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RESUMO

A salinidade representa um dos mais sérios estresses ambientais que limitam o crescimento e
a producdo das culturas, induzindo a modificagdes morfoldgicas, estruturais e metabdlicas nas
plantas superiores. E um problema que pode afetar o desenvolvimento das plantas de forma
diferenciada quanto as espécies e até mesmo entre genotipos. Objetivou-se, portanto, com este
trabalho, avaliar o comportamento de quatro genotipos de sorgo sacarino quanto a tolerancia a
diferentes niveis de salinidade. Para isso, um experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo onde sementes de sorgo foram semeadas em vasos de 8 litros, contendo uma
mistura de areia e himus na proporc¢do de 2:1. Foram semeadas quatro sementes por vaso, €
apos sete dias da semeadura foi realizado um desbaste deixando apenas duas plantas por vaso.
Logo ap6s o deshaste, também foi iniciada a aplicacdo dos tratamentos salinos. O
delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, em esquema fatorial 5 x 4,
com cinco concentragdes de sais na agua de irrigacdo, correspondentes as condutividades
elétricas (CEa) de 0,5 (controle), 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 dS m™ e, quatro gendtipos de sorgo
sacarino (CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298), com cinco repeti¢cbes, sendo cada repeticao
constituida por duas plantas. Apos 40 dias do inicio da aplicacdo dos tratamentos foram
realizadas leituras das trocas gasosas e dos teores relativos de clorofila em folhas
completamente expandidas. A coleta foi realizada aos 45 dias ap0s o inicio dos tratamentos
salinos. As plantas foram avaliadas quanto a producdo de matéria seca de folhas, colmos +
bainhas e raizes, area foliar, altura e didmetro do colmo. Com o material coletado, foram
realizadas em laboratorio, andlises de solutos organicos e inorganicos e a atividade das
enzimas antioxidantes. As medidas de crescimento e as trocas gasosas de plantas de sorgo
sacarino foram significativamente afetadas pelo estresse salino, porém os genotipos CSF11 e
CSF 15 foram os que apresentaram menores reducdes nos parametros de crescimento,
demonstrando uma maior tolerdncia a este estresse. Por outro lado, o genétipo P 298
apresentou maiores reducdes nos parametros de crescimento avaliados. Os teores dos fons Na*
e CI" foram aumentados pelo estresse salino, enquanto que os dos fons K™ e NO3 foram
reduzidos em todos os gendétipos de sorgo estudados. De maneira geral, os teores de solutos
organicos foram aumentados pela salinidade em todos os genédtipos avaliados neste estudo. O
sistema antioxidativo foi mais eficiente quando as plantas foram submetidas ao segundo nivel
de estresse (CEa de 2,5 dS m™), obtendo-se aumentos nas atividades da enzima antioxidante,
principalmente no gendtipo CSF 11, que apresentou atividade enzimatica bem mais elevadas

em relacdo aos outros gendtipos. Diante dos resultados obtidos, pode-se classificar o gendtipo



CSF 11 como o mais tolerante ao estresse salino, enquanto que o genétipo P 298 demonstrou

ser a cultivar mais sensivel as condi¢des de salinidade.

Palavras-chave: Sorghum bicolor (L.). Estresse salino. Crescimento. Trocas gasosas. Solutos

organicos e inorganicos. Sistema antioxidante.



ABSTRACT

Salinity represents one of the most serious environmental stresses that limit crop growth and
production, inducing morphological, structural and metabolic changes in higher plants. It is a
problem that can affect the development of the plants in a differentiated way regarding the
species and even between genotypes. The objective of this work was to evaluate the behavior
of four sorghum genotypes for tolerance to different salinity levels. For this, an experiment
was conducted in a greenhouse where sorghum seeds were sown in 8-liter pots containing a
mixture of sand and humus in a 2: 1 ratio. Four seeds were sown per pot, and after seven days
of sowing a thinning was done leaving only two plants per pot. Soon after thinning, the
application of saline treatments was also started. The experimental design was a randomized
complete block design in a 5 x 4 factorial scheme with five concentrations of salts in the
irrigation water, corresponding to the electrical conductivity (CEa) of 0.5 (control), 2.5; 5.0;
7.5 and 10.0 dS m™, and four sorghum saccharin genotypes (CSF 11, CSF 15, P 76 and P
298), with five replicates, each replicate consisting of two plants. After 40 days of the
beginning of the application of the treatments were carried out readings of the gas exchanges
and the relative contents of chlorophyll in completely expanded leaves. The collection was
performed 45 days after the beginning of saline treatments. The plants were evaluated for dry
matter yield of leaves, stem + hems and roots, leaf area, height and stem diameter. With the
material collected, the analysis of organic and inorganic solutes and the activity of the
antioxidant enzymes were carried out in the laboratory. Growth measures and gas exchange of
sorghum plants were significantly affected by saline stress, but the CSF11 and CSF 15
genotypes showed the lowest reductions in growth parameters, demonstrating a greater
tolerance to this stress. On the other hand, the genotype P 298 showed greater reductions in
the growth parameters evaluated. The levels of Na* and CI ions were increased by saline
stress, whereas those of K™ and NOs™ ions were reduced in all sorghum genotypes studied. In
general, the contents of organic solutes were increased by salinity in all the genotypes
evaluated in this study. The antioxidative system was more efficient when the plants were
submitted to the second level of stress (CEa of 2.5 dS m™, obtaining increases in the activities
of the antioxidant enzyme, mainly in the genotype CSF 11, that showed much more
enzymatic activity Higher than the other genotypes. Considering the results obtained, we can
classify genotype CSF 11 as the most tolerant to saline stress, while the genotype P 298

proved to be the most sensitive cultivar to the salinity conditions.



Key words: Sorghum bicolor (L.). Saline stress. Growth. Gas exchange. Organic and

inorganic solutes. Antioxidant system.
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1 INTRODUCAO

1.1 Justificativa

As plantas estdo frequentemente expostas a estresses bidticos e abidticos que
prejudicam o seu crescimento, desenvolvimento e sua produtividade. A salinidade esta entre
0s estresses ambientais mais limitantes da produtividade das plantas, afetando seu
metabolismo geral e causando alteracGes morfoldgicas e fisiologicas. As principais causas dos
processos de salinizacdo das areas agricultaveis sdo decorrentes da baixa precipitacao
pluviométrica, alta evaporacdo, material de origem dos solos, irrigacdo mal conduzida, além
de drenagem inadequada e 0 emprego incorreto e excessivo de adubos quimicos (DANTAS et
al., 2006).

O problema da salinidade é mais acentuado em regifes aridas e semiaridas, que
apresentam clima quente e seco e que, devido a isso, é praticamente indispensavel o uso da
irrigacdo. Nessas regides, em que as culturas ndo dispdem de agua suficiente para suprir suas
necessidades hidricas durante todo o ciclo vegetativo, a irrigacdo assume papel de
fundamental importancia no que se refere a garantia de boas safras agricolas.

A inibicdo do crescimento e da produtividade das plantas provocadas pela
salinidade ¢ atribuida ao desbalanceamento nas relacdes hidricas e nutricionais das plantas e
ao acumulo de ions considerados toxicos (FARIAS et al., 2009). Contudo, 0s mecanismos de
tolerancia a salinidade ainda ndo estdo bem elucidados pelo fato deste fendmeno ser
extremamente complexo, pois envolve alteragdes morfologicas, bem como processos
fisiologicos e bioquimicos (AZEVEDO NETO et al., 2004). Dessa forma, a maneira como as
plantas respondem as condicbes de estresse salino difere grandemente entres as espécies,
gerando padrbes diferenciados de tolerancia tanto em espécies dicotiledoneas como em
espécies monocotileddneas, podendo-se encontrar diferencas, também, entre gendtipos de
uma mesma espécie.

O sorgo é uma cultura que no contexto da agropecudria brasileira vem se
destacando a cada dia, por ser uma graminea bastante energética, com alta digestibilidade,
produtividade e adaptacdo a ambientes secos e quentes, nos quais é dificil o cultivo de outras
espécies. Mesmo sendo considerada uma cultura moderadamente tolerante ao estresse salino,
pesquisas tém mostrado que o grau de tolerancia do sorgo ao estresse salino varia entre
gendtipos (LACERDA et al., 2003).
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Com o agravamento dos problemas de salinizagdo dos solos do nordeste, em
virtude do crescimento da area irrigada, o sucesso da atividade agricola pode ser alcangado
através de préaticas de manejo de solo que sejam capazes de reduzir a salinidade do solo, ou
através da selecdo de gendtipos tolerantes ao estresse salino. Assim, nas situagdes em que a
salinidade do solo ndo pode ser mantida em um nivel aceitavel para as culturas exploradas
economicamente, mediante um manejo adequado do solo e da agua de irrigacdo, uma
alternativa viavel é a selecdo criteriosa de espécies ou cultivares que, a0 mesmo tempo, sejam
mais tolerantes aos danos causados pelos sais e possam ter producbes economicamente
rentaveis.

Considerando o grande potencial do sorgo e sua importancia na economia
brasileira, e tendo conhecimento do problema da salinidade no desenvolvimento das culturas,
tornam-se relevantes estudos que avaliem diferentes genotipos de sorgo, quanto a sua
toleréncia a salinidade, bem como o entendimento dos mecanismos fisiologicos e bioquimicos

envolvidos na resposta dessas plantas contra os efeitos do estresse salino.

1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

Avaliar a tolerancia a salinidade de quatro gendtipos de sorgo sacarino, mediante

respostas fisioldgicas e bioquimicas.

1.2.2 Especificos

1. Analisar o efeito do estresse salino no crescimento, trocas gasosas (fotossintese liquida,
condutancia estomatica, transpiracdo e concentracao interna de CO,), teor relativo de clorofila
e relacGes hidricas de plantas jovens de sorgo;

2. Estudar o efeito dos sais no actimulo e distribuicdo de fons inorganicos (Na*, K, CI" e
NO3) e no actmulo de solutos organicos (carboidratos soluveis, N-aminossolUveis, proteinas
soluveis e prolina livre);

3. Analisar a atividade de enzimas do estresse oxidativo nos diferentes genotipos de sorgo

submetidos a niveis crescentes de salinidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) é uma planta da familia Poaceae,
originaria do continente africano e cultivado em regiGes tropicais e subtropicais do mundo,
constituindo a maior fonte de alimento e racdes da Africa, Oriente e Oriente Médio
(MARCHEZAN, 1987 apud SOUZA et al., 2005). Ele foi introduzido no Brasil pela regido
Nordeste no inicio do século XX, porém nunca se firmou como uma cultura com
caracteristicas comerciais marcantes (EMBRAPA, 2011). Contudo, a cultura do sorgo esta se
expandindo acentuadamente em sucessao as culturas de verdo no periodo safrinha (DUARTE,
2010).

O sorgo ¢é cultivado principalmente em regides aridas e semiaridas, e apresenta-se
como uma espécie bem adaptada a ambientes sujeitos a estresses abioticos, especialmente 0s
de temperatura do ar e umidade do solo (déficit hidrico) (LOURENCAO; BAGEGA, 2012).
Essa caracteristica permite que a cultura seja apta para se desenvolver e se expandir em
regides de cultivo com distribuicdo irregular de chuvas e em sucessdo a culturas de verdo
(TARDIN; RODRIGUES, 2008). Além de sua relativa capacidade de suportar esses estresses
ambientais, a cultura tem alto potencial produtivo e bons teores de matéria seca
(LOURENCAO; BAGEGA, 2012). Este comportamento de rusticidade as condicdes
ambientais confere ao sorgo condicbes favoraveis a sua adaptacdo em relacdo a outras
espécies comerciais.

Ainda que o sorgo seja uma cultura tolerante ao déficit hidrico, o sucesso de sua
implementacdo no Nordeste brasileiro depende também da capacidade da planta para crescer
em solos com excesso de sais dissolvidos (FREITAS et al 2011). Em relacdo a salinidade,
essa espécie é considerada moderadamente tolerante (FAO, 2005), suportando salinidade
entre 4 e 6 dS m™ de condutividade elétrica, embora haja diferenca no grau de tolerancia entre
os diferentes gendtipos (LACERDA et al., 2003). Essa resisténcia moderada a presenca do sal
parece ser conseguida por meio de reducéo do transporte dos fons Na* e CI da raiz para a
parte aérea, ou de compartimentalizacdo de parte desses ions em locais especificos da raiz e
da parte aérea (LACERDA et al., 2001), ou, ainda, da acumulacdo de solutos organicos nas
folhas (HASEGAWA et al., 2000).
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O sorgo € uma cultura que tem se tornado uma alternativa para a alimentacdo
animal, principalmente nas regides com pouca disponibilidade de &gua, pois apresenta
sementes que sdo ricas em proteinas, vitaminas, carboidratos e sais minerais (SILVA et al.,
2013). Basicamente, o sorgo é classificado em cinco tipos: granifero (taninoso e ndo
taninoso), sacarino, vassoura, forrageiro e sudanense. Na nossa regido, 0s tipos sacarino e
forrageiro sdo os de maior importancia, pelo fato de serem bem adaptados as condigdes do
semidarido e apresentarem ainda uma boa produtividade (DIPAP, 2010). O sorgo sacarino, que
sera descrito com mais detalhes no topico seguinte, € um tipo de porte alto, com altura de
planta superior a dois metros, e caracterizado, principalmente, por apresentar colmo doce e
suculento como o da cana-de-agucar. Na regido Nordeste, esse tipo de sorgo pode também ser
utilizado como forragem, assumindo caracteristicas parecidas com a do sorgo forrageiro,
sendo utilizado na forma de silagem e de corte.

