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RESUMO 

 

A busca por cultivares/genótipos com alta capacidade de crescer em solos salinos tem sido 

intensificada nos últimos anos. Em adição aos estudos de engenharia genética, a seleção de 

espécies que apresentam maior tolerância ao estresse salino torna-se fundamental para o cultivo 

de plantas em ambientes salinizados. Neste estudo, dois genótipos de girassol (Helianthus 

annuus L.) foram cultivados em solução nutritiva na ausência (controle) e na presença de NaCl 

a 100 mM (estresse salino), com o objetivo de identificar possíveis mecanismos fisiológicos e 

bioquímicos que pudessem estar correlacionados com a tolerância diferencial à salinidade. 

Após análises dos efeitos do NaCl no crescimento, observou-se que o genótipo BRS 321 

mostrou maior tolerância à salinidade do que o Catissol. O melhor desempenho das plantas do 

genótipo BRS 321 foi acompanhado com maiores taxas de assimilação de CO2 e com maiores 

quantidades de pigmentos fotossintéticos. Uma melhor eficiência da maquinaria fotossintética, 

evidenciada pelas maiores eficiência efetiva do PSII e a taxa de transporte de elétrons, também 

foi observada nesse genótipo, quando comparado com o genótipo Catissol. Além disso, o 

genótipo mais tolerante apresentou um melhor controle da homeostase iônica sob salinidade, 

resultante do menor acúmulo de Na+ e dos maiores teores de K+ nos tecidos radiculares. 

Também, a melhor eficiência em transportar, pelo xilema, o NH4
+ para os tecidos aéreos, 

associada à assimilação do nitrogênio, provavelmente atuou como dreno alternativo na 

dissipação do excesso de energia na cadeia transportadora de elétrons do cloroplasto. Os dados 

obtidos neste estudo permitem concluir que o aumento da tolerância de plantas de girassol à 

salinidade é decorrente da melhor performance do aparato fotossintético acoplada a uma 

eficiente assimilação do nitrogênio.  

 

Palavras-chave: Aclimatação. Assimilação do nitrogênio. Estresse salino. Fotossíntese. 

Hellianthus annuus. 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The search for cultivars/genotypes with high ability to grow in saline soils has been intensified 

in recent years. In addition to genetic engineering studies, selection of species with higher salt 

tolerance becomes essential for cultivation of plants in saline environments. In this study, two 

sunflower genotypes (Helianthus annuus L.) were grown in nutrient solution in the absence 

(control) and presence of 100 mM NaCl (salt stress), in order to identify possible physiological 

and biochemical mechanisms that could be correlated with the differential tolerance to salinity. 

After analysis of the effects of NaCl on growth, it was observed BRS 321 genotype showed 

increased tolerance to salinity than Catissol genotype. The better performance of BRS 321 

genotype plants was directly related to the higher CO2 assimilation rates and photosynthetic 

pigments. The better efficiency in photosynthetic machinery evidenced by higher effective 

efficiency of PSII and electron transport rate, also observed in this genotype, when compared 

with Catissol genotype. Furthermore, the more tolerant genotype showed an effective control 

of homeostasis in salinity, due to lower accumulation of Na+ in root tissue and higher K+ levels. 

Also, the best efficiency in transport, via xylem, NH4
+ for shoots tissues, associated with 

massive nitrogen assimilation, probably served as alternate drain on dissipation of excess 

energy in transport chain electron of chloroplast. The data obtained in this study allow us to 

conclude that increased tolerance of sunflower plants to salinity is due to the better performance 

in photosynthetic apparatus coupled to an efficient assimilation of nitrogen. 

 

Keywords: Acclimation. Hellianthus annuus. Nitrogen assimilation. Photosynthesis. Salt 

stress.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Justificativa 
 

A salinidade é um dos principais estresses abióticos que restringem a produtividade das 

culturas em todo o mundo e que afeta quase todas as características fisiológicas, morfológicas, 

bioquímicas e moleculares das plantas (GORAI; NEFFATI, 2007; SHAVRUKOV, 2013), em 

decorrência de seus efeitos osmóticos e iônicos (MUNNS, TESTER, 2008; SILVA et al., 2013). 

De um modo geral um solo é considerado salino quando a quantidade de sais existentes é capaz 

de prejudicar o desenvolvimento das plantas. Para a maioria das culturas isso ocorre quando a 

condutividade elétrica do extrato de saturação é igual ou superior a 2 dS m-1 (HOLANDA et 

al., 2010). A maioria das áreas afetadas pela salinidade ocorre naturalmente. Entretanto, uma 

proporção significativa de áreas cultiváveis tem se tornado salina devido a retirada da vegetação 

e irrigações com água salina (MUNNS, TESTER, 2008). Estima-se que 800 milhões de hectares 

em todo o mundo são afetados por sais, o que corresponde a quase um terço das terras 

agriculturáveis (FAO, 2012). No Brasil, os solos afetados por sais estão em torno de 20 a 25% 

das terras agriculturáveis, concentrados principalmente na região Nordeste (FAO, 2012). 

Durante o estresse salino, a fotossíntese e o crescimento celular podem ser afetados 

(MUNNS et al. 2006; NEBAUER, 2013) pelas alterações no metabolismo fotossintético 

(LAWLOR; CORNIC, 2002; CHAVES et al., 2011; HUANG, 2014), como também pelo 

estresse oxidativo. Em plantas C3, os efeitos negativos iniciais do estresse salino na fotossíntese 

podem ser decorrentes do decréscimo da disponibilidade do CO2, como resultado da limitação 

da difusão estomática e mesofílica (FLEXAS et al., 2004). Mais tardiamente, a salinidade afeta 

a fotossíntese por meio de mecanismos não estomáticos, reduzindo o conteúdo total de clorofila, 

o transporte de elétrons nos cloroplastos e, consequentemente, causando um decréscimo na 

eficiência do fotossistema II (ARAGÃO et al., 2012; YAN et al., 2012).  

Dentre outros processos, a salinidade interfere na aquisição e na utilização do N. O 

nitrogênio (N) está presente na composição das mais importantes biomoléculas, tais como ATP, 

NADH, NADPH, clorofila, proteínas e inúmeras enzimas (MORALES et al., 2006). A 

salinidade pode influenciar os diferentes passos do metabolismo do N, tais como a absorção, a 

assimilação e a síntese de proteínas, o que pode ser responsável, pelo menos em parte, pela 

redução na taxa de crescimento das plantas sob tais condições (DLUZNIEWSKA et al., 2007; 



14 

 

ARAGÃO et al.,2012). A absorção e assimilação de N pela planta são processos 

multirregulados e integrados ao metabolismo geral da planta. A multirregulação do 

metabolismo do N torna complexa a identificação de pontos metabólicos específicos que sejam 

mais limitantes para o incremento da produtividade (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000). 

O girassol é uma oleaginosa que responde por aproximadamente 13% do óleo vegetal 

produzido mundialmente e está inserido entre as espécies vegetais de maior potencial para a 

produção de biocombustível. Todas as partes desta cultura são aproveitadas de forma 

econômica, incluindo os grãos, os restos da cultura e os subprodutos oriundos da extração do 

óleo, tais como, as tortas e/ou farinhas, que podem se utilizados na alimentação animal 

(NOBRE et al., 2010). Em função do elevado teor de óleo encontrado em suas sementes e pela 

ampla adaptação a diferentes regiões edafoclimáticas (MORAIS et al., 2011), o girassol possui 

um grande potencial econômico, o que torna sua utilização viável no Programa Nacional do 

Biodiesel.  

