZ-MAS et al., 

2009) e mel oriundo de Paliurus spina-christi (JERKOVIĆ et al., 2009). São 

escassas as informações na literatura sobre o 2,4-dimetilbenzaldeído, no entanto, 

ele já foi encontrado em folhas de parreira (Vitis vinifera cv. Pinot noir) submetidas 

ao tratamento com déficit hídrico severo, porém não foram observadas diferenças 

em relação ao controle (Griesser et al., 2015). 

A rota dos fenilpropanóides podem levar a formação de compostos 

benzênicos voláteis. Os aldeídos benzóicos, álcoois benzílicos e acetato de benzila 

são compostos voláteis sintetizados em mel, morangos, flores, entre outros 

(BOATRIGHT et al., 2004; JERKOVIĆ et al., 2009; OLBRICHT et al., 2011). Os 

alcanos, assim como os aldeídos, cetonas e compostos aromáticos contribuem 

para o aroma de frutas. Neste estudo, foi observado um aumento significativo de 

hidrocarbonetos (alcanos) de cadeia longa (C20-C40) nos morangos submetidos 

aos tratamentos DH2 e ES.  

Outro composto com poucas informações na literatura é o 7,9-di-tert-butil-1-

oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-2,8-dione que apresentou uma regulação positiva nos 

morangos submetidos ao tratamento DH2. Este composto já foi encontrado em flor 

de Crataeva religiosa (SHARMA et al., 2018), óleo essencial de água de coco 

amarelo (DA FONSECA et al., 2009), polpa de manga (LALEL et al., 2003), óleo 

essencial de casca de caule de Cordia sebestena (ADEOSUN et al., 2013) e casca 

de romã (BARATHIKANNAN et al., 2016). Sua presença também foi observada em 

óleos essenciais de folhas de duas espécies de goiaba cultivadas durante a época 

de seca e chuva. 7,9-di-tert-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-2,8-dione é 

relatado na literatura como um fitoquímico com ação diurética e anti hipertensiva e 

também foi encontrado na composição de remédio utilizado na medicina para a 
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prevencão de asma e bronquite (CHINCHILLA et al., 2016; GROVER; PATNI, 

2013; RAO et al., 2016). 

O teor de 𝛽-D-glucuronopiranosil-(1→3)-𝛼-D-galacturonopiranosil-(1→2)-L-

ramnose, que pertence à classe dos oligossacarídeos, diminuiu quando foi 

submetido ao tratamento DH2 em comparação ao grupo controle. Este composto 

foi encontrado nas mucilagens de raízes de Abelmoschus manihot M. (TOMODA et 

al., 1979) e Hibiscus moscheutos L. (TOMODA et al., 1986). As mucilagens são 

estruturas complexas de polissacarídeos formadas por L-arabinose, D-galactose, L-

ramnose, D-xilose e ácido galacturônico ligados por ligações glicosídicas em 

diferentes proporções. Os grupos hidroxilas presentes nas mucilagens facilitam sua 

ligação com a água como forma de reserva (SEPÚLVEDA et al., 2007). Em 

estudos realizados por Perin et al. (2019) foi observada a diminuição da massa 

fresca nos morangos submetidos a este tratamento e isso pode estar relacionado 

ao baixo teor do composto 𝛽-D-glucuronopiranosil-(1→3)-𝛼-D-galacturonopiranosil-

(1→2)-L-ramnose. 

O teor de ácido trans-cinâmico, principal composto intermediário na rota dos 

fenilpropanóides, apresentou uma diminuição no tratamento DH2 em comparação 

ao grupo controle. Resultados semelhantes foram encontrados por Sun et al. 

(2012) utilizando PEG (Polietilenoglicol) como indutor de estresse hídrico em que 

foi observada a diminuição do ácido cinâmico em folhas de pepino. Em morangos 

cv. Camarosa submetidos ao déficit hídrico 85% ETc os níveis de transcritos dos 

genes C4H1 e C4H2 (ácido cinâmico 4-hidrolase) aumentaram em relação ao 

grupo controle (PERIN et al., 2019) sugerindo que a diminuição do ácido cinâmico 

nos frutos sob escassez de água ocorreu pelo aumento da sua conversão em 

outros compostos da rota metabólica dos fenilpropanoides, induzindo o aumento da 

expressão da PAL (phenylalanine ammonia lyase) (PERIN et al., 2019) para 

intensificar o fluxo desta rota metabólica. 

7.1.3 Alterações ocorridas em morangos cv. Camarosa submetidos ao 

excesso salino 80 mM NaCl (ES) analisados por metabolômica não 

direcionada 

No tratamento ES o composto que apresentou maior acúmulo foi identificado 

como fosfocolina e compreende a classe dos glicerofosfolipídeos ou lipídeos de 
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membrana. Através do metabolismo de glicerofosfolipídeos são produzidos ácido 

fosfatídico, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol, 

fosfatidilinositol e cardiolipina. A colina produzida pela desfosforilação da 

fosfocolina é utilizada como precursora para a síntese de compostos 

osmoprotetores, como a glicina betaína sugerindo que essa via metabólica atue em 

plantas como forma de proteção frente a estresses osmóticos, no entanto, a 

produção e/ou acúmulo de glicina betaína frente a estresse salino é dependente da 

espécie ou genótipo. Em plantas como espinafre, beterraba e trigo, o excesso 

salino induz o acúmulo de glicina betaína, já em Arabidopsis thaliana a produção 

não ocorre naturalmente. Mas é possível através de engenharia genética a 

produção de espécies capazes de acumular esse compostos com a finalidade de 

torná-las tolerantes a estresses abióticos (ASHRAF; FOOLAD, 2007; SUMMERS; 

WERETILNYK, 1993).  