Entre as espécies alimentares, o0 sorgo € uma das mais versateis e mais eficientes,
tanto do ponto de vista fotossintético, como de velocidade de maturacdo. Sua reconhecida
versatilidade se estende desde o0 uso de seus grdos como alimento; como matéria prima para
producdo de alcool anidro, bebidas alcodlicas, colas e tintas; o uso de suas paniculas para
producdo de vassouras; extracdo de aclcar de seus colmos; até as inUmeras aplicacGes de sua
forragem na nutrigdo de ruminantes (EMBRAPA, 2000).

A cultura do sorgo pode substituir parcialmente a do milho nas racdes para aves e
suinos e, totalmente, para ruminantes, com uma vantagem comparativa de menor custo de
producdo. Além disso, a cultura tem demonstrado bom desempenho como alternativa para uso
no sistema de integracdo lavoura/pecuaria e para producdo de biomassa, proporcionando
maior protecdo do solo contra a erosdo, maior quantidade de matéria organica disponivel e
melhor capacidade de retencdo de &gua no solo, alem de propiciar condigdes para uso no
plantio direto (MAGALHAES; DURAES; RODRIGUES, 2007).

Nos paises em desenvolvimento, o sorgo é muito usado na alimentacdo humana,
sendo utilizado como principal fonte de alimento em grande parte dos paises da Africa, Sul da
Asia e América, enquanto que, em paises desenvolvidos, é empregado basicamente na
alimentacdo animal, como é o caso dos Estados Unidos, Australia e alguns paises da América
do Sul (TARDIN; RODRIGUES, 2008). No Brasil, por exemplo, o sorgo produzido é
destinado principalmente a inddstria de alimentos para aves, suinos e ruminantes.

Atualmente, o Brasil se encontra na 92 posi¢cdo em producao de sorgo no mundo,
sendo os Estados Unidos o maior produtor de grdo, seguido pelo México e Nigéria (USDA,

2014). No Brasil, o estado de Goias lidera a producdo nacional com 977,8 mil toneladas,
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seguido por Minas Gerais (456,2 mil toneladas) e Mato Grosso (421,2 mil toneladas). O
Ceard, atualmente, ocupa a 122 posicao na producdo nacional com 2,0 mil toneladas, sendo a
Bahia 0 maior produtor de sorgo da regido Nordeste com 202,3 mil toneladas (CONAB,
2014).

2.2 Sorgo sacarino € uma alternativa viavel para a producao de etanol

O alto preco atingido pelo etanol durante a entressafra da cana-de-aglicar ndo € o
Unico motivo de dor de cabeca para as usinas do setor nesse periodo. Outra preocupacdo é o
prejuizo ocasionado pela imobilizacdo de maquinario e médo de obra durante 0s meses em que
ndo se produz a matéria-prima do biocombustivel. Uma alternativa para a resolucdo dessas
duas questdes seria 0 sorgo sacarino, uma variedade da planta utilizada na alimentacdo animal
que tem capacidade de gerar acucar fermentavel para a producéo de alcool (GLOBO RURAL,
2011).

Ao lado da cana-de-agucar, que é tradicionalmente empregada na producdo de
etanol, o sorgo sacarino apresenta-se como uma 6tima opc¢ao sob o ponto de vista agronémico
e industrial. Esta planta pode oferecer, dentre outras, as seguintes vantagens: rapidez no ciclo
(quatro meses); cultura totalmente mecanizavel (plantio por sementes, colheita mecanica);
colmos suculentos com aglcares diretamente fermentaveis (producdo de 40 a 60 t ha™ de
colmos); utilizacdo do bagaco como fonte de energia para a industrializacdo, para a co-
geracdo de eletricidade ou como forragem para alimentacdo de animais, contribuindo para um
balanco energético favoravel (EMBRAPA, 2012).

O cultivo do sorgo do tipo sacarino pode ser, entdo, uma alternativa técnica e
economicamente viavel para fornecimento de matéria-prima a microdestilarias, evitando o
corte antecipado de cana-de-acUcar. Também pode ser integrado aos sistemas produtivos da
soja ou milho, pois pode ser cultivado em regiGes secas e em sucessdo a essas culturas
(safrinha) e, principalmente, pode ser colhido na entressafra da cana-de-aclcar (MOREIRA,
2010).

Segundo estudos de pesquisadores da Embrapa, os colmos do sorgo sacarino
podem ser processados na mesma instalacdo destinada a producdo de etanol de cana-de-
acucar, o que proporciona uma quantidade de bagaco que vai gerar 0 vapor necessario para a
operacdo industrial (RURAL CENTRO, 2012). E importante salientar que de maneira
nenhuma o sorgo sacarino veio para substituir a cana-de-acucar, que é, de longe, a melhor

espé’cie para producdo de etanol. O objetivo de sua implementagdo é garantir que as usinas
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tenham um ganho de 30 a 60 dias na produgdo do biocombustivel. 1sso acontece porque o
sorgo tem um ciclo de 120 dias, podendo ser plantando entre outubro e novembro, inicio da
entressafra de cana-de-agUcar, e colhido entre fevereiro e marco (GLOBO RURAL, 2011).
Outra vantagem do sorgo sacarino é a possibilidade de ser utilizado pela
agricultura familiar ou pequenos agricultores na escala de micro ou mini destilarias para

producéo, tanto de etanol, como de aguardente e rapadura (RIBEIRO FILHO et al., 2008).

2.3 O problema da salinidade na agricultura

A salinidade do solo é um dos fatores de maior preocupacdo na agricultura
moderna, podendo ocorrer em praticamente todos os continentes e em qualquer zona
climética, concentrando-se principalmente em regides de clima arido e semiarido (DAKER,
1988; RENGASAMY, 2006; BUI, 2013). De modo geral, um solo € considerado salino
quando a quantidade de sais sollveis existente é suficiente para prejudicar o crescimento das
plantas (WAILSEL, 1972). Para a maioria das culturas isso ocorre quando a condutividade
elétrica do extrato de saturacdo do solo é igual ou superior a 4 dS m™ (HOLANDA et al.,
2010).

Os solos salinos, frequentemente, sdo associados a concentragdes elevadas de
NaCl, embora, em algumas &reas, os sais de Ca®*, Mg** e SO, também estejam presentes em
concentracdes altas nesses solos (EPSTEIN; BLOOM, 2006). As elevadas concentracdes de
Na®*, que ocorrem em solos salinos, ndo so prejudicam as plantas, mas também degradam a
estrutura do solo, diminuindo a porosidade e a disponibilidade de agua. O ingresso de sais na
solucéo do solo causa déficits hidricos e inibe o crescimento e 0 metabolismo vegetais (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Em varias partes do mundo, a agricultura esta enfrentando um sério problema de
disponibilidade de recursos hidricos adequados, forcando muitos agricultores a utilizarem
agua com concentracao de sais relativamente alta para a irrigacdo das culturas (SAVVAS et
al., 2007). Em muitas areas de producdo agricola, o uso de agua de baixa qualidade na
irrigacdo e o manejo inadequado de fertilizantes minerais sdo as principais causas da
salinidade em solos cultivados (TRAVASSOS et al., 2011).

A regido do semiarido nordestino, por exemplo, apresenta caracteristicas
climaticas particulares, onde a agua da chuva nem sempre € capaz de suprir a demanda hidrica
necessaria para o bom desenvolvimento das culturas, o que se deve as baixas precipitaces ou

a irregular distribuicdo das chuvas. Desta forma, para se obter o completo crescimento e
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desenvolvimento das plantas durante o seu ciclo de vida, de modo a expressar geneticamente
0 seu potencial produtivo, a adogdo da agricultura irrigada é fundamental (OLIVEIRA et al.,
2009). Entretanto, o manejo inadequado da irrigacdo, associado a elevada taxa
evapotranspiratéria e o baixo indice de precipitacbes contribuem para o acimulo de sais,
causando a saliniza¢do das areas irrigadas (NOBRE et al.,2011).

A salinizacdo dos solos pode ocorrer por fatores naturais ou antropicos. Segundo
Fageria e Gheyi (1997), o intemperismo mineral, a precipitacdo atmosférica e os sais fosseis
sdo as trés principais fontes naturais de sais no solo. Como ag¢des antropicas, podemos citar o
uso de aguas de baixa qualidade na irrigacdo, como ja mencionado, e salmouras altamente
salinas ou residuos industriais.

No mundo, estima-se que ocorra uma perda de cerca de 1,5 milhGes de hectares de
terras araveis, a cada ano, devido ao acumulo de sais. Dessa forma, a salinizacdo tem sido
identificada como o principal processo de degradagéo dos solos. No Brasil, estima-se que 20 a
25% das areas irrigadas enfrentam problemas de salinizacdo (FAO, 2011). Este problema é
mais conspicuo na regido Nordeste, a qual possui uma area de 155 milhdes de hectares, sendo
que 52% dessa superficie é semiarida (HOLANDA et al., 2010).

Com o agravamento dos problemas de salinizacdo dos solos no Nordeste, em
virtude do crescimento da area utilizada com culturas irrigadas, o sucesso da atividade
agricola pode ser alcangado através de praticas de manejo de solo/agua que sejam capazes de
reduzir a salinidade do solo, como, por exemplo, a correcdo do solo e o uso de fracdes de
lixiviagdo (SHARMA; RAO, 1998; AYERS; WESTCOT, 1999), ou 0 emprego de genotipos
selecionados como tolerantes ao estresse salino, atividade esta que vem se tornando bastante
promissora (DANTAS et al., 2002).

2.4 O efeito da salinidade sobre as plantas

As plantas, em seu ambiente natural, estdo frequentemente expostas a diversos
estresses abidticos como seca, salinidade e temperaturas extremas (EPSTEIN et al., 1980;
YANCEY et al., 1982; MAIA, 2004). A salinidade é um dos principais fatores ambientais que
limitam o crescimento e a produtividade das plantas, afetando seu metabolismo geral e
causando alterac6es morfoldgicas e fisiologicas (LARCHER, 2006).

O efeito da salinidade sobre as plantas é consequéncia de dois distintos
componentes do estresse salino: (1) o componente osmotico — resultante da elevada

concentracdo de solutos na solucdo do solo, provocando um déficit hidrico pela reducdo do
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potencial osmotico; e (2) o componente idnico — decorrente dos elevados teores de Na* e CI,
alterando a relagdo K'/Na" e a absorcdo de outros nutrientes (WILLADINO; CAMARA,
2010). Essas altas concentracdes de Na* e CI” alteram a homeostase idnica da célula, podendo
provocar desequilibrios nutricionais, toxidez ou ambos no metabolismo da planta (MUNNS,
2002).

Geralmente, o primeiro e um dos mais notdrios efeitos da salinidade no
desenvolvimento das plantas é a inibicdo do crescimento. Esse estresse pode causar reducoes
significativas em matéria seca da parte aérea e raiz, altura da planta, nimero de folhas por
planta, comprimento de raizes e superficie por planta, além de reduzir o rendimento de gréos e
a qualidade das sementes (KOYRO; EISA, 2008). A limitacdo do crescimento acontece
porque, em condi¢des salinas, ocorre uma reducdo na disponibilidade de agua as plantas, em
razdo do abaixamento no potencial hidrico da solucdo do solo. Assim, a planta tende a
despender mais energia para absorver agua e nutrientes (MOHAMMAD et al., 1998;
LEONARDO et al., 2003).

Vérios estudos apontam que a reducdo do crescimento das plantas pode ser
acompanhada por decréscimos na taxa fotossintética (ROMERO-ARANDA; SORIA;
CUARTERO, 2001; CHARTZOULAKIS et al., 2002; AZEVEDO NETO et al., 2004;
HUANG et al., 2012). Isto acontece porque um dos efeitos imediatos da salinidade sobre o
crescimento das plantas € a reducéo da area foliar disponivel para a fotossintese, que resulta
também na diminuicdo da biomassa dos orgdos da planta (PARIDA; DAS, 2005). Contudo,
também se acredita que a maior parte da limitacdo da fotossintese seja consequéncia direta do
fechamento dos estdmatos, que ocorre devido a reducdo do potencial hidrico do solo causada
pelos sais (DAVIES; ZHANG, 1991).

A reducdo no grau de abertura estomatica, que ocorre nas plantas estressadas,
limita a absorcdo de CO, do ambiente e o fluxo de agua e ions para a parte area (ROMERO-
ARANDA et al., 2001). Portanto, embora o fechamento estomatico evite a perda excessiva de
agua através de transpiracdo ela causa uma diminuicdo na fotossintese liquida (GREENWAY;
MUNNS, 1980).

Os pigmentos fotossintéticos sdo bons indicadores do nivel de estresse nas plantas
(HENDRY; PRICE, 1993), por isso seus teores sdo frequentemente monitorados durante o
periodo de estresse, através de medidas da coloracdo de folhas e estimativa da concentracdo
de clorofila (PESTANA et al., 2001).

A interagdo dos sais com 0s nutrientes minerais presentes no solo é outra

consequéncia do estresse salino, resultando em desbalancos e deficiéncias nutricionais na
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planta (ZHU, 2003). Isto se deve, em parte, a mecanismos de competitividade e/ou alteracéo
estrutural das membranas celulares (LUTTGE, 1993; GRATTAN; GRIEVE, 1999). Por
exemplo, quando a concentragio de Na* e CI no solo ¢ alta, a absor¢éo de nutrientes minerais
como NO3, Ca" e K* é reduzida. A salinidade afeta a atividade dos fons em solugo e os
processos de absorcdo, transporte, assimilagdo e distribuicdo de nutrientes na planta
(LARCHER, 2000).