As características climáticas encontradas no Nordeste do Brasil propiciam a exploração 

dessa espécie, porém, a ocorrência da salinização dos solos tem provocado à redução da 

produtividade e da área cultivável. Portanto, o desenvolvimento de cultivares de girassol 

tolerantes à salinidade pode ser uma ferramenta promissora na utilização econômica de solos 

salinos (SHAHBAZ et al., 2011). Por isso, a compreensão de mecanismos fisiológicos e 

bioquímicos envolvidos com a salinidade é um pré-requisito para auxiliar o melhoramento 

genético dessa cultura. 
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1.2 Objetivos 

 

1.2.1 Objetivo geral 

 

Estudar a influência do estresse salino em genótipos de girassol, buscando 

características que possam estar relacionadas com a tolerância diferencial dessa espécie à 

salinidade, visando auxiliar na compreensão dos mecanismos fisiológicos e bioquímicos 

envolvidos nas respostas dessa espécie a tais condições. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

- Verificar o efeito da salinidade no crescimento (área foliar, matérias secas da parte 

aérea e raízes) e no teor relativo de água de plantas de girassol; 

- Analisar o efeito do estresse salino nos pigmentos fotossintéticos, nas trocas gasosas e 

nos parâmetros de fluorescência da clorofila de plantas de girassol; 

- Investigar o efeito do NaCl no acúmulo e distribuição de íons (Na+ e K+) em folhas, 

seiva do xilema e raízes de plantas de girassol; 

- Estudar o efeito da salinidade na atividade de enzimas de assimilação do nitrogênio 

(redutase do nitrato, redutase do nitrito, sintetase da glutamina e sintase do glutamato) de 

plantas de girassol; 

- Investigar as alterações no acúmulo de compostos nitrogenados (N-aminossóluveis e 

aminoácidos livres) de plantas de girassol expostas ao estresse salino; 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aspectos gerais do estresse salino em plantas 

 

A salinidade é um dos principais fatores limitantes da produção agrícola, em razão dos 

seus efeitos no crescimento e no desenvolvimento vegetal – os quais podem ser de natureza 

iônica, osmótica ou ambas (MUNNS; TESTER, 2008; PRISCO; GOMES-FILHO, 2010). Com 

isso, o cultivo de várias espécies de interesse econômico em diversas regiões está se tornando 

impraticável, devido à incapacidade dessas sobreviverem à ambientes salinizados. 

A elevada concentração de sais diminui o potencial osmótico do solo, restringindo a 

capacidade das plantas de absorver água, resultando em um estresse osmótico (ou estresse 

hídrico) (MARSCHNER, 1995). O crescimento vegetativo é, então, afetado por meio da 

redução da pressão de turgescência, causando inibição da expansão celular e resultando em 

plantas atrofiadas e desidratadas (ASHRAF; HARRIS, 2004). O déficit hídrico induzido pela 

salinidade acarreta no fechamento estomático, limitando a assimilação líquida de CO2, e 

reduzindo a produção de fotoassimilados (HUANG, 2014).  

Em adição, os sais absorvidos pelo fluxo transpiratório podem causar injúrias ao atingir 

níveis tóxicos nos tecidos, causando o chamado estresse iônico e, eventualmente, a morte da 

planta (MUNNS; TESTER, 2008; MILLER et al., 2010). Os danos causados pelo acúmulo de 

íons tóxicos variam com o tempo de exposição ao sal e da efetividade de sua 

compartimentalização nos tecidos e nas células do vegetal (PARVAIZ; SATYAWATI, 2008). 

A interação dos sais com os nutrientes minerais presentes no solo é outra consequência 

do estresse salino, resultando em desbalanços e deficiências nutricionais na planta (KEUTGEN; 

PAWELZIK, 2009). A salinidade afeta a atividade dos íons em solução e os processos de 

absorção, transporte, assimilação e distribuição de nutrientes na planta. Isto pode resultar do 

efeito dos sais sobre a disponibilidade do nutriente, pela competição na absorção, no transporte 

ou partição dentro da planta, na integridade estrutural e funcional da membrana plasmática, na 

redução da atividade de várias enzimas vitais, bem como pela inativação fisiológica de um dado 

nutriente, resultando no aumento do requerimento da planta por esse elemento essencial (ZHU, 

2003; MANSOUR; SALAMA, 2004; ABOGADALIA et al., 2010). 
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Vários estudos têm evidenciado a concorrência entre os íons Na+ e K+ pelos sítios de 

absorção das raízes, mesmo com a alta afinidade dos sistemas de transporte de K+, o que leva a 

redução dos teores de K+ intracelulares (KAYA et al., 2007; ALEMÁN et al., 2011; PARDO; 

RUBIO, 2011). A atividade da maioria das enzimas citosólicas é, então, afetada pela 

perturbação da homeostase do potássio.  

Além disso, o estresse salino provoca um desequilíbrio no estado redox das células, 

gerando um estresse oxidativo nas células das plantas, através do aumento na produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS – do inglês, Reactive Oxigen Species) (CUIN; SHABALA, 

2007; YAMANE et al., 2012; GONDIM et al., 2012). As ROS são altamente reativas e 

prejudiciais ao metabolismo das plantas, causando danos oxidativos às proteínas, ácidos 

nucléicos e lipídios de membrana (MØLLER et al., 2007). 

A tolerância das plantas ao estresse salino varia amplamente entre as espécies e depende 

da concentração e do tempo de exposição aos sais, das condições ambientais e da interação com 

outros estresses (BRAY et al., 2000). Apesar das glicófitas serem sensíveis aos sais e não 

tolerarem longa ou mesmo breve exposição à ambientes salinizados, algumas espécies exibem 

mecanismos que possibilitam a sobrevivência dessas espécies nesse tipo de ambiente (BAVEI 

et al., 2011). Essa sobrevivência, em grande parte resultou da manutenção da homeostase iônica 

intracelular, a qual é importante para a manutenção dos processos metabólicos que controlam 

o crescimento e desenvolvimento vegetal (GHARS et al., 2008; MIRANDA et al., 2013). Dessa 

forma, processos fisiológicos importantes, tais como, as rotas de efluxo e a 

compartimentalização dos íons tóxicos no vacúolo e o controle de seu transporte para as folhas 

podem conferir tolerância aos sais (MUNNS; TESTER, 2008). 

 

2.2 Tolerância das plantas à salinidade 

 

De acordo com a tolerância aos sais, as plantas podem ser agrupadas em dois grandes 

grupos: as halófitas e as glicófitas (FAGERIA; GHEYI, 1997). Enquanto as halófitas são 

capazes de crescerem em solos com concentração de sais de até 20%, a maioria das plantas 

cultivadas (glicófitas), tem seu crescimento inibido em concentrações da ordem de 0,3 a 0,5% 

(LEVITT, 1980). Os mecanismos de tolerância à salinidade em plantas podem ser de dois tipos: 

aqueles que minimizam a entrada de sal na planta, e aqueles que minimizam a concentração de 
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sais no citosol. As halófitas, plantas tolerantes à salinidade, apresentam ambos os mecanismos 

mencionados. Elas excluem o sal eficientemente, embora, também compartimentalizem no 

vacúolo o sal absorvido do meio (AMOR et al., 2005). As glicófitas, diferentemente das 

halófitas, não possuem características ou alterações morfo-fisiológicas específicas tão 

eficientes à tolerância aos sais, de maneira que seus processos metabólicos são afetados 

negativamente com o aumento da concentração de sais solúveis na solução do solo 

(GREENWAY; MUNNS, 1980). 

Para fazer frente aos efeitos danosos causados pela salinidade, muitas plantas 

desenvolvem ao longo da evolução alguns mecanismos de tolerância aos estresses. Basicamente 

elas são capazes de amenizar, ou em alguns casos até neutralizar, os efeitos negativos da 

salinidade pela ativação de respostas bioquímicas que incluem: (i) síntese e acúmulo de 

osmólitos; (ii) manutenção da homeostase iônica intracelular; (iii) alterações na fotossíntese; 

(iv) modificação na composição estrutural das membranas; (v) alteração na indução de 

fitohormônios e; (vi) mecanismos de eliminação de espécies reativas de oxigênio, geradas como 

efeito secundário do estresse (GONDIM et al., 2012; MIRANDA et al., 2013). 

Para a ocorrência da tolerância ao estresse salino, é necessário que solutos se acumulem 

no citosol e organelas, promovendo, além do ajustamento osmótico, um quadro de 

osmoproteção (RHODES; HANSON, 1993; CHEN et al., 2007). Taiz e Zeiger (2010) definem 

“ajustamento osmótico” (ou, ainda segundo estes autores, acúmulo de solutos pelas células) 

como um processo no qual o potencial hídrico pode ser diminuído sem a diminuição da 

turgescência ou do volume celular através de aumentos no conteúdo de solutos por célula. O 

ajustamento osmótico, em nível celular, é um exemplo de mecanismo que evita maiores danos 

provocados pelo estresse hídrico, favorecendo a absorção de água, e por consequência, a 

manutenção do turgor celular (ZHOU; YU, 2010).  