Em espinafre, as enzimas responsáveis pela produção de fosfocolina foram 

induzidas sob exposição ao excesso salino 100, 200 e 300 mM NaCl em relação ao 

controle. Já em Arabidopsis, a enzima CK (choline kinase) responsável pela 

fosforilação da colina em fosfocolina apresentou o dobro de atividade enzimática no 

tratamento com 200 mM NaCl, indicando que nesta espécie a via metabólica 

utilizada para produção de fosfatidilcolina é através da fosforilação, indicando que a 

ativação da via metabólica de fosfocolina é espécie-dependente (TASSEVA et al., 

2004).  

Em morangos submetidos a variações de temperatura durante o dia (18-30 

oC) e noite (12-22 oC) foi observada uma elevação no teor dos lipídeos de 

membrana nas folhas, raízes e frutos de duas cultivares. As alterações que 

ocorrem na composição de lipídeos quando as plantas são expostas à fatores 

estressores alteram o metabolismo celular, podem aumentar a fluidez da 

membrana lipídica modificando a permeabilidade e o transporte de íons e solutos 

(WANG; LIN, 2006; WHITAKER, 2012). Dessa forma, sugere-se que sob condições 

de excesso salino, os lipídeos de membrana são modificados como forma de 

suportar a condição estressora. 

O teor do aminoácido triptofano foi maior em morangos tratados com 

excesso salino quando comparados a morangos do grupo controle. O triptofano é 

um aminoácido essencial e é precursor do hormônio auxina (ácido indolacético – 

IAA), que regula o crescimento celular através do aumento da permeabilidade de 
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água intracelular, diminuição da pressão da membrana e indução da floração e 

frutificação. Embora seja um hormônio do crescimento, a auxina pode inibir ou 

promover o crescimento das raízes de acordo com a dose aplicada. A exposição ao 

excesso salino (50, 100 e 200 mM NaCl) durante a germinação de couve chinesa 

afetou negativamente o crescimento radicular das mudas. Nestes vegetais, o teor 

de auxina livre também foi dependente da dose aplicada, apresentou concentração 

1,3 vezes maior na dose 200 mM NaCl do que o controle inibindo o crescimento 

das raízes. Por outro lado, o teor de triptofano diminuiu com o aumento das doses 

aplicadas (LEKSHMY et al., 2017; PAVLOVIĆ et al., 2018).  

 O teor do composto 29-metilisofucosterol foi reduzido nas frutas submetidas 

aos tratamentos DH1, DH2 e ES, já o teor de γ-sitosterol foi reduzido apenas nos 

tratamentos DH1 e ES em comparação aos morangos do grupo controle. Os 

fitoesterois fazem parte da composição da bicamada lipídica das membranas, 

participam de processos metabólicos, são precursores para a síntese de 

hormônios, regulam a permeabilidade e fluidez da membrana e outras organelas e 

auxiliam na expansão e divisão celular (ABU-MURIEFAH, 2015; KUMAR et al., 

2015). A hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA) sintase é a principal enzima que 

regula a produção de fitosteróis na via do mevalonato e a superexpressão do gene 

BjHMGS de Brassica juncea em Arabidopsis induziu a expressão dos genes 

HMGR, SMT2, DWF1, CYP710A1 promovendo resistência ao fungo Botrytis 

cinerea e tolerância a exposição ao peróxido de hidrogênio (WANG et al., 2012). 

Por outro lado, quando foi avaliado o efeito da desidratação e da aplicação de ABA 

e manitol na expressão do gene BjHMGS em mostarda castanha (Brassica juncea) 

foi observada uma diminuição no crescimento das sementes (ALEX et al., 2000). 

Embora a via do mevalonato (MVA) responsável pela produção de 

ubiquinona, esterois e sesquiterpenos e a via do metileritrol fosfato (MEP) 

responsável pela produção de ABA, ácido giberélico (GA), monoterpenos e 

carotenoides, ocorram de forma independente, há evidências de que ambas se 

conectam nos processos metabólicos (LAULE et al., 2003; WANG et al., 2012). O 

que pode explicar a redução dos fitosteróis encontrados nos tratamentos com 

déficit hídrico e excesso salino, uma vez que foi induzida a produção de ABA 

nestes tratamentos (PERIN et al., 2019). 
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8 Conclusão 

A utilização da estratégia de análise metabolômica não direcionada, 

possibilitou identificar compostos dos metabolismos geral e especializado alterados 

pelos tratamentos DH1, DH2 e ES. O acúmulo de metilsiringina, de um 

dissacarídeo, ácido 3-deoxi-D-mano-octulosônico, fosfocolina, triptofano, frutose, 

2,4-dimetilbenzaldeído, 7,9-di-tert-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-diene-2,8-dione e 

hidrocarbonetos e a redução de β-D-glucuronopiranosil-(1→3)-α-D-

galacturonopiranosil-(1→2)-L-ramnose, ácido trans-cinâmico, 29-metilisofucosterol 

e γ-sitosterol podem estar envolvidos na regulação das respostas metabólicas às 

condições estressoras.  

As informações obtidas neste estudo podem contribuir para o melhor 

entendimento das vias metabólicas que são ativadas sob condições estressoras e 

que podem, possivelmente, indicarem compostos marcadores de estresses. 
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