Os distlrbios metabélicos gerados pelo acimulo de Na* na célula sdo, em parte,
resultantes da competicdo com o K* pelos sitios ativos das enzimas (BLUMWALD et al.,
2000) e dos ribossomos (TESTER; DAVENPORT, 2003). O K" é ativador de mais de 50
enzimas do metabolismo vegetal e ndo pode ser substituido pelo Na* nesta fungdo, de modo
que uma alta concentracio de Na* ou uma alta relacdo Na'/K" acarretard na interrupcéo de
Varios processos metabolicos essenciais. E importante ressaltar que os efeitos da salinidade
sobre a nutricdo mineral das plantas podem variar de acordo com a concentragdo e a
composicao iénica do meio salino, com o niumero de nutrientes essenciais envolvidos e com
as diferentes respostas das plantas tanto em relacédo a salinidade como em relacéo a eficiéncia
na aquisicdo de minerais do solo (LACERDA, 2005).

As respostas ao estresse salino variam amplamente dependendo do gendtipo da
planta. Enquanto algumas espécies apresentam elevada tolerancia a salinidade, outras sdo
altamente susceptiveis. As plantas podem ser classificadas como halofitas, que sdo aquelas
que se desenvolvem naturalmente em ambientes com elevadas concentracGes salinas
(tipicamente Na* e CI), e glicofitas, que sdo as que ndo sio capazes de se desenvolver em
ambientes com elevadas concentragdes salinas. A maioria das glicéfitas apresenta reducéo no
crescimento quando a salinidade supera 10 mM, enquanto que as hal6fitas crescem em
ambientes nos quais a concentracdo salina varia de 50 a 500 mM (ORCUTT; NILSEN, 2000).
Em termos de potencial da agua, as haléfitas possuem a capacidade de crescer em substratos
cujo potencial oscila entre -1,0 e -2,5 MPa e, em condi¢des extremas, a -50 MPa
(WILLADINO; CAMARA, 2004).

As concentracdes de sais na solucdo do solo que limitam o desenvolvimento das
plantas diferem muito entre os gendtipos, e variam muito em funcéo do tipo de sal, do tempo
de exposicdo da planta ao estresse salino e do estddio de desenvolvimento da planta
(DANTAS et al., 2002).

2.5 Mecanismos de tolerancia de plantas ao estresse salino
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A resposta ao estresse salino depende das caracteristicas da planta, tais como o
genotipo, o 6rgdo e o estagio de desenvolvimento. A capacidade da planta para sobreviver ao
estresse é regida por mecanismos que conferem resisténcia e podem ser de escape ou de
tolerancia. Os mecanismos de escape envolvem reduzida atividade metabdlica, levando a um
estado de dorméncia - s@o aqueles que evitam a exposicdo ao estresse. Os mecanismos de
tolerancia, por sua vez, envolvem alta atividade metabdlica sob estresse moderado, e baixa
atividade sob estresse severo, esses mecanismos permitem a planta suportar 0 estresse
(OSMOND, 1987; BRAY et al., 2000; CAMARA; WILLADINO, 2005).

Dentre os mecanismos desenvolvidos pelas plantas, ao longo do processo
evolutivo, que lhes permitiram suportar o estresse salino podem-se citar: o controle de
absorcdo de ions tdxicos pela raiz e seu transporte para as folhas; a compartimentalizacdo de
jons,nas celulas e na planta inteira; o acumulo de solutos organicos compativeis no
citoplasma; alteracdes na estrutura da membrana plasmatica; inducdo de enzimas
antioxidativas; e alteragdo no balanco hormonal (GREENWAY; MUNNS, 1980;
HASEGAWA et al., 2000; PARIDA; DAS, 2005).

Além dos mecanismos acima citados, outros dois aspectos s@o bastante relevantes
em relacdo a tolerancia das plantas a salinidade, como o restabelecimento da homeostase
celular e a retomada do crescimento, mesmo que a uma velocidade reduzida (ZHU, 2001,
MANSOUR; SALAMA, 2004; BOTELLA et al., 2005; MUNNS; TESTER, 2008). Espécies
incapazes de restaurarem sua homeostase e de crescerem em condi¢cOes de estresse, devido a
auséncia ou ineficiéncia dos mecanismos citados, sofrerdo invariavelmente mais danos
(MARQUES, 2014).

2.5.1 Homeostase, compartimentalizacdo e regulacdo idnica

A homeostase significa uma tendéncia da célula ou do organismo em manter o
estado interno em constancia, mesmo em reposta a disturbios ambientais, tais como o estresse
salino. Normalmente ions fluem constantemente para fora e para dentro da célula como um
fluxo liquido controlado para acomodar o requerimento celular e assim criam uma
homeostase i6nica (NIU et al., 2005). Contudo, um dos principais efeitos causados pelo
estresse salino é o rompimento da homeostase ibnica da planta. A absorcdo e
compartimentalizacdo de ions sdo essenciais para a recuperacdo da homeostase e para

crescimento das plantas em condicgdes de salinidade (ADAMS et al., 1992).
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As hal6fitas apresentam tolerdncia ao sal devido & sua capacidade de
compartimentalizagdo dos ions tdxicos no vacuolo da célula, uma medida que além de excluir
0s mesmos do contato com as proteinas citosélicas, contribui para o ajustamento osmético da
celula (ZHU, 2003). Esta tolerancia a salinidade se deve a habilidade de evitar que elevadas
quantidades de sais, provenientes do substrato, alcancem o protoplasma e, assim, a planta seja
capaz de tolerar os efeitos toxicos e osmoticos associados ao aumento na concentragdo de sais
(LARCHER, 2000).

Em geral, 0 excesso de Na* pode conduzir & deficiéncia de K* e Ca** e a
absorcdo de NO3 pode ser inibida por excesso de CI" (SHANNON, 1992). Como resultado, a
planta torna-se susceptivel a disturbios osmoéticos ou ions-especificos, bem como a desordens
nutricionais que podem resultar na reducdo da produgdo ou da qualidade das culturas
(GRATTAN; GRIEVE, 1999). Portanto, para que as plantas tolerem a salinidade, a absorcéo
dos ions Na* e CI” deve ser restrita enquanto se mantém a absorcdo de macronutrientes como
K*, Ca®" e NOs" que sdo essenciais para 0 bom desenvolvimento das culturas (TAVAKKOLI
etal., 2011).

Outra questdo importante € 0 movimento e distribuicdo de ions toxicos nos 6rgdos
e tecidos da planta. De acordo com Munns (2002), um modo de aumentar a tolerancia das
plantas a salinidade seria através de um controle mais eficiente no transporte de ions toxicos
para 0s 6rgaos aereos transpirantes, acumulando-os nas raizes. Por sua vez, o grau de acumulo
de sais nas raizes € funcao dos processos de exclusdo, compartimentalizacdo, velocidade de
carregamento e reabsorcdo de sais no xilema, e depende da seletividade na absorcdo de ions
nas células das raizes (TESTER; DAVENPORT, 2003). O controle do transporte de ions
para a parte area das plantas (principalmente Na* e CI") por intermédio das raizes tem sido

proposto como uma caracteristica de tolerancia em glicofitas (MUNNS, 2002).

2.5.2 Acumulo de solutos organicos

Para manter a absorcdo de agua em condicdes de estresse salino, além do acimulo

de ions no vacuolo, muitas plantas acumulam solutos organicos no citosol, o qual permite a

reducdo do potencial osmotico, acarretando na diminuicdo do potencial hidrico, sem que

ocorra diminuicdo na turgescéncia celular, sendo tal processo denominado de ajustamento
osmético ou osmorregulacdo (HOPKINS, 1999).

O ajustamento osmético pode contribuir para a manutencdo dos processos

fisiologicos, tais como a abertura estomatica, a fotossintese e a expansdo celular (SERRAJ;
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SINCLAIR, 2002). Em geral, os solutos inorganicos (Na* e CI") sio compartimentalizados no
vacuolo, enquanto os organicos (carboidratos soltveis, N-aminossollveis, prolina, betainas,
etc.) acumulam-se no citosol, equilibrando desta forma o potencial hidrico entre os diversos
compartimentos celulares (ASHRAF; HARRIS, 2004; PRISCO; GOMES- FILHO, 2010).

O acumulo de solutos organicos é um processo comum em plantas submetidas
a estresses ambientais, tais como o hidrico e o salino (MUNNS, 2002). Estes compostos
compartilham a propriedade de permanecerem invaridveis em pH neutro e serem altamente
sollveis em agua. Ao contrario dos solutos inorganicos, que inibem as atividades de muitas
enzimas citosolicas, os solutos organicos, mesmo em altas concentragdes, ndo interferem no
metabolismo celular normal, sendo por isso também chamados de solutos compativeis
(SAIRAM; TYAGI, 2004).

Em adicdo a seu papel na osmorregulacao, acredita-se que 0s solutos organicos
contribuem também para a estabilidade das proteinas e das membranas celulares, ao
promoverem a remoc¢do de radicais livres de oxigénio, gerados pelo estresse oxidativo
secundario (MANSOUR, 2000). De maneira geral, as plantas tolerantes a salinidade devem
ser capazes de ajustar o seu potencial osmotico, o que envolve tanto a absorcdo e a
acumulacdo de ions como a sintese de solutos organicos. Esses mecanismos favorecem a

sobrevivéncia das plantas em ambientes salinos.

2.5.3 Sistema enzimatico antioxidativo

Secundariamente, o0 estresse salino provoca o0 estresse oxidativo atraves da
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como os radicais livre
superoxido (-O2) e hidroxil (HO-) e o perdxido de hidrogénio (H.0;) (VAIDYANATHAN
et al., 2003). Essas EROs sdo altamente reativas e podem alterar o metabolismo celular
normal causando danos oxidativos aos lipidios de membrana, proteinas e acidos nucleicos.

Para minimizar os danos oxidativos causados pelas EROs, as plantas
desenvolveram um sistema antioxidativo complexo que inclui tanto antioxidantes ndo
enzimaticos de baixo peso molecular (glutationa, carotendides e ascorbato), quanto enzimas
eliminadoras de EROs, tais como a dismutase do superdxido (SOD), a catalase (CAT) e as
peroxidases do ascorbato (APX) e do guaiacol (GPX) (McKERSIE; LESHEM, 1994).

A SOD ¢ responsavel pela dismutacdo enzimatica do radical -O,” em H,0; e O,

sendo considerada a primeira linha de defesa das plantas contra o estresse oxidativo, e é



27

encontrada em todos os sitios de producdo de -O,” (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002).

Em plantas superiores, a SOD apresenta-se na forma de trés isoenzimas, que diferem com
relacdo ao cofator metalico, a saber: a Cu/Zn-SOD (presente nos cloroplastos e no citosol), a
MnSOD (presente nas mitocondrias e peroxissomos) e a Fe-SOD (presente nos cloroplastos)
(ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002; GILL; TUTEJA, 2010).

Nas plantas, a CAT ¢ a principal enzima reguladora dos niveis intracelulares de
H.O, (FOYER; NOCTOR, 2003), sendo responsavel pela conversao de H,O, em H,O e O,
(MOLLER, 2001). Esté localizada nos peroxissomos atuando na remog¢do de H,0O, gerado
durante a fotorrespitracdo e nos glioxissomos de tecidos de sementes que armazenam lipidios,
onde decompde o H,0, formado durante a B-oxidacdo dos acidos graxos (XIONG; ZHU,
2002). As enzimas SOD e CAT formam um dos mais importantes sistemas de defesa das

plantas contra as EROs, removendo, respectivamente, o radical O," e o H,O,, evitando, desta
forma, a producdo do radical hidroxil (HO-), gerado pelas reacbes do estresse oxidativo

(ASADA, 1992; SCANDALIQS, 1993).

A APX também é considerada uma das principais enzimas antioxidativas
celulares, estando envolvida na eliminacdo do H,0,. Para isso, essa enzima usa
especificamente o &cido ascorbico como doador de elétrons, dai protegendo as células contra
os efeitos nocivos desse tipo de EROs (ASADA, 1992). As diversas formas de APX sao
encontradas, principalmente, nos cloroplastos e no citosol (ARORA et al., 2002), podendo,
também, estar associadas as mitocéndrias, peroxissomos e apoplasto (MITTLER, 2002). A
atividade da APX esta interligada a atividade da CAT e de outras peroxidases. A APX pode
ser responsavel pela modulacdo fina de EROs, enquanto CAT pode ser responsavel pela
remocdo do excesso de EROs durante situacdes de estresse (MITTER, 2002).

Além da APX, outro grupo de peroxidases encontrado em plantas é o das
isoenzimas que utilizam o guaiacol (GPX) como doador de elétrons. Essa enzima é uma
peroxidase ndo-especifica que se apresentam em diferentes isoformas e quantidades entre as
diversas plantas, ou mesmo entre as diferentes partes da mesma planta (SREENIVASULU et
al., 1999). A GPX ¢ encontrada no citosol, vactolo, parede celular e espacos intracelulares,
realizando importante papel na fisiologia das células vegetais. Essa enzima tem sido utilizada
como indicador de estresses, como altas temperaturas, salinidade e seca (ASADA, 1992;
CHEESEMAN et al., 1997, HERNANDEZ et al., 2000; DASH; MONHANTY, 2002).

Acredita-se que as enzimas do sistema antioxidativo estejam envolvidas com 0s

principais mecanismos de tolerancia das plantas a estresses ambientais. Dessa forma, varios
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estudos (SAIRAM et al., 2002; BOR et al.,, 2003; VAIDYANATHAN et al. 2003,
DEMIRAL ; TURKAN, 2005; AZEVEDO NETO et al., 2006) tém mostrado uma correlagio
entre a tolerancia a salinidade e a presenca de um eficiente sistema antioxidativo nos

genotipos tolerantes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal, condicdes de cultivo e tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e no Laboratério de Fisiologia
Vegetal, ambos pertencentes ao Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, da
Universidade Federal do Ceara, Campus do Pici, Fortaleza, Ceara, Brasil (latitude 3°44° S,
longitude 38°34° W). Foram utilizadas sementes de quatro gendtipos de sorgo
forrageiro/sacarino [Sorghum bicolor (L) Moench]: CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298, cedidas
pela Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuéria (IPA), Recife, PE.