Os solutos que promovem o ajustamento osmótico são chamados de solutos compatíveis 

(ou osmólitos compatíveis), os quais podem se acumular em grandes quantidades sem 

prejudicar as funções enzimáticas (TAIZ; ZEIGER, 2010). Em geral, solutos compatíveis 

podem ser íons essenciais (como o K+), mas a maior parte são solutos orgânicos (HUSSAIN et 

al., 2010), tais como açúcares (frutose, glicose, glicerol, inositois metilados, trealose, rafinose, 

frutanos etc.), aminoácidos e derivados (prolina, glicina-betaína,-alanina-betaína, prolina-

betaína etc.) e alguns compostos sulfônicos (CORDEIRO et al., 2009; SANTOS et al., 2013).  
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A limitação da entrada de Na+ na raiz, bem como a distribuição do Na+ para os órgãos 

da planta e a manutenção da homeostase iônica intracelular pela compartimentalização do íon 

nos vacúolos são mecanismos de grande importância para a tolerância do vegetal ao meio salino 

(RUIZ-LOZANO et al., 2012). 

Nos últimos anos, a importância da manutenção de elevadas proporções K+/Na+ no 

citosol para a tolerância à salinidade está se tornando cada vez mais difundida. As 

concentrações relativas de K+ e de Na+ no citoplasma são essenciais para a atividades de muitas 

enzimas, para a manutenção do potencial de membrana e de níveis osmóticos adequados nas 

células (DING et al., 2010; ABIDEEN et al., 2014). Para tanto, as plantas utilizam de grande 

variedade de proteínas transportadoras, localizadas na membrana plasmática e no tonoplasto. 

Estas proteínas são essenciais para promover o transporte de solutos e para compartimentalizar 

íons citotóxicos fora do citosol, facilitando ainda a função destes íons como sinalizadores 

(HUSSAIN et al., 2010). 

 

2.3 Trocas gasosas e fluorescência da clorofila a em plantas sob salinidade 

 

A fotossíntese, um processo que converte dióxido de carbono em compostos orgânicos, 

utilizando água e energia solar (NAJAFPOUR; PASHAEI, 2012), é vista como a base para 

sustentar o processo de vida das espécies do planeta (GOVINDJEE, 2005). Como parte desse 

processo, as plantas absorvem luz primariamente usando pigmentos, sendo a clorofila a uma 

das moléculas centrais, que absorvem a energia da luz do sol e utiliza essa energia para sintetizar 

carboidratos a partir de CO2 e água (TAIZ; ZEIGER, 2010). A fotossíntese, em plantas, engloba 

duas etapas de reações: uma chamada de reações fotoquímicas e outra de reações bioquímicas 

ou de assimilação/fixação do carbono. Nas reações fotoquímicas, a clorofila e outros pigmentos 

fotossintéticos das células absorvem a energia luminosa e a conserva como ATP e NADPH, ao 

mesmo tempo que moléculas de O2 são formadas. Nas reações de assimilação do carbono, o 

ATP e o NADH gerados são usados para reduzir o CO2 para formar trioses fosfatadas, e daí 

amido, sacarose e seus produtos derivados numa sequência de reações (TAKAHASHI; 

MURATA, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2010). 

Durante o estresse salino, as mudanças nas relações hídricas associadas com o acúmulo 

de íons no interior dos tecidos fotossintéticos têm implicações consideráveis para a atividade 
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fotossintética das plantas. Vários estudos mostram que a redução no crescimento das plantas 

pode ser acompanhada por decréscimo na taxa de fotossíntese (AZEVEDO-NETO et al., 2004; 

OMOTO et al., 2010; ZAHRA et al., 2014). Segundo Munns e Tester (2008), a resposta mais 

dramática da salinidade nas plantas é a diminuição na abertura estomática. As respostas 

estomáticas são induzidas pelo efeito osmótico do sal fora das raízes, ou seja, a condutância 

estomática é imediatamente afetada pela salinidade devido, primeiramente, ao desequilíbrio 

hídrico provocado. A resposta estomática é provavelmente regulada por sinais da raiz em 

situações de estresse hídrico, principalmente, através do hormônio ácido abscisíco (ABA), que 

é acumulado nestas condições (DAVIES et al., 2005; JANICKA-RUSSAK; KLOBUS, 2007; 

ZÖRB et al., 2013). Por exemplo, em plantas de feijoeiro submetidas a 75 mM NaCl, o acúmulo 

excessivo de Na+ interfere na nutrição de K+ e Ca2+ e promove distúrbios na regulação dos 

estômatos, que resulta na diminuição da fotossíntese (TAVAKKOLI et al. 2010). Além de 

efetar a condutância estomática, o efeito osmótico da salinidade prejudica também a taxa 

fotossintética pela diminuição da expansão foliar (TEAKLE; TYERMAN, 2010). 

Os efeitos iônicos decorrentes da salinidade podem reduzir o conteúdo total de clorofila 

e limitar o transporte de elétrons nos cloroplastos, causando decréscimos na eficiência 

fotoquímica do fotossistema II (PSII) (SUDHIR; MURTHY, 2004; SALEEM et al., 2011; 

MIRANDA et al., 2013b). Além disso, os pigmentos fotossintéticos são bons indicadores do 

nível de estresse das plantas, por isso seus teores são frequentemente monitorados durante o 

período de estresse, através de medidas da coloração de folhas e estimativa da concentração de 

clorofila (GARG; SINGLA, 2004; HEIDARI et al., 2011). 

Ocorrendo a excitação das moléculas de clorofila, parte dos elétrons são transferidos 

para o pool de plastoquinonas e daí seguindo na cadeia transportadora de elétrons dos tilacóides. 

Entretanto, parte dos elétrons voltam ao estágio inicial, fazendo com que parte da energia 

absorvida pelos pigmentos fotossintéticos seja emitida como fluorescência (BAKER, 2008). O 

uso de medidas de fluorescência da clorofila a tem sido difundido principalmente no estudo de 

fotossíntese por ser um método não destrutivo e que permite analisar qualitativa e 

quantitativamente a absorção e o aproveitamento da energia luminosa através do PSII, bem 

como as possíveis relações com a capacidade fotossintética (ARAGÃO et al., 2012). 

Quando as plantas são expostas à luz, os centros de reação do PSII são progressivamente 

reduzidos. Dois parâmetros básicos descrevem a extinção da fluorescência da clorofila a: o 

quenching fotoquímico (qP) e o quenching não fotoquímico (NPQ) (BAKER, 2008). O 
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quenching fotoquímico (qP) representa a proporção de energia dos fótons capturada pelos 

centros de reação do PSII abertos e dissipada via transporte de elétrons para a fotossíntese 

(JUNEAU et al., 2005). Paralelamente, o quenching não fotoquímico (NPQ) representa a queda 

na fluorescência devido a fatores não fotoquímicos, especialmente devido a um aumento na 

perda de energia absorvida via dissipação térmica (JUNEAU et al., 2005), processo 

correlacionado com a formação de zeaxantina (BAKER, 2008). 

As medidas de fluorescência da clorofila a têm se mostrado uma ferramenta muito 

informativa para o estudo dos efeitos de diferentes estresses ambientais sobre a fotossíntese 

(KALAJI et al., 2011). Nesse caso, parâmetros como a eficiência máxima do fotossistema II 

(PSII), estimada através da razão entre a fluorescência variável e a máxima (Fv/Fm), 

expressam o rendimento quântico do processos fotoquímico (neste fotossistema), dando uma 

ideia da eficiência relativa da captura de energia luminosa (BAKER, 2008). 

Portanto, medidas simultâneas de fluorescência da clorofila a e de trocas gasosas das 

plantas permitem um melhor entendimento dos efeitos da salinidade sobre o aparato 

fotossintético. Essas medidas têm provado serem bastante úteis na seleção de plantas com 

tolerância à estresses abióticos (GLYNN et al., 2003; RAZAVI et al., 2008; LIMA NETO et 

al., 2014). 

 

2.4 Dinâmica e metabolismo do nitrogênio em plantas 

 

O nitrogênio (N) é quantitativamente o nutriente mais importante para o crescimento e 

produtividade das plantas, sendo o constituinte de biomoléculas essenciais como ATP, NADH, 

NADPH, clorofila, proteínas, enzimas, nucleotídeos (ácidos nucléicos) e outros metabólitos 

(HARPER, 1994; MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010).  