De posse do material vegetal e dos equipamentos necessarios para a conducgdo do
experimento, 0 mesmo foi instalado em setembro de 2014, em que apds a selecdo das
sementes, foi realizada a semeadura em vasos de oito litros contendo uma mistura de areia e
himus (2:1). Foram semeadas quatro sementes por vaso, entretanto apos sete dias da
germinacdo foi realizado um desbaste deixando duas plantas por vaso. Neste mesmo dia,
também foi iniciada a aplicacdo dos tratamentos salinos com agua de irrigacdo a diferentes
concentracdes de sais, correspondentes as condutividades elétricas (CEa) de 0,5 (controle);
2,5,5,0;7,5€10,0dS m™.

Para o preparo das solucGes salinas, os sais NaCl, CaCl,.2H,O e MgCl,.6H,0
foram dissolvidos em agua na proporgéo de 7:2:1, obedecendo-se & relacdo: mmolc L™ = CEa
x 10, conforme Rhoades et al. (1992). Para evitar o acumulo excessivo de sais, a dgua de
irrigacdo foi aplicada de acordo com o principio de drenagem (BERNARDO et al., 2008)
mantendo-se 0 solo na capacidade de campo e adicionando fracdes de lixiviacdo de 15 a
20%. Além disso, no fundo de cada vaso foi colocada uma camada de aproximadamente 2 cm
de brita, para facilitar a drenagem.

A aplicacdo de agua foi feita de maneira localizada sendo utilizado um turno de
rega de dois dias. Com o intuito de corrigir eventuais caréncias nutricionais do solo, foram
aplicadas uma vez por semana cerca de 400 mL de solucdo nutritiva de Hoagland em cada
vaso, até o final do experimento.

Antes do inicio da aplicacdo dos tratamentos, foi realizada ainda uma analise
fisico-quimica do substrato usado no experimento. Essa analise foi feita pelo Laboratério de
solos/agua do Departamento de Ciéncias do Solo da Universidade Federal do Ceara e se

encontra na Tabela 1.
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Tabela 1. Classificacdo e composicdo do substrato proveniente da mistura de areia e himus na
proporgdo 2:1. Outubro de 2014.

Caracteristica

Classificagéo textural FRANCA
pH em &gua 7,5
CE (dS m?) 2,02
Ca”* (cmol./kg) 4,50
Mg** (cmoly/kg) 4,00
Na" (cmol./kg) 1,32
K" (cmol./kg) 1,55
H* + A" (cmoly/kg) 0,50
A" (cmol/kg) 0,00
PST (%) 11,00

3.2 Coleta e analise de crescimento

Apos 45 dias do inicio dos tratamentos salinos as plantas de sorgo foram coletadas
sendo realizadas medicGes da altura e diametro do colmo. Em seguida, as plantas foram
particionadas em folhas, colmos + bainhas e raizes e feita as medidas de massa fresca e area
foliar (LI 3100, Area Meter, Li-Cor., In. Lincoln, Nebraska, USA). O primeiro par de folhas
mais jovens completamente expandidas foi retirado de cada uma das duas plantas de cada
repeticdo e congeladas a -20 °C para posteriormente serem submetidas a liofilizagdo. O
restante do material foi levado para a secagem na estufa. Apos a liofilizacdo do material e a
secagem na estufa, foram determinadas as matérias secas das folhas, colmos + bainhas, raizes
e matéria seca total. O material liofilizado foi pesado, macerado e armazenado em frascos de

vidro a -20 °C para posteriores analises quimicas e bioquimicas.

3.3 Tolerancia a salinidade

Com os dados de massa seca total foram calculadas as perdas percentuais em
relacdo ao menor nivel de salinidade (reducdo em %), as quais foram utilizadas como indices
para comparar a tolerancia dos quatro genotipos de sorgo (Tabela 2), conforme Fageria,
Soares Filho e Gheyi (2010).
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Tabela 2 - Classificacdo de espécies vegetais quanto a tolerancia a salinidade, baseando-se na
reducdo do crescimento ou produtividade.

Reducéo da producao (%) Classificagédo

0-20 Tolerante (T)

20-40 Moderadamente tolerante (MT)
40 - 60 Moderadamente sensivel (MS)
> 60 Sensivel (S)

Fonte: Fageria, Soares Filho e Gheyi (2010)

3.4 Parametros de trocas gasosas e teores relativos de clorofila

As medidas de fotossintese liquida, transpiracdo, condutancia estomatica e
concentracdo interna de CO, foram realizadas no periodo da manha (entre 9 e 11 h) aos 40
dias apds o inicio dos tratamentos salinos. Essas medidas foram feitas utilizando-se uma
analisador de gas no infravermelho (IRGA, mod. LI-6400XT, LI-COR Inc., Lincoln,
Nebraska, USA), acoplado a uma fonte de radiacéo artificial com intensidade ajustada para
1.200 pmol.m™s®. As determinacdes foram feitas na primeira folha completamente
expandida, a partir do apice, sendo utilizada apenas uma planta por vaso.

Os teores relativos de clorofila foram determinados no mesmo dia em que foi
realizada as leituras de trocas gasosas, por meio de método ndo destrutivo, com o auxilio de
um medidor de clorofila portatil (SPAD-502, Minolta, Osaka, Japdo). As medidas foram
realizadas nas mesmas folhas utilizadas para medicédo das trocas gasosas. Em cada planta foi
feita uma média de trés leituras ao longo da folha, e os resultados foram expressos em

unidades arbitrarias, fornecidas pelo préprio aparelho.

3.5 Teor relativo de agua e potencial osmotico foliar

No dia anterior ao da coleta, foi retirada a segunda folha completamente
expandida, a partir da base, de uma das plantas de cada repeticdo, para a determinacdo do teor
relativo de agua e do potencial osmético foliar.

O teor relativo de agua foi determinado utilizando-se o método descrito por
Slavick (1979), sendo utilizados 20 discos foliares (10 mm de diametro), os quais foram
imediatamente pesados em balanga analitica para a obtencdo da massa fresca (MF). Os discos

foliares foram transferidos para um recipiente com agua destilada e deixados imersos por 6-7
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horas. Em seguida, os discos foram removidos, colocados entre duas folhas de papel toalha,
sendo levemente pressionados para eliminacdo do excesso de dgua e pesados novamente para
a obtencdo da massa tdrgida (MT). Logo apos, os discos foram colocados em sacos de papel e
colocados pra secar em estufa a 70° por 48 h para a obtengdo da massa seca do material (MS).
O teor relativo de agua foi calculado pela equacdo: TRA(%) = 100[(MF — MS)/(MT — MS)].
O potencial osmotico foi determinado utilizando-se o tecido foliar remanescente
apos retirada dos discos foliares para a determinacdo do TRA, o qual foi mantido em freezer a
-25°C até sua utilizacdo. O material foi prensado em uma seringa descartavel, obtendo-se um
liquido que foi centrifugado a 12.000 g por 10 min, a 4°C. Em seguida, uma aliquota de 10 pl
foi retirada e utilizada na determinacdo do potencial osmotico com o auxilio de um micro-
osmometro de pressdo de vapor (VAPRO 5520, Wescor, Logan Utah USA). Os valores do

potencial osmotico foram expressos em MPa.

3.6 Determinacéo dos solutos inorganicos em folhas e raizes

3.6.1 Preparo dos extratos

Os extratos brutos foram preparados de acordo com o método de Rinner et al.,
(2012). A proporcdo entre a massa do tecido liofilizado e o volume de &gua desionizada para
preparacdo dos extratos, de cada coleta, foi de 50 mg de folha ou raiz para 5 mL de agua
desionizada. Em tubos de ensaio, foram adicionados separadamente os pds liofilizados de
folhas ou raizes e agua desionizada. As amostras foram, entdo, agitadas vigorosamente e
incubadas a 85°C por 30 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4.000 x g, a
25°C, por 20 min, sendo o sobrenadante (extrato) coletado, filtrado e armazenado em frascos

de vidro a -25°C para posterior uso.
3.6.2 Teoresde Na" e K*
Os teores de Na’ e de K" foram determinados por fotometria de chama

(MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1989), sendo efetuada uma leitura no fotdmetro de

chama para cada extrato devidamente diluido.
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3.6.3 Teores de CI’

Os teores de CI” foram determinados segundo o método de Gaines, Parker e
Gascho (1984). A 3,0 mL do extrato devidamente diluido, foram adicionados 0,5 mL da
mistura de reacdo, formada por tiocianato de mercurio [Hg(SCN)2] a 13,2 mM, em metanol a
100%, e nitrato férrico [Fe(NO3)3.9H2Q] a 20,2% (p/v), em &gua desionizada, na proporcéo
de 4:1. Os tubos foram agitados vigorosamente e deixados em repouso por 15 min. Os teores
de CI" foram estimados por meio de leituras de absorbéncia em 460 nm, utilizando-se NaCl
como padréo.

3.6.4 Teores de NO3

O teor de NOj3™ foi determinado através do método do &cido salicilico (CATALDO
et al., 1975). A 0,1 mL do extrato, devidamente diluido, foram adicionados 0,2 mL de &cido
salicilico a 5%, em é&cido sulfurico concentrado. Os tubos foram agitados e, em seguida,
adicionados de 4,7 mL de NaOH a 2 M. Os tubos foram novamente agitados e deixados em
repouso até a mistura de reacdo atingir a temperatura ambiente. Os teores de NO3z™ foram
quantificados por leituras de absorbancia em 410 nm, utilizando-se KNO3; como padrao.

Os resultados de solutos inorgdnicos foram expressos em pmol gt MS e

representam a media de cinco repeticGes, sendo cada extrato dosado em duplicata.

3.7 Determinacéo dos solutos organicos em folhas

Os teores de carboidratos, N-aminossoluveis e prolina foram determinados com o
mesmo extrato usado para determinacdo dos solutos inorganicos, descrito no item 3.6.1. Ja
para a determinacdo dos teores de proteinas solaveis, foi utilizado o0 mesmo extrato usado para
a determinacdo das atividades das enzimas do estresse oxidativo que encontra-se descrito no
item 3.9.1.

3.7.1 Carboidratos soluveis

A determinacdo dos carboidratos soluveis foi feita de acordo com Dubois et al.
(1956), com algumas modificacbes. A 0,4 mL do extrato, devidamente diluido, foram
adicionados 0,4 mL de fenol a 5% e 2,0 mL de &cido sulfdrico concentrado. A mistura foi

agitada vigorosamente e deixada em repouso por 10 min para seu resfriamento. Em seguida,
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as amostras foram submetidas a quantificacdo dos carboidratos sollveis por meio de leituras
de absorbancia em 490 nm. A curva padrdo foi obtida utilizando-se a D(+) glicose anidra. Os
resultados de carboidratos soliiveis foram expressos em pmol g MS e representam a média

de cinco repeticdes, sendo cada extrato dosado em duplicata.
3.7.2 N-aminossoluveis

Os teores de N-aminossoliveis foram determinados de acordo com o método de
Yemm e Cocking (1955). Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,5 mL do extrato,
devidamente diluido, 0,25 mL de tampé&o citrato a 0,2 M (pH 5,0), 0,5 mL de KCN a 0,2 mM
em metilcelosolve a 100% e 0,1 mL de ninhidrina a 5% em metilcelosolve 100%. Em
seguida, os tubos foram fechados, agitados vigorosamente e colocados em banho-maria por
20 min, a 95°C. A reacéo foi interrompida abruptamente colocando os tubos em banho de gelo
e, apos resfriamento, foram adicionados 0,65 mL de etanol a 60%. Os teores de N-
aminossoliveis foram estimados através de leituras de absorbancia em 570 nm, com base em
uma curva padréo ajustada a partir de concentracdes crescentes de glicina. Os resultados de
N-aminossoliiveis foram expressos em pmol g' MS e representam a média de cinco

repeticdes, sendo cada extrato dosado em duplicata.
3.7.3 Proteinas soluveis

A determinacdo das proteinas solGveis foi realizada de acordo com o método
descrito por Bradford (1976), utilizando-se o reagente do Coomassie. Este reagente foi
preparado dissolvendo-se 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma Chemical
Company) em 50 mL de etanol a 95%, acrescidos de 100 mL de acido fosférico a 85%. O
volume final da solucéo foi completado para 1 L com agua desionizada e filtrado duas vezes.
A uma aliguota de 0,1 mL do extrato, devidamente diluido, foi adicionado 1 mL do reagente
de Bradford. A mistura foi deixada em repouso por 15 min para entdo serem submetidas a
leitura de absorbancia a 595 nm. Como padrao, foi utilizada a albumina de soro bovina. Os
resultados foram expressos em mg g™ MS e representam a média de cinco repeticdes, sendo

cada extrato dosado em duplicata.
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3.7.4 Prolina Livre

Os teores de prolina foram determinados de acordo com o método de Bates et al.
(1973), que tem como base a reagdo com a solucdo de ninhidrina &cida (1,25 g de ninhidrina
dissolvidos em 30 ml de &cido acético glacial e 20 mL de 4cido fosfdrico a 6 M). Em tubos de
ensaio com tampas rosqueaveis, adicionaram-se 0,5 mL do extrato bruto, 0,5 mL de
ninhidrina acida e 0,5 mL de acido acético glacial. Apds isso, os tubos foram hermeticamente
fechados e agitados vigorosamente, sendo a mistura aquecida em banho-maria a 100°C
durante 1 h, para o desenvolvimento da cor. Em seguida, os tubos foram resfriados em banho
de gelo por 10 min. para interromper a reacdo. Apos o resfriamento adicionou-se 1 mL de
tolueno aos tubos, os quais foram novamente agitados e deixados em repouso por alguns
minutos, Apds o repouso e formacdo de uma mistura bifésica, a fase superior (croméforo +
tolueno) foi retirada com o auxilio de uma pipeta Pasteur para a quantificacdo de prolina, que
foi realizada através de leituras de absorbancia em 520 nm, sendo o tolueno utilizado como
branco. A curva padrdo foi obtida utilizando-se L-prolina. Os teores de prolina livre foram
expressos em pmol g MS e representam a média de cinco repeticdes, sendo cada extrato

dosado em duplicata.

3.8 Atividades das enzimas do estresse oxidativo em folhas

3.8.1 Preparacao dos extratos

O extrato usado para a determinacdo das atividades enzimaticas foi obtido através
da homogeneizagdo, em almofariz, de 1,0 g do po liofilizado de folhas em 5,0 mL de tampao
fosfato de potéssio a 100 mM, pH 7,0, contendo EDTA a 0,1 mM, durante 4 min. O
macerado foi filtrado em tecido de nailon de malha fina, agitado e centrifugado a 12.000 x ¢
durante 15 min. Todos os procedimentos foram conduzidos a 4°C e o sobrenadante (extrato

bruto) foi armazenado a -25°C até o momento das analises.

3.8.2 Dismutase do superoxido

A atividade da dismutase do superdxido (SOD) foi determinada de acordo com o

método de Beauchamp e Fridovich (1971). Uma aliquota de 50 pL do extrato,
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convenientemente diluido, foi adicionada a 1.450 pL da mistura de reacdo formada por
metionina a 13 mM, azul de p-nitrotetrazolio (NBT) a 75 uM, EDTA a 100 mM e riboflavina
a 2 uM, todos em tampao fosfato de potéassio a 50 mM, pH 7,8. A reacao foi conduzida a
25°C em uma camara de reagdo revestida internamente com papel aluminio e iluminada com
duas lampadas fluorescentes de 20 W, por 15 min (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). A
atividade enzimética foi estimada através do aumento da absorbancia em 560 nm, devido a
producdo de azul de formazana, resultante da fotorreducdo do NBT. Os resultados foram
expressos em UA g™ Prot, sendo uma UA (unidade de atividade enzimatica) definida como
sendo a quantidade de enzima necessaria para causar 50% de inibicdo da fotorreducdo do
NBT, no periodo de 15 min. Os resultados representam a média de cinco repeti¢cdes, sendo

cada extrato dosado em duplicata.
3.8.3 Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com Havir e McHale
(1987). Foram adicionados 150 uL do extrato enzimatico a um meio de reacdo contendo 1290
uL de tampdo fosfato de potassio a 100 mM, pH 7,0, contendo EDTA a 0,1 mM e 60 uL de
H,0, a 0,5 M. A reacdo foi realizada a 25°C e a atividade da enzima foi determinada pelo
decréscimo na absorbancia em 240 nm, devido ao consumo de H,O,. Os resultados foram
expressos em pmol H,0, min? g™ Prot, usando-se para os célculos o coeficiente de extincio
molar do H,0, (36 M cm™), e representam a média de cinco repeticdes, sendo cada extrato

dosado em duplicata.
3.8.4 Peroxidase do ascorbato

Para determinacdo da atividade da peroxidase do ascorbato (APX) foi utilizada a
metodologia descrita por Nakano e Asada (1981). Para um volume final de 1,5 mL foram
adicionados 300 pL do extrato enzimatico a uma mistura de reacdo constituida de 50 uL de
H202a 30 mM e 50 pL de ascorbato a 15 mM, em 1100 pL de tampao fosfato de potassio a
50 mM, pH 6,0. A reacéo foi conduzida a 25°C, sendo a atividade da enzima determinada pela
oxidacdo do ascorbato, medida pelo decréscimo na absorbancia em 290 nm. Os resultados
foram expressos em pmol H,O, min™ g Prot, usando-se para os calculos o coeficiente de
extincdo molar de 2,8 mM™ cm™ do ascorbato e a estequiometria da reacdo (dois moles de

ascorbato para um mol de H,0y).
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Para a determinacdo da atividade enzimatica todos os extratos (repeticdes)
foram dosados em duplicata. Os resultados representam a média de cinco repeticGes, sendo
cada extrato dosado em duplicata.

3.9  Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental adotado para foi o de blocos casualizados (DBC),
em esquema fatorial 5 x 4, composto por 5 tratamentos salinos (CEa a 0,5; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0
dS m™.) x4 gendtipos de sorgo ( CSF 11, CSF15, P 76 e P 298) com cinco repeticdes, sendo
cada uma constituida por duas plantas. Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo
teste F a 5% de probabilidade e posteriormente a analise de regressdo. O programa utilizado
para a elaboracéo dos graficos foi o SigmaPlot 11.0 e para as analises estatisticas foi utilizado
o programa SISVAR 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise de crescimento

O crescimento das plantas de sorgo foi significativamente afetado pelo estresse
salino. Na Tabela 3 nota-se que, além da salinidade, houve diferenca significativa entre os
genotipos estudados, sendo observada interagcdo entre os dois fatores, para matéria seca de
folhas (MSF), colmos + bainhas (MSC) e raizes (MSR), bem como para a relagdo entre a
matéria seca da parte aérea (MSF + MSC) e a das raizes (MSPA/MSR).

Tabela 3 - Valores dos quadrados médios de matéria seca das folhas (MSF), dos colmos +
bainhas (MSC) e das raizes (MSR) e da relacdo entre a matéria seca da parte aérea e das
raizes (MSPA/MSR) de plantas de sorgo sacarino submetidas a niveis crescentes de
salinidade.

Variaveis Quadrado médio
Salinidade Genotipo (SXG) Bloco Residuo
(S) (G)
MSF 268,05 64,66 9,86 2,63™ 2,47
MSC 800,09 93,76 41,797 14,31 4,04
MSR 527,94 4,64 7,767 1,97 ™ 1,48
MSPA/MSR 50,92 6,08" 2,387 0,52 0,49

:*Diferen(;a significativa a 5% pelo teste F
Diferenca significativa a 1% pelo teste F
™ nao significativo
Com o aumento do nivel de estresse salino, observou-se uma gqueda acentuada em
todos os parametros de crescimento analisados (Figura 1A, B, C). Na MSF, por exemplo,
todos os genotipos estudados foram afetados pela salinidade, porém o gendtipo CSF11,
acompanhado do CSF 15 foram os que apresentaram uma menor queda nesta variavel,
apresentando, na maior dose de salinidade, maiores valores em relacdo aos outros gendtipos
(Figura 1A). Respostas semelhantes foram encontradas na MSC e MSR, em que se observou
uma nitida queda nessas variaveis na medida em que se elevou o nivel de estresse (Figura 1B,
C). Ja para a relacdo MSPA/MSR, observou-se que essa relacdo foi aumentada com a
salinidade em todos os gendtipos estudados, no entanto o gendtipo P 298 apresentou uma

maior relacdo e o gendtipo CSF 15 apresentou uma menor relagdo MSPA/MSR em
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Figura 1- Matérias secas das folhas (MSF, A), dos colmos + bainhas (MSC, B) e das raizes
(MSR, C) e relagdo entre a matéria seca da parte aérea e das raizes (MSPA/MSR, D) de
quatro genotipos de sorgo forrageiro/sacarino (CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a
niveis crescentes de salinidade por 45 dias, expressos em termos de condutividade elétrica da

agua de irrigacdo (CEa).
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comparacdo com 0s outros gendtipos quando submetidos ao maior nivel de estresse salino
(Figura 1D).

Estes resultados confirmam uma resposta tipica de glicofitas a salinidade do meio
externo que apresentam um significativo decréscimo da matéria seca dos diversos 6rgdos das
plantas (ZHONGHUA et al., 2011; FEIJAO et al., 2013). Outros autores também observaram
reducdes no crescimento de plantas de sorgo submetidas ao estresse salino (AQUINO et al.,
2007; SOUSA et al., 2010; FREITAS et al., 2011; MIRANDA et al., 2013). De acordo com a
maioria dos autores, a salinidade reduz o crescimento das plantas em decorréncia dos efeitos
osmoticos, toxicos e nutricionais. No entanto, alguns estudos mais especificos tém
demonstrado que a reducdo no crescimento é inicialmente afetada pelos efeitos osmaticos e
posteriormente pelo acumulo de ions toxicos. Segundo Rhoades et al. (1992), o excesso de
sais reduz o desenvolvimento da planta em razdo do aumento de energia que precisa ser
desprendida para absorver agua do solo, e ao ajustamento osmotico e bioquimico necessario
para sobreviver sob estresse.

Neste experimento, observou-se um aumento gradual da relagio MSPA/MSR com
0 aumento da salinidade na agua de irrigacdo (Figura 1D). Esse aumento ocorreu,
principalmente, em virtude da maior queda nos valores da MSR em relacdo as da MSF e
MSC, o que indica que as raizes da planta de sorgo se mostraram mais sensiveis aos sais do
que a parte aérea. No entanto, 0 aumento nessa relacdo pela salinidade nao esté de acordo com
muitos estudos realizados em condic¢des controladas ou em condigdes de campo, sendo aceito
pela maioria dos autores que a parte aérea € normalmente mais sensivel ao estresse salino
(MUNNS; TESTER, 2008; MATOS et al., 2013). Porém, maior reducdo no crescimento
radicular de plantas expostas ao estresse salino foi também observada em outros gendtipos de
sorgo (SOUSA et al.,, 2007), e também em arroz (CORREIA et al. 2005). Para diversos
autores, maiores valores observados nessa relacdo sugerem ser uma caracteristica importante
como indicadora de tolerancia ao estresse salino (AZEVEDO NETO; TABOSA, 2000;
SOUSA et al., 2014)

A salinidade inibiu a expansdo da area foliar (AF) em todos os gendtipos
avaliados (Figura 2), porém observou-se que o0s genotipos P76 e P 298 foram os que
apresentaram menores valores de AF em funcdo dos niveis crescentes de estresse salino.
Freitas et al. (2011) também observou reducdes na AF de plantas de sorgo quando submetidas
a média (CEa de 4,0 dS m™) e alta salinidade (CEa de 8,0 dS m™). Esse decréscimo da AF,

possivelmente, representa um mecanismo de adaptacdo das plantas ao estresse salino por
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Figura 2 — Area foliar de quatro gendtipos de sorgo forrageiro/sacarino submetidos (CSF 11,
CSF 15, P 76 e P 298) a niveis crescentes de salinidade por 45 dias, expressos em termos de

condutividade elétrica da &gua de irrigacdo (CEa).
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diminuir a superficie transpirante e, consequentemente, a perda de agua por transpiragdo
(TESTER; DAVENPORT, 2003). Porém isto reduz a fotossintese e o acumulo de biomassa
nos 6rgdos da planta (PARIDA; DAS, 2005), como também foi observado no presente
trabalho.

Assim como para as variaveis de crescimento ja& mencionadas, a altura da planta
também foi bastante afetada pelo estresse salino, atingindo taxas decrescentes na medida em
que se elevaram os niveis de estresse (Figura 3A). O gendtipo P 298 foi o mais afetado pelo
estresse salino, apresentando maior queda na altura das plantas quando submetidas a doses
crescentes de salinidade. Como pode ser observado, esse genétipo apresentou maior altura em
condicdes controle (0,5 dS m™), porém na maior dose de sal (CEa de 10 dS m™) sua altura
praticamente se igualou a dos outros genotipos. Segundo Jacome et al. (2003), o efeito mais
comum da salinidade sobre as plantas, de maneira geral, € a limitagdo do crescimento, devido
ao aumento da pressdo osmatica do meio e, consequentemente reducdo da disponibilidade de
agua, afetando a divisdo e o alongamento celular.

Quanto ao diametro do colmo observou-se que 0s genotipos apresentaram uma
resposta bem semelhante a area foliar, no qual os gendtipos P 76 e P 298 também expressaram
0s menores valores de diametro, enquanto que os genotipos CSF 11 e CSF 15 apresentaram 0s
maiores valores no ultimo nivel de estresse salino, no entanto, nota-se que o genotipo CSF 15
foi o mais afetado pela salinidade, apresentando uma maior queda nos valores de didmetro do

colmo (Figura 3B).

4.2 Indices de tolerancia a salinidade

Na tabela 4 encontra-se a classificacdo dos quatro gendtipos de sorgo quanto a
tolerancia a salinidade, baseando-se na reducdo da matéria seca total (MST) em relacdo ao
menor nivel de estresse (controle). O gendtipo CSF 11 apresentou as menores perdas
percentuais, sendo classificado como tolerante para CEa de 2,5 dS m™ e moderamente
tolerante para a CEa de 5,0 dSm™. Para a CEa de 7,5 dSm™ esse gendtipo foi classificado
como moderadamente sensivel e para o maior nivel de estresse salino (CEa de 10,0 dSm™) foi
classificado como sensivel. A menor reducdo da MST obtida pelo genétipo pode estar
relacionada a capacidade dessa espécie em desenvolver mecanismos de tolerancia a

salinidade, proporcionando sua melhor aclimatacdo ao meio de cultivo salino.
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Figura 3 - Diametro do colmo (A) e altura da planta (B) de quatro gendtipos de sorgo
forrageiro/sacarino (CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a niveis crescentes de
salinidade por 45 dias, expressos em termos de condutividade elétrica da agua de irrigacéo
(CEa).
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Os gendtipos CSF 15 e P 76 mostraram-se moderamente tolerante para a CEa
de 2,5dS m-1, moderadamente sensivel para os niveis 5,0 e 7,0 dS m-1 e sensivel para a
CEa de 10,0 dS m™, com reducdes no crescimento de até 71,3% e 76,6% , respectivamente.