No solo, a forma nitrogenada geralmente disponível para as plantas é a nítrica (N-NO3) 

ou a amoniacal (N-NH4
+), sendo a primeira a mais abundante, em consequência do processo de 

nitrificação por bactérias que provocam a oxidação do amônio livre produzindo nitrato. No 

entanto, conforme as condições do solo, a forma amoniacal pode ser a mais abundante pela 

inibição desses organismos. (FORDE, 2002; SODEK, 2008; HELALI et al., 2010). 
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As plantas absorvem os íons NO3
- e NH4

+ presentes na solução do solo através da 

membrana plasmática das células da epiderme e do córtex da raiz, principalmente nas regiões 

mais jovens (região apical) (TAIZ; ZEIGER, 2010; ZHONGHUA et al., 2011). Uma vez no 

interior da célula, o NO3
- pode assumir quatro rotas diferentes: (a) ser reduzido a NH4

+, o qual, 

por sua vez, é posteriormente assimilado em compostos orgânicos; (b) sofrer efluxo para o 

apoplasto, através da membrana plasmática; (c) sofrer influxo para o vacúolo, através do 

tonoplasto; ou (d) ser transportado para a parte aérea, via xilema, para ser assimilado nas folhas, 

uma vez que somente parte do NO3
- absorvido é assimilado nas raízes (CRAWFORD; GLASS, 

1998; TAIZ; ZEIGER, 2010; XU et al., 2012). Diferentemente do NO3
-, o NH4

+, por seus 

efeitos tóxicos, em geral, é completamente convertido em N orgânico nas raízes, antes de serem 

translocados para as outras partes da planta (RAVEN; SMITH, 1976). 

Para que possa ser incorporado em estruturas orgânicas e cumprir suas funções 

essenciais como nutriente para as plantas, o NO3
- deve ser inicialmente reduzido a NH4

+ 

(MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). O íon NO3
- é reduzido pela reação sequencial da 

redutase do nitrato (NR, EC 1.6.6.1), no citosol, e da redutase do nitrito (NiR, EC 1.6.6.4), nos 

plastídios e/ou cloroplastos. O íon NH4
+ derivado da redução primária do NO3

-, bem como de 

outras vias metabólicas (absorção direta pelas raízes, fotorrespiração e catabolismo dos 

aminoácidos) é então incorporado ao -cetoglutarato, formando a glutamina, pela ação da 

enzima sintetase da glutamina (GS, EC 6.3.1.2) e esta, é convertida em glutamato, pela ação da 

enzima sintase do glutamato [Fd-GOGAT (EC 1.4.7.1), NADH-GOGAT (EC 1.4.1.14) e 

NADPH-GOGAT (EC 1.4.1.13)] (IRELAND; LEA, 1999). O íon NH4
+ pode também ser 

assimilado por uma via alternativa, através da reação reversível da enzima glutamato 

desidrogenase (NADH-GDH, EC 1.4.7.1), que participa de uma rota alternativa e realiza a 

aminação do -cetoglutarato (MIFLIN; HABASH, 2002; KANT et al.,2007). Acredita-se, no 

entanto, que esta via somente ocorre em condições de excesso de amônio (BUCHANAN et al., 

2000), não representando, todavia, rota significativa de assimilação de N. 

 A NR é a enzima que catalisa o primeiro passo da redução do NO3
- e está localizada no 

citosol (TISCHNER, 2000; XU et al., 2012). A isoforma mais comum da NR é NADH- 

específica, no entanto, em tecido aclorofilados, tal como a raiz, há outra isoforma, a qual pode 

utilizar tanto o NADH como o NADPH como doadores de elétrons (WILKINSON; 

CROWFORD, 1993). 

NO3
- + NAD(P)H + H+       NO2

- 
+ NAD(P)+ + H2O  



23 

 

O NO2
- formado na reação catalisada pela NR, por ser bastante tóxico, deve ser 

rapidamente transportado para o interior dos cloroplastos, nas folhas, ou dos plastídios, nas 

raízes. Nessas organelas, a NiR reduz o NO2
- a NH4

+, de acordo com a seguinte reação geral:  

NO2
- + 6 Fdred + 8H+        NH4

+ + 6 Fdox + 2H20 

onde Fdred e Fdox representam a ferredoxina na forma reduzida e oxidada, respectivamente. Nos 

cloroplastos, o doador de elétrons para a NiR é a Fdred derivada do transporte de elétrons das 

reações fotoquímicas da fotossíntese e, nos tecidos aclorofilados, a Fdred é originada do NADPH 

gerado pela via das pentoses-fosfato (MARSCHNER, 1995; TAIZ; ZEIGER,2010).  

Como elevados níveis de NH4
+ são tóxicos à célula, as plantas evitam essa toxicidade 

pela rápida conversão do NH4
+ em aminoácidos. A GS cataliza a condensação, dependente de 

ATP, do NH4
+ com o glutamato para formar a glutamina, conforme a reação abaixo:  

Glutamato + NH4
+ + ATP       Glutamina + ADP + Pi 

A GS é muitas vezes encontrada como múltiplas isoenzimas, localizadas no citosol 

(GS1) e no cloroplasto/plastídio (GS2), as quais possuem papéis distintos (KUSANO et al., 

2011). A GS1 citosólica desempenha um importante papel na assimilação primaria do N nas 

raízes, e sua função é gerar glutamina para ser transportada pelo floema. Já a GS2 

cloroplastídica possui um papel crucial na reassimilação do NH4
+ liberado na fotorrespiração 

das plantas (IRELAND; LEA,1999, XU et al., 2012). 

A glutamina 2-oxoglutarato aminotranferase (GOGAT), ou sintase do glutamato, 

catalisa a transferência do grupo amida da glutamina para o 2-oxoglutarato (-cetoglutarato), 

produzindo duas moléculas de glutamato (MILLER; CRAMER, 2004; XU et al., 2012).  

Glutamina + -cetoglutarato + NADH + H+      2 Glutamato + NAD+ 

As plantas possuem dois tipos de GOGAT: uma, utiliza o NADH como poder redutor e 

a outra utiliza a ferredoxina reduzida (TAIZ; ZEIGER, 2010). A NADH-GOGAT está 

localizada nos plastídios de tecidos não-fotossintetizantes e está envolvida com a assimilação 

do NH4
+ absorvido da rizosfera. A GOGAT dependente de ferredoxina (Fd-GOGAT) é 

encontrada nos cloroplastos e sua função é agir no processo de fotorrespiração. O ciclo 

GS/GOGAT produz glutamina e glutamato, que atuam como aminoácidos iniciadores para 
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várias vias envolvidas com a síntese de outros aminoácidos, proteínas e compostos essenciais 

para o crescimento das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2010). 

A salinidade afeta negativamente o processo de absorção de nutrientes pelas plantas, 

principalmente do íon nitrato (NO3
-), que é a principal fonte de nitrogênio em solos agrícolas e 

o que mais frequentemente limita o crescimento de plantas (ARAGÃO et al., 2011). É relatado 

ainda que o estresse salino afeta fortemente o metabolismo de nitrogênio em plantas, pela 

inibição nas atividades das enzimas envolvidas, tais como NR e NiR (MUNNS; TESTER, 2008; 

DEBOUBA et al., 2013). Tanto diminuições (QASIM et al., 2002; BYBORDI; 

EBRAHIMIAN, 2011) como aumentos (BYBORDI; EBRAHIMIAN, 2011; AVERINA et al., 

2012), nas atividades dessas enzimas em razão do estresse salino foram relatados. QASIM et 

al. (2002) e GARG; SIGLA (2005) encontraram que a alta atividade da NR em plantas 

tolerantes ao sal, em comparação à plantas sensíveis, fornecem evidências de que essa enzima 

promove algum mecanismo de tolerância nas plantas ao estresse salino.   

Nos cloroplastos, a assimilação de N depende do poder redutor, produzido pela 

transferência de elétrons gerados pela fotossíntese, o qual ocorre através de uma série de 

complexos de proteínas nas membranas dos tilacóides (WILHELM; SELMAR, 2011). Estudos 

recentes têm destacado ainda o papel da assimilação de N como um importante dreno 

alternativo para dissipação de elétrons na cadeia transportadora de elétrons de plantas sob 

estresses abióticos (CABELLO-PASINI et al., 2011; ARAGÃO et al., 2012).  

Assim, o estudo do efeito de salinidade sobre o metabolismo, especialmente na atividade 

das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogênio pode fornecer informações adicionais 

que ajudam no entendimento da relação das plantas com os estresses. 