Ao contrario do observado para o genétipo CSF 11, o P 298 apresentou as
maiores perdas percentuais de MST, com perdas de até 84,6% no mais alto nivel de
salinidade, sendo classificado como moderadamente tolerante & CEa de 2,5 dS m®,
moderadamente sensivel para a CEa de 5,0 dS m™ e para os maiores niveis de estresse (7,5 e
10,0 dS m™) esse genétipo foi classificado como sensivel. E possivel que a reducdo no
crescimento dos genotipos em estudo possa ser decorrente da toxidez de ions especificos
como o sodio e o cloreto e do baixo potencial osmoético da solugdo do solo, causando estresse
hidrico (MUNNS, 2002).

Tabela 4 - Reducdo percentual da massa seca total de plantas de quatro genotipos de sorgo,
submetidas a niveis crescentes de salinidade.

Reducdo em relagdo ao controle (0,5 dS m™) (%)
Gendtipos Equacdes R

25dSm? 50dSm? 75dSm’ 10,0dSm?

CSF11 y=6,1512x + 0,3609 0,95 157"  311M" 465" 61,9°
CSF15 y=6,278x + 8,5023 088 242MT 400  556M° 71,3°
P76 y=7,3021x + 3,5994 096 2185MT  401M°  584M° 76,6°

P298 y=6,8452x + 16,149 0,75 33,26MT  50,4M° 67,5° 84,6°

T, MT, MS e S — Tolerante, moderadamente tolerante, moderadamente sensivel e sensivel,
respectivamente. Classificacdo segundo Fageria, Soares Filho e Gheyi (2010).

4.3 Trocas gasosas e teor relativo de clorofila

A tabela 5 apresenta a analise de variancia para as trocas gasosas de sorgo
sacarino. Foi observado que todas as variaveis de trocas gasosas (gs, E, A, Ci) foram
significativamente afetadas pela salinidade e pelos gendtipos estudados, havendo também

interacdo entre os dois fatores (salinidade x gendtipo).
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Tabela 5 - Valores dos quadrados médios da condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E),
fotossintese (A), concentracdo interna de CO; (Ci) e do teor relativo de clorofila (SPAD) de
plantas de sorgo sacarino submetidas a niveis crescentes de salinidade.

Variaveis Quadrado médio
Salinidade Gendtipo (SXG) Residuo
(S) (G)
gs 0,0176 0,0025 0,0014™ 0,0003
E 16,48 2,727 1,45~ 0,39
A 478,52" 17,28" 34,44 5,11
Ci 724,727 121,08™ 86,83 29,67

 Diferenca significativa a 5% pelo teste F
Diferenca significativa a 1% pelo teste F

™ ndo significativo

O crescimento das plantas € resultado da integracdo de varios processos
fisiologicos, sendo a fotossintese um dos mais dominantes. Tanto a fotossintese como o
crescimento celular sdo processos primariamente afetados por estresses abidticos, como a seca
e a salinidade (PARIDA; DAS, 2005). Neste trabalho, observou-se que, de maneira geral, as
trocas gasosas decresceram a medida que aumentaram os niveis de salinidade dos tratamentos,
com excecdo da concentracdo interna de CO, (Ci). A condutancia estomatica (gs), por
exemplo, sofreu uma queda com o aumento da salinidade em todos os genotipos avaliados,
(Figura 4A). De maneira semelhante, pode-se afirmar que a taxa de transpiracdo (E) tambem
diminui com a salinidade em todos os genotipos estudados, (Figura 4B). Quanto a taxa
fotossintética (A) das plantas, observa-se que 0s genotipos de sorgo foram afetados pelas
doses crescentes de salinidade, apresentando uma diminuicdo dessas taxas com o aumento dos
teores de sais na dgua de irrigacdo (Figura 4C). Em relacdo a concentracdo interna de CO,, 0s
genotipos de sorgo responderam de forma bem similar quando submetidos a niveis crescentes
de salinidade, no qual todos os genotipos apresentaram um ligeiro aumento linear dessa
varidvel a medida que aumentaram os niveis de salinidade da agua de irrigacdo (Figura 4D).
Elevacdes na Ci no interior das folhas indicam que o CO, ndo estd sendo utilizado para a
sintese de acucares pelo processo fotossintético, com acimulo deste gas, indicando que algum

fator ndo estomatico esté interferindo nesse processo (LARCHER, 2006).
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Figura 4 - Condutancia estomatica (gs, A), transpiracdo (E, B), fotossintese (A, C) e
concentracdo interna de CO, (Ci, D) de quatro gendtipos de sorgo forrageiro/sacarino (CSF
11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a niveis crescentes de salinidade expressos em termos

de condutividade elétrica da &gua de irrigacdo (CEa). Medicdo realizada apds 40 dias de

estresse.
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Aquino et al. (2007) também verificaram uma diminuicdo dos parametros
fotossintéticos em plantas de sorgo com 40 dias sob estresse salino. Varios outros autores
constataram a limitacdo dos parametros fotossintéticos em funcdo do aumento da salinidade,
como em pinhdo-manso (SILVA et al., 2011), citrus (LOPEZ-CLIMENT et al., 2008),
feijdo-de-corda (ASSIS JUNIOR et al., 2007) e cajueiro ando-precoce (BEZERRA et al.,
2003). Em adicdo ao decréscimo dos parametros fotossintéticos podemos constatar que a
diminuicdo na area foliar (Figura 2), causada pelos crescentes niveis de salinidade, diminuiu
consideravelmente a area destinada ao processo fotossintético, tornando menor a capacidade
produtiva dos genotipos.

Na figura 5 pode ser observado que os teores relativos de clorofila tiveram um
discreto aumento quando as plantas foram submetidas a niveis crescentes de salinidade, sendo
que tanto na condigdo controle como na condicdo de estresse, 0 genotipo P 76 seguido do P
298 foram os que apresentaram os maiores valores de indice SPAD em comparagdo com 0S
outros gendétipos. De modo geral, as plantas quando sdo submetidas a estresses abidticos
apresentam reducdes no contetdo de clorofila (DEBOUBA et al., 2006). Entretanto, também
podem ocorrer aumentos na concentracao de clorofilas dependendo do nivel de sal no qual a
planta esta exposta (MA et al., 1997). Jamil et al. (2007) afirmam que normalmente ocorre
reducdo nos teores de clorofila em plantas sensiveis a salinidade, enquanto que ocorre o
inverso em plantas mais tolerantes. Porém, Coelho (2013), trabalhando também com
gendtipos de sorgo forrageiro, verificou que a salinidade nao afetou os teores de clorofila dos
genotipos avaliados, em que os niveis de clorofila permaneceram praticamente constantes
nessas plantas. Graciano et al. (2011), por sua vez, também verificaram que houve incremento
nos teores de clorofila de folhas de amendoim com o aumento da salinidade, sendo
relacionado como um mecanismo compensatdrio para manter o crescimento e a producdo ao

possibilitar o aumento da eficiéncia fotossintética.

4.4 Potencial osmético foliar e teor relativo de agua

Na tabela 6 encontra-se a analise de variancia para o potencial osmotico e o teor
relativo de agua de plantas de sorgo sacarino. Observou-se que houve efeito isolado da
salinidade e do genotipo para o potencial osmoético das plantas, ndo havendo efeito conjunto
entre 0s tratamentos. Ja para o teor relativo de agua ndo houve efeito significativo dos

tratamentos estudados.
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Figura 5 — Teores relativos de clorofila de quatro gendtipos de sorgo forrageiro/sacarino
(CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a niveis crescentes de salinidade, expressos em
termos de condutividade elétrica da agua de irrigacdo (CEa). Medicdo realizada apds 40 dias

de estresse.

60
48
D ¢
v A
.//'//—N
[ ]
A s '/J—/—J__\l
<
A
wn
[P}
2
R
o— ® (SF11) y=-0,1649x° + 1,8462x + 38,167 R = 0,83
B (SF15) y=-0,0959x> + 1,1544x + 35,837 R*>=0,76
(P76) y=-0,0764x%+1,4237x + 41,254 R? = 0,81
1 ® (P298) y=-0,1779x> + 2,1166x + 40,45 R>=0,97
O T T T T T

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0
CEa (dS m™)



49

Tabela 6 - Valores dos quadrados médios do potencial osmético (¥s) e do teor relativo de
agua (TRA) de plantas de sorgo sacarino submetidas a niveis crescentes de salinidade.

Variaveis Quadrado médio
Salinidade Gendtipo (SXG) Residuo
(S) (G)
s 0,3919™ 0,3997" 0,0161™ 0,088
TRA 3,71™ 3,19™ 3,62™ 8,22

" Diferenca significativa a 5% pelo teste F
Diferenca significativa a 1% pelo teste F
" ndo significativo

Os efeitos da salinidade no potencial osmético foliar de gendtipos de sorgo sdo
apresentados na Figura 6A. De maneira geral, o estresse salino acarretou uma reducdo do
potencial osmotico foliar em todos os gendtipos estudados. Foi observado que as plantas
apresentaram uma reducdo linear do potencial osmotico devido as doses crescentes de sais na
agua de irrigacdo, com excecdo do genotipo CSF 11 que apresentou um aumento do potencial
osmotico quando as plantas foram irrigadas com agua salina com CEa de 5,0 dS m™. Oliveira
et al. (2013) também verificou reducGes no potencial osmotico foliar em plantas de duas
espécies de sorgo forrageiro, quando elas foram submetidas a cinco tratamentos salinos.

A reducdo do potencial osmotico foliar em plantas sob estresse salino tem como
principal causa a absorcdo dos ions Na* e CI, em associagdo com diferentes classes de solutos
organicos que sdo acumulados e contribuem para o ajustamento osmético (STRANGE, 2004;
SILVEIRA et al,. 2009)

O teor relativo de 4gua (TRA) nas folhas nédo foi afetado pela salinidade e nem
foram observadas diferencas entre os gendtipos estudados, 0s quais atingiram valores médios
em torno de 81% (Figura 6B). Outros autores trabalhando com niveis de estresse salino
semelhantes aos aqui utilizados, também observaram que o TRA ndo foi alterado pela
salinidade (CAMARGO et al., 2008; FERREIRA-SILVA, 2008), 0 que sugere que as plantas
desenvolvem efetivos mecanismos de ajustamento osmotico, através da compartimentalizacéo
de ions toxicos no vactolo ou pela sintese de solutos organicos no citosol. Através desse
ajustamento, as plantas conseguem manter altos valores de TRA, associados a baixos valores
de potencial hidrico foliar (BONIFACIO, et al., 2014).

Figura 6- Potencial osmotico foliar (Ws, A) e teor relativo de agua (TRA, B) de quatro

gendtipos de sorgo forrageiro/sacarino (CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a niveis
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crescentes de salinidade por 45 dias, expressos em termos de condutividade elétrica da agua

de irrigagéo (CEa).
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4.5 Solutos inorgéanicos

4.5.1 Teores de Na*, K* e relagdo Na'/K”

Os teores de Na*, K* e relagdo Na'/K" em folhas e raizes de sorgo sacarino
foram significativamente afetados pela salinidade e pelos gendtipos estudados, sendo também
observada interacéo entre os dois fatores (Tabela 7).

Tabela 7 - Valores dos quadrados médios dos teores de Na*, K* e relagdo Na'/K" de plantas
de sorgo sacarino submetidas a niveis crescentes de salinidade.

Variaveis Quadrado médio
Salinidade Genotipo (SXG) Bloco Residuo
(S) (G)
Folha
Na* 12278,74°  4396,67 2642,77  586,59™ 704,60
K* 94406,72"  59901,21  36158,46  2814,0™  4620,16
Na*/K* 0,090 0,010 0,012™ 0,001 ™ 0,002
Raiz
Na"* 2821206,0°  325098,93" 83360,20° 321,89,97™ 27790,60
K* 10830,51°  4871,35"  10075,88"  418,11™ 674,08
Na*/K* 703,707 59,83 11,98™ 3,09™ 2,59

:*Diferen(;a significativa a 5% pelo teste F
Diferenca significativa a 1% pelo teste F
™ nao significativo
Como verificado, a salinidade afetou a absorcdo de ions Na® e K* dos
diferentes genotipos de sorgo forrageiro (Figura 7). Nas folhas (Figura 7A), os teores de Na®
foram aumentados com os niveis crescentes de estresse, sendo que as plantas do genétipo P
76 apresentaram maiores teores desse ion quando submetidas ao mais alto nivel de salinidade
(CEa de 10 dS m™), apresentando um aumento de 34% em relacdo ao controle. Entretanto, o
gendtipo CSF 15 foi o que apresentou os menores teores de ion Na® em suas folhas,
apresentando um aumento de 29%, em relacdo ao tratamento de mais baixa salinidade
(controle). Nas raizes, as concentracdes de Na* foram bem maiores em relagdo as folhas

(Figura 7B). Observou-se que a salinidade aumentou os niveis de Na* nas raizes em todos os



Na' (umol g* MS)

K* (mmol g* MS)

52

Figura 7 — Teores de Na* em folhas (A) e raizes (B) e de K" em folhas (C) e raizes (D) de
quatro genotipos de sorgo forrageiro/sacarino (CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a
niveis crescentes de salinidade por 45 dias, expressos em termos de condutividade elétrica da

agua de irrigacdo (CEa).
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genotipos estudados. Porém, ao contrario do que ocorreu nas folhas, os gendtipos CSF 11 e
CSF 15 foram os que apresentaram maiores teores de Na’ nas raizes, enquanto que 0s
gendtipos P 76 e P 298 apresentaram os menores valores deste ion. Isto demonstra que os
genotipos que acumularam mais Na* nas raizes apresentaram, portanto, menores teores deste
ion na parte aérea das plantas.

Como ja mencionado, um maior actimulo de Na* foi observado nas raizes em
comparagdo com as folhas. Isto demonstra a capacidade da planta de sorgo de controlar o
transporte deste ion para os tecidos fotossintetizantes. Segundo Munns e Tester (2008), a
habilidade das plantas em limitar a absorcéo e/ou transporte de ions da zona radicular para a
parte aérea, evitando assim a sua acumulacdo em niveis que excedam a habilidade das células
em compartimenta-los no vacuolo, constitui-se em um mecanismo de tolerdncia a salinidade
em glicofilas. Sousa et al. (2010) e Freitas et al. (2011) também verificaram aumentos nos
teores de Na* em plantas de sorgo submetidas a niveis crescentes de salinidade, sendo esse
aumento mais significativo nas raizes.

Uma inadequada compartimentalizacdo do Na* entre o citosol e o vactolo leva a
uma desidratacdo e consequente diminuicdo da turgescéncia da célula, o que pode provocar
morte celular em folhas e ramos (MARSCHNER, 1995). Portanto, pode-se sugerir que a boa
retencdo desse ion nas raizes, associada a outros mecanismos de protecdo, como por exemplo,
a producdo de altos niveis de antioxidantes (ASHRAF, 2002), podem contribuir para sua
maior tolerancia a salinidade.

Diferentemente do que foi observado com o Na®, o estresse salino reduziu, de
maneira geral, os teores de K* em plantas de sorgo com o aumento da salinidade (Figura 7C).
Em folhas, observou-se uma maior queda no teor de K" no genétipo CSF 15, sendo esta
reducdo de 47% nas plantas submetidas ao mais alto nivel de estresse salino, em comparagédo
as plantas controle. Nas raizes, os teores de K* foram consideravelmente menores do que nas
folhas, porém, também, se mostraram com valores decrescentes com o aumento da salinidade
(Figura 7D). O gendtipo P 298 apresentou maiores reducdes nos teores de K™ em comparagao
aos demais genotipos, enquanto que o gendtipo CSF 15 foi 0 g apresentou maiores teores
deste ion quando submetidos a diferentes niveis de estresse salino. Porém € interessante
ressaltar que os gendtipos CSF 11 e P 76 foram os que apresentaram menores reducdes de K*
ao elevar-se o nivel de estresse nas plantas. As reducdes desse soluto nas raizes podem sugerir
uma maior translocacdo desse ion essencial para as folhas, a fim de assegurar um melhor
ajustamento osmotico das mesmas, além de manter a capacidade fotossintética por sua

importéncia na sintese de proteinas e ativacdo enzimatica (TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Além do sorgo (NETONDO et al., 2004; FREITAS et al., 2011), reducdes nos
teores de K* nas folhas e nas raizes ja foram encontrados em diversas outras culturas, tais
como no milho (AZEVEDO NETO et al., 2004; FEIJAO et al., 2013), pinhdo manso (SILVA
et al., 2009), feijio-de-corda (ARAUJO, 2011) e girassol (SILVA et al., 2014).

Segundo Hasegawa et al.(2000), os teores de K™ podem ter sido reduzidos pelas
altas concentragdes de Na*, em funcdo do antagonismo que existe entre os dois fons. No
entanto, Lacerda et al. (2006) afirmam que os teores de K™ nas folhas de plantas estressadas
podem aumentar ou diminuir, em fungdo do tempo de estresse e da idade da folha analisada.

A relagdo Na* /K™ em folhas e raizes foi significativamente aumentada com os
niveis crescentes de salinidade em todos os genotipos de sorgo avaliados (Figura 8).
Entretanto, observa-se que, nas folhas, os genétipos CSF 11 e CSF 15 foram os que
apresentaram maiores valores desta relacdo no mais elevado nivel de salinidade, sendo os
aumentos, em relacdo aos controles, de 97% e 136% respectivamente (Figura 8A). Para as
raizes, o genotipo CSF 11 também apresentou maiores relagdes Na'/K*. E possivel observar
que, para todos 0s genotipos, as raizes apresentaram uma maior relagdo Na'/K™ em
comparagdo com as folhas, devido ao maior acumulo do ion Na* neste 6rgdo da planta
(Figura8 B). Lacerda et al. (2001) trabalhando também com sorgo, observaram que, sob
condigbes salinas, a relagdo Na'/K® foi quase duas vezes maior nos limbos foliares do

genaotipo sensivel em relacdo ao tolerante.

4.5.2 Teores de CI', NOj e relacdo CI'/NO3’

Os niveis crescentes de salinidade e os diferentes gendtipos afetaram
significativamente os teores de CI, NO;3 e a relacdo CI/NO3;  em folhas e raizes de sorgo
sacarino, porém ndo foi observado o efeito conjunto dos fatores para o teor de NO3™ nas folhas
(Tabela 8).

Na figura 9 estdo representados os teores de ClI" e NO3s  em folhas e raizes de
plantas de sorgo submetidas a niveis crescentes de salinidade. Observa-se que, de maneira
geral, houve um incremento do ion CI" com o aumento da salinidade em todos 0s genotipos
estudados. Nas folhas, por exemplo, os gendtipos P 76 e P 298 apresentaram maiores teores
de CI' no maior nivel de estresse salino (CEa 10 dS m™) com aumentos de 57% e 36% em
relacdo ao controle, respectivamente (Figura 9A). Os genétipos CSF 11 e CSF 15
apresentaram, portanto, menores teores deste ion em suas folhas, sendo que o contetdo de CI’

no gendtipo CSF 15 permaneceu praticamente inalterado.
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Figura 8 — Relacdo Na'/K" em folhas (A) e raizes (B) de quatro genétipos de sorgo
forrageiro/sacarino (CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a niveis crescentes de
salinidade por 45 dias, expressos em termos de condutividade elétrica da agua de irrigacdo
(CEa).
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Figura 9 - Teores de CI" em folhas (A) e raizes (B) e teores de NO3 em folhas(C) e raizes (D)
de quatro gendtipos de sorgo forrageiro/sacarino (CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos
a niveis crescentes de salinidade por 45 dias, expressos em termos de condutividade elétrica

da &gua de irrigacéo (CEa).
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Tabela 8 - Valores dos quadrados médios dos teores de CI, NOs™ e relagdo CI/NOs de
plantas de sorgo sacarino submetidas a niveis crescentes de salinidade.

Variaveis Quadrado médio
Salinidade Gendtipo (SXG) Bloco Residuo
(S) (G)
Folha
Cr 175888,71°  55087,86  20458,53"  7500,94™  7962,94
NO3 0,042 0,036 0,0087™ 0,048"™ 0,005
CI/NOs 135276,25~  567917,717  48466,87°  89084,82"  19046,37
Raiz
cr 22866562,4 338271,59 247834,55  58,550,33™  43826,18
NO3 0,046 0,025~ 0,013” 0,008 0,001

CI/NOy 367909063,1" 8311759,9" 21504941,8~ 2738447,4™ 12283985

" Diferenca significativa a 5% pelo teste F
Diferenca significativa a 1% pelo teste F
™ ndo significativo

Em contraste com o observado nas folhas, os aumentos dos teores de Cl™ nas
raizes foram bem mais expressivos nesta parte da planta, indicando um acimulo maior deste
jon nas raizes de plantas de sorgo (Figura 9B). Nesta parte da planta, observa-se que 0s
genotipos se comportaram de maneira bem semelhante, apresentando aumentos lineares nos
niveis crescentes de salinidade. No ultimo nivel de salinidade, as concentracdes de CI" foram
8 a 12 vezes maiores em relacdo as plantas controle. Miranda et al. (2013), trabalhando
também com plantas de sorgo forrageiro, verificou uma aumento consideravel nos teores de
CI tanto na parte area como nas raizes de plantas submetidas a estresse salino com NaCl a 75
mM, porém, assim como observado neste trabalho, os aumentos nos teores de CI” foram bem
mais pronunciados nas raizes do que na parte aérea das plantas.

Muitos trabalhos tém observado o acumulo dos ions sédio e cloreto em plantas
submetidas a salinidade (COSTA et al., 2003; PRAXEDES et al., 2010; CUNHA et al.,
2013), sendo os gendtipos mais tolerantes ao estresse salino aqueles que apresentam menor
acumulo desse ion, principalmente na parte aérea (AMOR et al., 2000; SANCHEZ et
al.,2002; JUAN et al., 2005). O controle do transporte de ions (principalmente Na* e CI") por
intermédio das raizes tem sido proposto como uma caracteristica importante de tolerancia em
glicofilas (MUNNS, 2002).
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O conteudo de NO3™ em folhas e raizes de plantas de sorgo esta representado na
figura 9 (C e D). Nas folhas, é possivel observar que, de maneira geral, todos 0s gendtipos
mantiveram suas concentracdes de nitrato praticamente constantes, mesmo quando
submetidos ao maior nivel de salinidade, porém ao compararmos 0s genotipos, percebe-se que
0 P 298 apresentou 0s menores valores nos teores desse ion (Figura 9C). Ja nas raizes,
observa-se que os teores de nitrato foram reduzidos (genétipos P 298 e CSF 11) ou
apresentaram pequenos aumentos (genétipos CSF 15 e P 76) no mais alto nivel de salinidade
da agua de irrigacdo (Figura 9D). Nesse mesmo nivel de salinidade, o gendtipo P 298
apresentou menores concentraces de NO3™. Reduc¢des graduais nos niveis de nitrato também
foram observadas por Freitas et al. (2011) com a intensificacdo do estresse salino em plantas
de algodé&o e sorgo.

O decréscimo da concentracdo de NOs pode ser atribuida a competicdo entre o CI°
e 0 NOjs pelos transportadores de NO;” (DEANE-DRUMOND, 1986) e/ou uma inativacao
dos transportadores de NO3™ causada pelos efeitos toxicos do estresse salino (LIN; SANDRA,;
SCHUMAKER, 1997).

A relacdo CI/NOs’, de modo geral, foi gradativamente aumentada pelas doses
crescentes de sais na agua de irrigacdo, tanto nas folhas como nas raizes, em todos 0s
genotipos estudados (Figura 10). Nas folhas, observa-se que o P 298, seguido do P 76 foram
0S genotipos que apresentaram maiores relagdes CI/NO3™ no ultimo nivel de salinidade. Nas
raizes, semelhantemente ao observado nas folhas, os maiores valores desta relacdo ocorreram
no genotipo P 298. Feijao et al. (2013), avaliando o efeito do nitrato em plantas de milho
submetidas a salinidade, também verificou aumentos nas relacdes CI'/NO3;” em todas as partes
das plantas de milho avaliadas, porém foi observado que o aumento da concentragdo de NO3
no meio de cultivo reduziu a absorcéo e o acimulo de CI" e, consequentemente, as relacdes
CI/NOg'.

4.6 Solutos organicos

Na tabela 9 se encontra a analise de variancia para os dados de solutos
organicos. Os teores de carboidratos soluveis foram afetados significativamente apenas pela
salinidade. Ja para os demais solutos ( N-aminossoluveis, proteinas sollveis e prolina) houve
efeito significativo da salinidade e dos gendtipos estudados, ocorrendo também um efeito

conjunto entre os fatores.
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Figura 10 — Relacdo CI/NO3; em folhas (A) e raizes (B) de quatro genotipos de sorgo
forrageiro/sacarino (CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a niveis crescentes de
salinidade por 45 dias, expressos em termos de condutividade elétrica da &gua de irrigacdo
(CEa).
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Tabela 9 - Valores dos quadrados médios de carboidratos sollveis, N-aminossoluveis,
proteinas sollveis e prolina de plantas de sorgo sacarino submetidas a niveis crescentes de
salinidade.

Variaveis Quadrado médio
Salinidade Gendtipo (SXG) Bloco Residuo
(S) (G)
Carboidratos 3045,60 133,83™ 60,99™ 1364,02° 130,36
N-aminossoltveis 3106,24" 90,29 61,82" 4,34"™ 11,67
Proteinas 17,937 747" 453" 0,06™ 0,09
Prolina 2,68 1,487 0,417 0,06™ 0,08

" Diferenca significativa a 5% pelo teste F
Diferenca significativa a 1% pelo teste F
™ ndo significativo

4.6.1 Carboidratos soluveis

A salinidade aumentou linearmente os teores de carboidratos soliveis em plantas
de sorgo, porém ndo houve diferencas significativas entre os gendétipos estudados, sendo
assim, para esta analise, apenas uma curva de regressdo representou a resposta de todos o0s
genotipos ao estresse salino (Figura 11). Em comparacdo com as plantas controle, as plantas
submetidas ao nivel mais elevado de salinidade apresentaram um aumento de 39,3% nos
teores deste soluto. Oliveira et al. (2013) também observaram aumentos nos teores de
carboidratos soluveis em Sorghum bicolor submetidos a niveis crescentes de salinidade.
Esses aumentos também foram constatados por Albuquerque et al. (2013) em folhas de
feijdo-de-corda que constataram um aumento linear dos teores desses osmolitos em resposta
ao estresse salino.