 

2.5 A cultura do girassol 

 

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma planta originária da América do Norte, porém 

atualmente já é cultivada nos cinco continentes, e estima-se que a área cultivada atinja cerca de 

23 milhões de hectares (LIRA et al., 2011). É uma planta dicotiledônea, ordem Asterales, 

família Asteraceae, subfamilia Asteroideae, tribo Heliantheae e gênero Hellianthus. 
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Por ser uma cultura da qual se torna possível explorar quase todas as suas partes, o 

girassol é utilizado no mundo todo e no Brasil, para as mais diversas finalidades (SANTOS 

JÚNIOR et al., 2011; TRAVASSOS et al, 2012). De acordo com Nobre et al. (2010) dentre os 

usos do girassol, em função de sua versatilidade, estão a produção de forragem alternativa, uso 

de planta melífera e ornamental, produção de óleo para alimentação humana e biocombustíves. 

No Brasil, a cultura do girassol é enquadrada como uma das mais promissoras oleaginosas 

fornecedoras de matéria prima para o Programa Nacional de Produção e Uso do Biodiesel 

(PNPB).  

Segundo Fonseca e Vázquez (1994), o girassol é uma espécie que possui uma elevada 

capacidade fotossintética e a área foliar tem singular importância para a produção. O 

heliotropismo apresentado pelas folhas jovens, decorrente da inclinação perpendicular em 

relação aos raios solares torna a intercepção solar mais eficiente. Para Shell e Lang (1976), esse 

movimento das folhas é capaz de elevar a taxa de fotossíntese em até 23%, e segundo Fonseca 

e Vázquez (1994), aumentam entre 10% e 20% a capacidade de produção. 

Banys et al., (1996), relatam que o girassol mesmo sendo uma espécie C3, apresenta um 

comportamento típico das espécies C4, por responder positivamente a elevadas temperaturas e 

a altas intensidades luminosas com incrementos crescentes no acúmulo de matéria seca. 

O girassol é uma oleaginosa que apresenta características agronômicas importantes, tais 

como maior resistência à seca, ao frio e ao calor (Chambó et al., 2011), não apresentando, 

contudo, boa tolerância à salinidade. Ressalta-se, no entanto, que existem diferenças na 

susceptibilidade ao estresse salino entre genótipos comerciais de girassol. Portanto, estudos de 

fisiologia e bioquímica em genótipos de girassol contrastantes à salinidade são relevantes, no 

sentido de fornecer subsídios para se conseguir plantas que sejam tolerantes ao excesso de sais. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material vegetal e condições experimentais 

 

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetação e as análises fisiológicas e 

bioquímicas foram realizadas no Laboratório de Fisiologia Vegetal, do Departamento de 

Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceará. Em um experimento 

realizado previamente, sementes de seis genótipos comerciais (Catissol, BRS 321, BRS 323, 

BRS 324, H360 e H251) de girassol (Helianthus annuns), obtidas da Embrapa Soja, foram 

submetidas à salinidade (100 mM de NaCl) durante 10 dias. Com base nos dados de massas 

secas, área foliar e parâmetros fotoquímicos, os genótipos com respostas mais contrastantes à 

salinidade foram selecionados. Assim, no experimento definitivo, sementes de dois genótipos 

de girassol selecionadas previamente como tolerante (BRS 321) e sensível (Catissol) à 

salinidade, foram esterilizadas superficialmente com NaOCl 1%, por 5 min e em seguida, 

lavadas com água destilada. A semeadura foi realizada em copos plásticos contendo vermiculita 

umedecida. Aos sete dias após a emergência, as plântulas foram transferidas para um sistema 

hidropônico contendo solução nutritiva de Hoagland (diluída 1:2), sob aeração constante, onde 

permaneceram por cinco dias, para aclimatação. Após esse período, foram iniciados os 

tratamentos: controle (solução nutritiva) e salino (solução nutritiva + NaCl a 100 mM). A adição 

de NaCl foi realizada gradativamente (25 mM a cada 24 h). Diariamente, os níveis da solução 

nutritiva foram mantidos pela adição de água destilada e o pH monitorado, sendo mantido 

próximo a 5,5-6,0. As trocas de soluções, durante o experimento, foram efetuadas a cada 5 dias 

para evitar restrições de nutrientes. Durante o período experimental, os valores médios de 

temperatura e umidade relativa do ar, no interior da casa de vegetação, registrados com um 

termohigrógrafo, foram de 28,7± 3 ºC e 64,3± 3,5%, respectivamente. 

  

3.2 Coleta das plantas e medidas de crescimento 
 
 

As coletas foram realizadas aos 10 dias após a última aplicação do NaCl e ocorreu 

sempre no mesmo horário, entre 10 h e 12 h da manhã. As plantas foram separadas em folhas, 

caules e raízes, sendo a área foliar obtida com um medidor de área (LI-3100, Li-COR, Inc., 

Lincoln, NE, USA). As três folhas mais jovens completamente expandidas, a partir do ápice, e 
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o terço distal das raízes foram retirados de cada repetição, congelados imediatamente em N2 

líquido e armazenados em ultrafreezer a -80 ºC para posterior utilização nas análises 

enzimáticas, solutos orgânicos e demais análises. Parte do material vegetal, no estado fresco, 

foi utilizada para a determinação da atividade da redutase do nitrato in vivo, determinação dos 

pigmentos fotossintéticos e antocianinas. Outra parte do material vegetal fresco foi colocado 

em estufa a 60 ºC até atingir massa constante. Com o material seco em estufa foram 

determinados os solutos inorgânicos e as análises de crescimento [matérias secas da parte aérea 

(MSPA), das raízes (MSR) e total (MST)].  

 

3.3 Determinação do teor relativo de água 
 
 

O teor relativo de água (TRA) foi determinado como descrito por Catský (1960). Das 

primeiras folhas completamente expandidas (antes de serem congeladas), foram retirados 10 

discos de 1,0 cm de diâmetro. Após pesagem e obtenção da massa fresca (MF), os discos 

foliares permaneceram imersos em água destilada por 3 h até atingirem a massa turgescente 

(MT). Em seguida, os discos foram colocados em estufa a 60 ºC durante 72 h, para obtenção da 

massa seca (MS). Os dados obtidos foram inseridos na fórmula: TRA = [(MF-MS)/(MT-MS)] 

x 100. 

3.4 Determinação de pigmentos fotossintéticos 

Discos foliares (aproximadamente 0,05 g) de folhas completamente expandidas foram 

colocados em tubos de ensaio revestidos com papel alumínio, sendo, em seguida, adicionados 

a eles 2,0 mL da solução de extração (CaCO3 saturado com DMSO). Os tubos foram mantidos 

sob escuro por 24 h e em seguida, incubados em banho-maria a 65 °C por 30 min. As leituras 

de absorbância foram feitas em espectrofotômetro a 665, 649 e 480 nm. Os conteúdos de 

clorofila a, b e total e de carotenóides foram estimados por meio de equações específicas 

relatadas por Arnon (1949), através das seguintes fórmulas: Clfa = 12,47A665 – 3,62A649; Clfb = 

25,06A649 – 6,50A665; Clftotal = 7,15A665 + 18,71A649 e Carotenóides = (1000A480 – 1,29 Clfa – 

53,78 Clfb)/220. Os valores obtidos foram expressos em μg.g-1 de matéria fresca (MF). 
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3.5 Determinação de antocianinas 

 

Discos foliares (aproximadamente 0,1 g) de folhas completamente expandidas foram 

colocados em tubos de ensaio revestidos com papel alumínio, nos quais foram adicionados 5,0 

mL da solução de extração, composta por ácido clorídrico, água e metanol, na proporção 1:3:16 

(v:v:v). Os tubos foram fechados e mantidos a 4 °C sob agitação constante com movimentos 

orbitais por 48 h, sendo, em seguida, centrifugados a 3.000 x g por 20 min a 4 °C. As leituras 

de absorbância foram feitas em espectrofotômetro a 530 e 653 nm. Os conteúdos de 

antocianinas foram estimados como descrito por M'rah et al. (2010), através da seguinte 

fórmula: Antocianina = A530nm – 0,24A653nm. Os valores obtidos foram expressos em mmol.g-1 

matéria fresca (MF). 