Esse incremento nos teores de carboidratos sollveis sugere uma resposta da planta
ao estresse, uma vez que seu acumulo contribui para o ajustamento osmotico, reserva de
carbono, além de atuar no combate aos radicais livres (PARIDA; DAS, 2005). De acordo com
Koyro (2006) a habilidade da hal6fila Plantago coronopus (L.) para enfrentar a salinidade
estd relacionada com a manutencdo de altos niveis de carboidratos sollveis, 0s quais
serviriam tanto para o ajustamento osmético como para estabilizacdo de estruturas celulares,

ou seja, funcionaria como um osmoprotetor.
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Figura 11 — Teores de carboidratos soliveis em folhas de quatro genotipos de sorgo
forrageiro/sacarino (CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a niveis crescentes de
salinidade por 45 dias, expressos em termos de condutividade elétrica da &gua de irrigacdo

(CEa).
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4.6.2 N-aminossoltveis

Os teores de N-aminossoluveis, para todos os genotipos de sorgo estudados,
aumentaram linearmente com o aumento da salinidade (Figura 12). No mais alto nivel de
salinidade (CEa de 10 dS m™), os genétipos e CSF 11 e P 298 apresentou maiores valores
desse soluto em relacdo aos demais genotipos, apresentando aumentos de 260 e 286%,
respectivamente, quando comparadas as plantas controle. Freitas et al (2011) também
observou aumentos na concentracéo desses solutos em plantas de sorgo no tratamento de mais
alta salinidade (CEa 8,0 dS m™). Em contraste a esses resultados, Miranda et al. (2013)
observou reducdes nos teores de N-aminossoliveis na parte aérea de plantas de sorgo
submetidas a dois tempos de estresse salino, independente da fonte de N utilizada (nitrato ou
amonio).

O acumulo de N-aminossoluveis, muitas vezes expressos como aminoacidos
livres, em plantas sob estresse salino, € uma resposta frequentemente relatada, sendo
observado tanto em espécies sensiveis como nas tolerantes aos sais (CHINNUSAMY;
JAGENDORF; ZHU, 2005; DLUZNIEWSKA et al., 2007). No entanto, a funcdo da maior
parte dos aminoacidos livres acumulados permanece obscura, mas provavelmente grande
parte desses compostos tenha papel relacionado a osmoprotecdo (DLUZNIEWSKA et al.,
2007), ao suprimento de N ou para aliviar os efeitos do estresse oxidativo por eliminar
espécies reativas de oxigénio (MANSOUR, 1998), podendo ainda funcionar como um dreno

para o excesso de N acumulado devido a reducéo no crescimento (KANT et al., 2007).

4.6.3 Proteinas solUveis

Na figura 13 estdo representados os teores de proteinas solUveis de plantas de
sorgo submetidas a salinidade. De modo geral, € possivel afirmar que a salinidade aumentou
os teores de proteinas solUveis nas plantas, porém esse aumento nao foi tdo expressivo como
nos outros solutos organicos analisados, de modo que o gendtipo CSF 11 apresentou
aumentos no decorrer do estresse, entretanto, no mais alto nivel de salinidade as plantas
apresentaram 0s mesmos teores de proteinas em relacdo as plantas controle. Os genétipos
CSF 15 e P 298 foram os que apresentaram maiores teores deste soluto quando submetidos ao
maior nivel de estresse salino. Aumentos nos teores de proteinas sollveis também foram
detectados por Oliveira et al. (2006) na maioria dos genotipos de sorgo submetidos a niveis

crescentes de salinidade. Contudo, Calvet et al. (2013), trabalhando com feijdo de corda sob
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Figura 12 - Teores N-aminossoliveis em folhas de quatro genétipos de sorgo
forrageiro/sacarino (CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a niveis crescentes de
salinidade por 45 dias, expressos em termos de condutividade elétrica da &gua de irrigacdo
(CEa).
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Figura 13 - Teores de proteinas sollveis em folhas de quatro genétipos de sorgo
forrageiro/sacarino (CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a niveis crescentes de
salinidade por 45 dias, expressos em termos de condutividade elétrica da &gua de irrigacdo
(CEa).
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estresse salino, verificaram que o teor de proteinas soltveis foram reduzidos pela salinidade,
tanto nas folhas quanto nas raizes.

E comum a salinidade influenciar a concentracio de proteinas soltveis, podendo
reduzir ou aumentar em resposta a esse estresse (ABD-EL-BAKI et al.,2000). No presente
trabalho, as concentracfes de proteinas solGveis em genotipos de sorgo foram discretamente
elevadas pelas doses crescentes de salinidade.

4.6.4 Prolina livre

Os teores de prolina livre, de maneira geral, foram aumentados pela salinidade em
todos o0s genotipos estudados (Figura 14), Contudo o0s genétipos apresentaram
comportamentos diferentes. Enquanto o CSF 11 e o CSF 15 apresentaram curvas de regressao
do 3° os outros dois gendtipos variaram com a salinidade de acordo com uma equagdo de
regressdo do 2° grau. No mais elevado nivel de salinidade, os genotipos CSF 11, P 76, P 298
apresentaram praticamente 0s mesmos teores de prolina, se destacando do gendtipo CSF 15
que apresentou os menores valores deste soluto. Oliveira et al. (2006) avaliando também
diferentes gendtipos de sorgo forrageiro sob estresse salino, detectaram incrementos nos
teores de prolina em trés genétipos (CSF-5, CSF-6 e CSF-9) a partir da CEa de 10 dS m™.

Algumas plantas quando submetidas ao estresse salino acumulam prolina,
entretanto, ainda ndo esta esclarecido até que ponto esse acimulo contribui de fato para a
resisténcia ao estresse ou se € um mero sintoma de distrbio metabdlico (WILLADINO;
CAMARA, 2010). Em contrapartida, Szabados e Savouré (2009) afirmam que a prolina tem
mostrado funcionar como uma chaperona molecular, capaz de proteger a integridade de
proteinas e aumentar a atividade de enzimas responsaveis pela eliminacdo das espécies

reativas de oxigeénio.
4.7 Atividade das enzimas do estresse oxidativo
Para todas as enzimas antioxidativas avaliadas (SOD, CAT e APX) observou-

se que além da salinidade, houve diferenca significativa entre os gendtipos estudados, sendo

também verificado uma interacdo entre os dois fatores para estas variaveis (Tabela 10).
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Figura 14 - Teores de prolina livre em folhas de quatro genétipos de sorgo
forrageiro/sacarino (CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a niveis crescentes de

salinidade por 45 dias, expressos em termos de condutividade elétrica da agua de irrigacao

(CEa).
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Tabela 10 - Valores dos quadrados médios de carboidratos solGveis, N-aminossollveis,
proteinas soluveis e prolina de plantas de sorgo sacarino submetidas a niveis crescentes de
salinidade.

Variaveis Quadrado médio
Salinidade Gendtipo (SXG) Bloco Residuo
(S) (G)
SOD 32869,09°  52781,68°  11038,66° ~ 2101,53®  1698,20
CAT 3277,29” 7699,647  3499,037  129,83™ 82,27
APX 0,49” 0,08 0,04~ 0,001"™ 0,003

" Diferenca significativa a 5% pelo teste F
Diferenca significativa a 1% pelo teste F
" ndo significativo

4.7.1 Dismutase do Superoxido (SOD)

A atividade da SOD foi afetada pela salinidade em todos os genotipos de sorgo
estudados (Figura 15A). De maneira geral, a analise de regressao mostrou curvas cubicas,
com excecdo para 0 gendtipo P 298, no qual ndo foi possivel encontrar-se uma curva ajustada
estatisticamente. No segundo nivel de estresse salino (CEa de 2,5 dS m™) houve uma aumento
na atividade da SOD, decrescendo com 0 aumento da salinidade, porém voltando a se elevar
no ultimo nivel de estresse (CEa de 10,0 dS m™). O gendtipo CSF 11 se destacou dos demais,
apresentando maiores atividades dessa enzima em todos os niveis de salinidade. Enquanto que
as plantas do gendtipo P 298, seguido do CSF 15, apresentaram as menores atividades da
SOD (Figura 15A).

A SOD é a primeira linha de defesa contra o radical superéxido, eliminando-o e
produzindo H202-. Alguns autores observaram declinio na atividade da SOD (LIANG et al.,
1999; SAVOURE et al.,, 1999; AZEVEDO NETO et al., 2006), enquanto que outros
encontraram aumentos ( MANCHANDIA et al., 1999; BENAVIDES et al., 2000; ZHANG et
al., 2006) em plantas expostas ao estresse salino. A reducdo na atividade da SOD foi
encontrada principalmente em plantas sensiveis, enquanto que em plantas resistentes foram
observados aumentos (SREENIVASULU et al., 2000).
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Figura 15 - Atividade das enzimas dismutase do superdxido (SOD, A), catalase (CAT, B) e
peroxidase do ascorbato (APX, C) em folhas de quatro genotipos de sorgo forrageiro/sacarino
(CSF 11, CSF 15, P 76 e P 298) submetidos a niveis crescentes de salinidade por 45 dias,

expressos em termos de condutividade elétrica da 4gua de irrigacdo (CEa).
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4.7.2 Catalase (CAT)

As respostas dos genétipos de sorgo em termos de atividade da CAT
apresentaram, de modo geral, dados bem dispersos com o aumento do estresse salino,
resultando em trés curvas ndo ajustadas estatisticamente (Figura 15B). Apenas no gendtipo
CSF 11 os valores de atividade se ajustaram em uma curva de regresséo (que se mostrou
ctbica), com um méaximo de atividade a uma CEa de 2,5 dS m™. Além disso, esse genétipo
foi 0 que apresentou 0 mais elevado valor de atividade no mais alto nivel de salinidade (CEa
de 10,0 dS m™) em relac&o aos outros genétipos. Por outro lado, as plantas do gendtipo P 298
apresentaram 0s menores valores para esta atividade enzimatica no nivel mais elevado de
salinidade (CEa 10,0 de dS m™). Silva et al (2015), trabalhando com plantas de girassol,
observaram que a atividade da CAT foi aumentada com a salinidade nas folhas, porém, nas raizes
ela sofreu reducéo.

Decreéscimo na atividade da CAT promove acUmulo de H.O,, aumentando a
peroxidacdo de lipidios e danos as membranas de plantas sob estresse. Desta forma, o
aumento na atividade da CAT € importante para eliminar o acimulo de H,O, e assim reduzir a
peroxidacdo de lipidios (VAIDYANATHAN et al., 2003; EYIDOGAN; OZ, 2007). Nesse

aspecto, os genotipos CSF 11 e CSF 15 apresentaram melhor desempenho.

4.7.3 Peroxidase do ascorbato (APX)

Os resultados da atividade especifica da APX em folhas de plantas de sorgo estéo
representados na Figura (15C). Os genotipos avaliados responderam de maneira semelhante
quando submetidos a niveis crescentes de salinidade, com curvas de regressdo do 3° no qual
se observou um maximo de atividade em torno de 2,5 dS m™; porém, na mais alta dose de
salinidade os valores de atividade foram semelhantes ao do controle. O gendtipo CSF 11 se
destacou dos demais, apresentando valores de atividade da APX superiores aqueles dos outros
genotipos, principalmente na CEa de 2,5 dS m™, fato também observado para a atividade da
CAT. Costa et al. (2005) trabalhando com dois gendtipos de sorgo com diferentes graus de
tolerancia a salinidade, observaram que a atividade da APX foi diferencialmente afetada pelo
estresse salino. Enquanto no genétipo sensivel houve decréscimos, no gendtipo tolerante

observaram-se aumentos nas atividades dessa enzima em resposta a salinidade.
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A APX desempenha papel chave no ciclo ascorbato-glutationa e na eliminagéo de
H,0, nos cloroplastos e citosol, sendo que mudangas na atividade dessa enzima estdo
estritamente correlacionadas com a tolerancia das plantas ao estresse oxidativo (LEE et al.,
2001; SUDHAKAR et al., 2001).

Neste estudo, pode-se observar que, de maneira geral, o sistema antioxidante de
plantas de sorgo, foi mais eficiente nos niveis iniciais do estresse salino, apresentando
aumentos nas atividades enziméaticas no nivel de salinidade com CEa de 2,5 dS m™, sendo
esses aumentos mais pronunciados para o genétipo CSF 11. No entanto, essas atividades

foram diminuindo com o aumento da salinidade na agua de irrigacéo.
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5 CONCLUSOES

e A salinidade afetou negativamente todos os parametros de crescimento avaliados nos
quatro gendtipos de sorgo estudados, sendo esse efeito mais acentuado em plantas do
gendtipo P 298, o qual apresentou maiores reduces nas medidas de crescimento,
indicando sua maior susceptibilidade ao estresse salino. Por outro lado, o genétipo CSF 11
foi o que apresentou menores redugBes quando submetidos a niveis crescentes de
salinidade, sendo, portanto, dentre os genotipos estudados o mais tolerante a salinidade;

e O potencial osmético foliar mostrou-se decrescente com a salinidade, enquanto o teor
relativo de agua foliar foi mantido sob essas condicfes, sinalizando que as plantas
desenvolveram mecanismos de ajustamento osmético;

e O estresse salino ocasionou danos ao aparato fotossintético, causando reducGes
semelhantes na fotossintese dos quatro genotipos de sorgo estudados, que se deveu a
fatores ndo estomaticos;

e A salinidade provocou disturbios nutricionais consideraveis nas plantas de sorgo, causando
grandes aumentos nos teores dos fons toxicos, Na* e CI', e reducdes nos teores de K*. As
plantas de sorgo possuem mecanismos que limitam o transporte excessivo de ions toxicos
das raizes para as folhas, evitando assim, danos maiores nos tecidos fotossintéticos;

e De modo geral, para todos os genotipos em estudo, os solutos organicos tiveram seus
teores aumentados pela salinidade, o que deve ter contribuido para minorar os efeitos da
salinidade nas relagdes hidricas da planta e/ou na protecdo oxidativa;

e O sistema antioxidante de plantas de sorgo foi mais eficiente nos niveis iniciais do estresse
salino, apresentando aumentos nas atividades enzimaticas no nivel de salinidade com CEa

de 2,5 dS m™, e isso ocorreu principalmente naquelas plantas do genétipo CSF 11.
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