3.6 Medidas de trocas gasosas e de fluorescência da clorofila 

As trocas gasosas (fotossíntese líquida, transpiração, condutância estomática e 

eficiência da carboxilação) e de fluorescência da clorofila foram determinadas no dia anterior 

à coleta, nas folhas completamente expandidas, com um analisador portátil de gás no 

infravermelho (mod. Li-6400XT, Li-COR, NE, USA) com um fluorômetro acoplado (mod. 

6400-40, Li-COR, NE, USA). A intensidade luminosa utilizada nas medições de trocas gasosas 

foi de 1000 mol.m-2.s-1, enquanto que para as medidas de fluorescência da clorofila utilizou-

se 10% desse valor. Com as folhas expostas à luz, foram determinados os parâmetros da 

fluorescência do estado adaptado à luz: qP (“quenching” fotoquímico), NPQ (“quenching” não-

fotoquímico), PSII (eficiência fotoquímica do fotossistema II) e taxa de transporte de elétrons 

(ETR). Após as folhas estarem adaptadas a condições de escuro por 30 min, as leitura de 

fluorescência variável (Fv) e máxima (Fm) foram determinadas e utilizadas para o cálculo da 

eficiência fotoquímica potencial do PSII, expressa pela relação Fv/Fm. Para avaliação das 

trocas gasosas das plantas de girassol, inicialmente, foram realizadas medições de fotossíntese 

líquida a cada duas horas entre 7:00 h e 15:00 h, para determinar o ponto máximo de assimilação 

de CO2 que se situa entre 10:30 h e 11:30 h, horário em que foram realizadas as medições 

definitivas. 
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3.7 Determinação dos teores de íons inorgânicos 
 
 

Os teores de Na+, K+, NO3
- e NH4

+ foram determinados em folhas, na seiva do xilema e 

em raízes das plantas de girassol. Para a preparação dos extratos de folhas e raízes utilizou-se 

o método descrito por Cataldo et al. (1975), que constituiu na homogeneização de 50 mg da 

massa seca dos tecidos, previamente triturados e convertidos a pó, com 5,0 mL de água 

desionizada durante 1 h, em banho-maria a 40 ºC. Os tubos contendo o homogenato foram 

agitados vigorosamente a cada 15 min e, em seguida, centrifugados a 3.000 x g por 10 min. O 

sobrenadante obtido foi filtrado em papel de filtro e armazenado a -20 ºC. Para a extração da 

seiva do xilema utilizou-se o método descrito por Scholander (1965). Após um corte transversal 

na base do caule, próximo às raízes, a parte aérea foi acondicionada em uma bomba de 

Scholander. Foi aplicada pressão na câmara até culminar na saída de gotas de seiva na superfície 

do corte (LIANG et al., 1996). Com o auxílio de uma pipeta automática, a seiva foi coletada e 

congelada com N2 líquido.  

Os teores de sódio e potássio foram determinados por fotometria de chama, segundo 

metodologia descrita por Malavolta, Vitti e Oliveira (1989), sendo efetuada uma leitura no 

fotômetro de chama [Micronal®, modelo B462 (São Paulo, São Paulo, Brasil)] para cada 

extrato.  

O NO3
- foi determinado através do método do ácido salicílico (CATALDO et al., 1975). 

À 100 L do extrato, convenientemente diluído, foram adicionados 400 L de ácido salicílico 

a 5%, em ácido sulfúrico concentrado. Depois de 20 min em repouso, foram adicionados 9,5 

mL de NaOH a 2 M. Os tubos foram agitados vigorosamente e esperou-se a mistura de reação 

atingir a temperatura ambiente (25 ºC), para então se fazer as leituras de absorbância em 410 

nm. Para quantificação dos teores de NO3
- foi feita uma curva padrão com concentração 

crescente de KNO3. 

Os teores de amônio livre foram determinados pelo método do fenolato-hipoclorito 

(WEATHERBURN, 1967). Esse método é baseado na formação do indofenol, depois da reação 

com amônia, fenol e hipoclorito, em pH alcalino. À 400 L do extrato, convenientemente 

diluído, foram adicionados 2,5 mL da solução A (fenol a 5% e nitroprussiato a 0,005%, em 

água desionizada) e 2,5 mL da solução B (NaOH a 0,5% e hipoclorito de sódio a 0,06%, em 

água desionizada). Após a adição de cada solução, os tubos foram agitados vigorosamente e, 

em seguida, incubados a 37 ºC, em banho-maria, por 20 min. Após esse processo, os tubos 
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ficaram em repouso por 45 min quando, então, foram feitas leituras de absorbância a 625 nm. 

Para quantificação dos teores de amônio foi feita uma curva padrão com concentração crescente 

de (NH4)2SO4.  

Com exceção das determinações de Na+ e K+, cada repetição para determinação de íons 

inorgânicos constou da dosagem em duplicata de cada extrato. Os teores dos íons nas folhas e 

raízes foram expressos em mol.g-1 de matéria seca e na seiva do xilema foram expressos em 

mM. Os dados obtidos representam a média de cinco repetições, sendo cada extrato dosado em 

duplicata. 

 

3.8 Atividade de enzimas do metabolismo do nitrogênio 

 

3.8.1 Redutase do nitrato (NR) in vivo 
 

A atividade da NR, in vivo, foi determinada como descrito por Silveira et al. (1998), 

com modificações. Esse método consiste na infiltração no tecido de uma solução contendo 

nitrato e na subsequente dosagem do nitrito produzido na reação, o qual se difunde no meio de 

incubação. Dessa maneira, para preparação dos extratos, amostras de aproximadamente 100 mg 

de discos foliares (0,5 cm de diâmetro) e 500 mg de raízes foram colocados em tubos de ensaio 

contendo 5,0 mL do meio de incubação (tampão fosfato de potássio a 0,1 mM, pH 7,5; KNO3 

a 50 mM; isopropanol a 1% (v/v); cloranfenicol a 15 mg/L. Em seguida, os tubos foram 

fechados, envoltos em papel de alumínio e infiltrados à vácuo por 2 min, sendo o vácuo desfeito 

e novamente refeito, por mais 2 min. Após este processo, as amostras foram incubadas no 

escuro a 30 ºC, em banho-maria, por 30 min. Como branco da reação foi utilizado a mesma 

mistura de reação, exceto que o extrato foi substituído por meio de incubação.  A concentração 

de nitrito foi determinada colorimetricamente pela adição de 1,0 mL de sulfanilamida a 1% 

(p/v), preparada em HCl a 2,4 M, e 1,0 mL de N-naftil-etilenodiamina a 0,02% (p/v) a 2,0 mL 

do meio de incubação. Foram feitas leituras de absorbância em 540 nm e construída uma curva 

padrão ajustada a partir de concentrações crescente de NaNO2. A atividade enzimática foi 

expressa em mol.h-1.g-1 matéria fresca e representa a média de cinco repetições, sendo cada 

extrato dosado em duplicata. 
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3.8.2 Redutase do nitrito (NiR) 

 

O extrato para a determinação da NiR foi preparado de acordo com Kant et al. (2007), 

com pequenas modificações. Amostras do tecido congelado de folhas ou raízes (1,0 g) foram 

maceradas em almofariz, utilizando-se N2 líquido e, em seguida, homogeneizadas com 2 mL 

do tampão de extração, composto por Tris-HCl a 50 mM, pH 7,5, MgCl2 a 10 mM, glicerol a 

10%, ditiotreitol (DTT) a 5 mM, Triton-X-100 a 0,05%, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 

a 1 mM, ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 1 mM e polivinilpirrolidona (PVP) a 1%. 

O homogenato foi filtrado em tela de náilon, sendo, em seguida, centrifugado a 16.000 x g, 

durante 25 min, a 4 ºC. Os precipitados foram desprezados e os sobrenadantes submetidos a 

uma nova centrifugação a 16.000 x g por 15 min, a 4 ºC. Todos os procedimentos foram 

conduzidos a 4 ºC e o sobrenadante final (extrato) foi mantido em banho de gelo até sua 

utilização nos ensaios enzimáticos, os quais foram realizados no mesmo dia da extração. 

A atividade da NiR foi determinada de acordo com o método descrito por Datta e 

Sharma (1999). O meio de reação (volume final de 2,0 mL) foi composto de tampão fosfato de 

potássio a 100 mM, pH 7,5, NaNO2 a 2 mM, metilviologênio a 0,25 mM e 100 L do extrato, 

sendo a reação iniciada pela adição de 200 l de ditionito de sódio a 25 mg/mL, preparado em 

uma solução de NaHCO3 a 290 mM. Os tubos contendo o meio de reação foram incubados a 

30 ºC, em banho-maria, por 30 min. Após esse período, 0,1 mL do meio de reação foi 

adicionado a tubos de ensaio contendo 1,9 mL de água desionizada, sendo a reação parada por 

agitação vigorosa dos tubos, por 10 min, para oxidar o ditionito de sódio remanescente. Em 

seguida, determinou-se a concentração de nitrito remanescente no meio de reação, em 

procedimento idêntico ao descrito no item 2.8.2. Como branco da reação foi utilizado a mesma 

mistura de reação, exceto que o extrato foi substituído por tampão de extração. A quantidade 

de nitrito convertida em produto (amônio) pela NiR foi estimada subtraindo-se do branco a 

quantidade de nitrito no meio de reação após o final do ensaio. A absorbância foi determinada 

a 540 nm, tendo como base uma curva padrão, utilizando-se NaNO2. A atividade enzimática 

foi expressa em nmol.min-1.mg-1 proteína e representa a média de cinco repetições, sendo cada 

extrato dosado em duplicata. 
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3.8.3 Sintetase da glutamina (GS) 
 
 

Os extratos foram preparados de acordo com o método descrito por Seebauer et al. 

(2004), com modificações. Amostras de 1,0 g de folhas ou raízes congeladas foram maceradas 

em almofariz, utilizando-se N2 líquido e, em seguida, homogeneizadas com 1,5 mL de tampão 

imidazol a 50 mM, pH 7,2, contendo MgSO4 a 20 mM, EDTA a 1mM, DTT a 5 mM, PVP a 

1% (p/v) e -mercaptoetanol a 1% (v/v). O homogenato foi filtrado em tela de náilon, sendo, 

em seguida, centrifugado a 10.000 x g, durante 30 min, a 4 ºC. O sobrenadante (extrato) 

resultante foi mantido em banho de gelo até a utilização nos ensaios enzimáticos, os quais foram 

feitos no mesmo dia da extração. Todo o procedimento de extração foi realizado a 4 ºC. 

A atividade da GS foi determinada de acordo com o método descrito por Rhodes et al. 

(1975), através da formação de -glutamil hidroxamato (atividade “sintetase”) a partir do 

glutamato e hidroxalamina, sendo esta em substituição ao amônio, o substrato fisiológico. O 

meio de reação (volume final de 1,0 mL) consistiu de tampão imidazol a 100 mM, pH 7,2, 

glutamato a 80 mM (neutralizado com imidazol), ATP a 20 mM, MgCl2 a 50 mM e 200 L do 

extrato, sendo a reação iniciada pela adição de 50 L de hidroxilamina a 25 mM. Os tubos de 

ensaio contendo a mistura de reação foram incubados a 30 ºC, em banho-maria, por 25 min. 

Após esse período, a reação enzimática foi parada pela adição de 1,0 mL de uma solução 

contendo FeCl3 a 0,37 M, HCl a 0,67 N e ácido tricloracético (TCA) a 0,2 M. Estabelecida a 

cor da reação (após cerca de 10 min), as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, por 10 min. 

A quantidade de -glutamil hidroxamato formada foi determinada colorimetricamente pela 

leitura em 540 nm, tendo como base uma curva padrão ajustada a partir de concentrações 

crescentes de -glutamil monohidroxamato (GMH). O branco da reação constou da mesma 

mistura de reação, exceto que ao invés do extrato, foram adicionados 200 L do tampão de 

extração. Os resultados foram expressos em nmol.min-1.mg-1 proteína e representam a média 

de cinco repetições, sendo cada extrato dosado em duplicata. 

 

3.8.4 Sintase do glutamato (GOGAT) 

 

Os extratos para esta análise foram os mesmos utilizados para a atividade da NiR. A 

atividade da enzima GOGAT foi mensurada de acordo com o método de Nemat-Alla et al. 
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(2008), por meio da quantificação do NADH oxidado. A mistura de reação (volume final de 

2,0 ml) foi composta de tampão fosfato de potássio a 100 mM, pH 7,5, NADH a 1,5 mM, 

glutamina a 10 mM, -cetoglutarato a 10 mM. A reação foi iniciada pela adição de 150 L do 

extrato e acompanhada diretamente no espectrofotômetro pela redução da absorbância a 340 

nm. A atividade foi calculada pela taxa de oxidação do NADH que foi calculada utilizando-se 

o coeficiente de extinção molar de 6,22 mM-1.cm-1 para o NADH. Os resultados foram 

expressos em nmol.min-1.mg-1 proteína e representam a média de cinco repetições, sendo cada 

amostra dosada em duplicata. 

 

3.9 Determinação dos teores de proteínas 
 
 

O método de Bradford (1976) foi empregado para determinar a concentração de 

proteínas nos extratos e que foi utilizada para as determinações das atividades enzimáticas. A 

100 L do extrato, convenientemente diluído, foi adicionado 1,0 mL de uma solução de 

Coomassie Blue G-250 a 0,001% contendo etanol a 4,75% e ácido fosfórico a 8,5%. A mistura 

foi deixada em repouso por 15 min e em seguida, submetida a leituras de absorbância a 595 nm. 

Albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, USA) foi utilizada como padrão na curva de 

calibração.  

 

3.10 Determinação dos teores de N-aminossolúveis 
 
 

Os extratos para esta análise foram os mesmos utilizados para a determinação dos 

aminoácidos. Os teores de N-aminossolúveis foram determinados de acordo com o método de 

Yemm e Cocking (1955). Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,5 mL do extrato, 

convenientemente diluídos, 0,25 mL de tampão citrato a 0,2 M, pH 5,0, 0,5 mL de cianeto de 

potássio (KCN) a 0,2 mM, em metilcelosolve 100% e 0,1 mL de ninhidrina a 5%, em 

metilcelosolve a 100%. Em seguida, os tubos foram fechados, agitados vigorosamente e 

colocados em banho-maria a 95 ºC durante 2 min. A reação foi interrompida abruptamente 

colocando-se os tubos em banho de gelo (4 ºC). Após resfriamento, foram adicionados aos tubos 

0,65 mL de etanol a 60%. Os teores de N-aminossolúveis foram estimados através de leituras 

de absorbância a 570 nm, com base em uma curva padrão ajustada a partir de concentrações 
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crescentes de glicina. Os resultados foram expressos em μmol. g-1 MS e representam a média 

de cinco repetições, sendo cada extrato dosado em duplicata. 

 

3.11 Determinação dos teores de aminoácidos livres 

 

O extrato para a determinação dos aminoácidos (glutamato, aspartato, glutamina, 

asparagina e serina) foi obtido como descrito por Bieleski e Turner (1966), com pequenas 

modificações. Amostras de 50 mg do pó liofilizado de folhas e raízes foram homogeneizadas 

com 1,0 mL da mistura extratora, composta por metanol, clorofórmio e água ultrapura Milli-

Q®, na proporção 12:5:3 (v:v:v), em almofariz previamente resfriado com nitrogênio líquido. 

O homogenato foi centrifugado a 16.000 × g, a 4 °C, durante 10 min. Em seguida, o 

sobrenadante foi coletado e o precipitado ressuspendido novamente em 1,0 mL da mistura 

extratora, seguido de centrifugação sob as condições descritas anteriormente; após isso, os 

sobrenadantes foram reunidos (cerca de 2,0 mL). Em seguida, foram acrescentados 0,5 mL de 

clorofórmio e 0,75 mL de água ultrapura Milli-Q® ao extrato. A mistura foi agitada e deixada 

em repouso por 24 horas, a 4 °C, para separação de fases. A fase superior (aquosa) foi 

cuidadosamente coletada com auxílio de pipeta Pasteur e concentrada por evaporação, em 

banho-maria a 40 °C, por 24 h, até se obter aproximadamente 1,0 mL de seu volume. Ao final 

do processo, as amostras foram filtradas por meio de membrana de politetrafluoretileno (PTFE), 

com poro de 0,2 µm de diâmetro, e armazenadas sob refrigeração a 4 °C. 

A separação e a análise dos aminoácidos foram realizadas através de cromatografia 

líquida de alta performance (HPLC) em coluna de fase reversa, após derivatização com O-

ftaldialdeído (OPA), conforme Puiatti e Sodek (1999). A separação foi efetuada por meio de 

um gradiente gerado com o solvente A [fosfato de sódio dibásico a 50 mM, pH 7,25, contendo 

acetato de sódio a 50 mM, tetrahidrofurano a 2% (v/v) e metanol a 2% (v/v)] e o solvente B 

(metanol a 65%). Ambas as soluções foram desaeradas, e o solvente A foi filtrado a vácuo em 

filtro Millipore®, por meio de membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF), com poro de 

0,45 μm de diâmetro. 

O reagente de derivatização foi preparado dissolvendo-se, inicialmente, 50 mg de OPA 

em 1 mL de metanol que, posteriormente, foi misturado a 6,5 mL de tampão borato-NaOH, pH 

9,5 (ácido bórico 2,4% m/v, em água ultrapura Milli-Q®; pH ajustado com NaOH a 2 N) e 

filtrado através de membrana de PTFE com poro de 0,2 μm de diâmetro. No momento do uso, 
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5,0 μL de 2-mercaptoetanol foram adicionados a cada 625 μL dessa mistura. Para a 

derivatização, 300 µL do reagente OPA + mercaptoetanol foram adicionados a 100 µL do 

extrato, em um vial de 1,5 mL e, em seguida, agitado. Após 2 min de reação, tempo suficiente 

para formar os derivados aminoácido-OPA, uma alíquota de 20 μL foi injetada no HPLC 

(Sistema HPLC, Shimadzu, Japão), através do seu injetor automático (mod. SIL-20A, 

Shimadzu). Nesse momento foi iniciada a eluição da solução através da coluna cromatográfica 

de fase reversa C18 (Hypersil ODS, 5 μm, 250 x 4,6 mm, Thermo Scientific), a 30 °C, com 

fluxo de 0,8 mL/min, através de um gradiente com os solventes A e B, o qual foi estabelecido 

pelo aumento gradativo do solvente B em relação ao solvente A, da seguinte maneira: 20%, aos 

0 min; 28%, aos 5 min; 58%, aos 35 min; 75%, aos 40 min; 92%, aos 56 min; 96%, aos 60 min; 

e 100%, aos 61 min. Ao passar pela coluna cromatográfica, os derivados aminoácido-OPA 

foram detectados por um monitor em ultravioleta (mod. SPD – 20A, Shimadzu), ajustado com 

comprimento de onda a 240 nm. As concentrações de aminoácidos nas amostras foram 

determinadas pela integração da área dos picos e comparadas a partir de uma curva padrão 

previamente preparada, utilizando reagentes ultrapuros (Sigma). Os resultados dos teores de 

cada aminoácido foram expressos em μmol.g-1 MS. 

 

3.12 Delineamento experimental e análise estatística 

 

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado com um arranjo 

fatorial 2 x 2, constando de dois genótipos de girassol (Catissol e BRS321) e duas condições de 

crescimento das plantas [em ausência de NaCl (controle) e presença de NaCl a 100 mM 

(estresse salino)], com cinco repetições. Os resultados foram expressos pela média e erro padrão 

das repetições de cada tratamento. Os dados foram examinados estatisticamente através de 

análise de variância (ANOVA). O teste de Tukey, com nível de significância a 5%, foi utilizado 

para comparar as médias entre os tratamentos controle e salino e entre os genótipos em 

condições controle e de salinidade. O programa utilizado para as análises estatísticas foi o 

Sisvar® 5.3 e para a confecção dos gráficos foi o SigmaPlot® 11.0.
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Crescimento vegetativo 
 

Tanto em condições controle (ausência de NaCl) como em condições de estresse salino 

(NaCl a 100 mM), plantas do genótipo BRS 321 apresentaram massas secas da parte aérea 

(MSPA), das raízes (MSR) e total (MST) e área foliar (AF) superiores àquelas do genótipo 

Catissol (Figura 1). O estresse salino limitou severamente o crescimento das plantas de girassol, 

sendo os efeitos mais pronunciados no genótipo Catissol. Sob condições de estresse salino, esse 

genótipo apresentou redução da MSPA de 72% em relação ao controle, enquanto que no 

genótipo BRS 321 essa redução foi de 57% (Figura 1A). Em relação à MSR, a salinidade 

promoveu reduções de 39% e 33%, respectivamente, nos genótipos Catissol e BRS 321, quando 

comparadas aos controles (Figura 1B). A MST das plantas de ambos os genótipos foi 

significativamente reduzida pela salinidade, sendo registrados decréscimos de 65% para o 

Catissol e 53% para o BRS 321 (Figura 1C). Além disso, a área foliar das plantas submetidas 

ao estresse salino sofreu reduções de 78% no genótipo Catissol e 62% no genótipo BRS 321, 

quando comparadas aos controles (Figura 1D). Vale ressaltar que, sob condições de salinidade, 

os valores de MSPA, MSR, MST e AF das plantas do genótipo BRS 321 foram 129, 58, 105 e 

131%, respectivamente, maiores que os do genótipo Catissol. 

 

4.2 Teor relativo de água 

 No presente estudo, o teor relativo de água (TRA) foliar não sofreu alterações 

significativas em função da salinidade em ambos os genótipos estudados (Figura 2). 

 

4.3 Pigmentos fotossintéticos e antocianinas 
 
 

Os teores de clorofila a (Clf a), b (Clf b) e total (Clf total) e carotenóides foram maiores 

nas plantas do genótipo BRS 321, tanto em condições controle como de salinidade (Figura 3). 

O estresse salino reduziu significativamente os teores dos pigmentos fotossintetizantes em 

todos os genótipos analisados, com exceção da Clf b, em que foram observado valores similares 

àqueles dos controles. As reduções nos teores de Clf a, Clf total e de carotenóides pela 

salinidade foram de 52, 47 e 53 % no Catissol e 22, 19 e 26 % no BRS 321 (Figura 3). Além  
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Figura 1. Massas secas da parte aérea (MSPA, A), das raízes (MSR, B) e total (MST, C) e área 

foliar (D) de plantas de girassol, genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva 

sem NaCl (controle,      ) e com NaCl a 100 mM (estresse,     ). Médias seguidas por letras 

minúsculas iguais, em uma mesma condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em um 

mesmo genótipo, não diferem estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro 

padrão. 
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Figura 2. Teor relativo de água (TRA) de plantas de girassol, genótipos Catissol e BRS 321, 

crescendo em solução nutritiva sem NaCl (controle,    ) e com NaCl a 100 mM (estresse,    ). 

Médias seguidas por letras minúsculas iguais, em uma mesma condição de crescimento, ou 

maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, não diferem estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As 

barras representam o erro padrão 
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Figura 3. Teores de clorofila a (Clf a, A), clorofila b (Clf b, B), clorofila total (Clf total, C) e 

de carotenóides (D) de plantas de girassol, genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução 

nutritiva sem NaCl (controle,    ) e com NaCl a 100 mM (estresse,     ). Médias seguidas por 

letras minúsculas iguais, em uma mesma condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em 

um mesmo genótipo, não diferem estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o 

erro padrão. 

Catissol BRS 321

 C
lf

 a
 (

g
.g

-1
M

S
)

0

600

1200

1800

2400

Catissol BRS 321

C
lf

 b
  

(
g

.g
-1

M
S

)

0

600

1200

1800

2400

Catissol BRS 321

C
lf

 t
o
ta

l 
 (

g
.g

-1
M

S
)

0

700

1400

2100

2800

Catissol BRS 321

C
a
r
o

te
n

ó
id

e
s 

 (
g

.g
-1

M
S

)

0

600

1200

1800

2400

Ab

Bb

Aa
Ba

Ab

Bb

Aa

Ba

Ab
Ab

Aa Aa

Ab
Bb

Aa
Ba

(A) (B)

(C) (D)



40 

 

disso, na presença de NaCl, os teores de Clf a e total e carotenóides das plantas do genótipo 

BRS 321 foram 121, 126 e 118%, respectivamente, maiores que os de plantas do genótipo 

Catissol. 

Sob condições controle, não foi observada diferença nos teores de antocianinas entre os 

genótipos estudados. Contudo, os teores de antocianinas das plantas estressadas do BRS 321 

foram menores que aqueles das plantas do genótipo Catissol. Já na presença de salinidade, os 

teores de antocianinas do genótipo Catissol apresentaram incrementos de 36% em relação ao 

controle, enquanto que não houve alterações significativas no BRS 321 (Figura 4).  

 

4.4 Trocas gasosas 
 

Sob condições controle, a fotossíntese líquida das plantas do genótipo Catissol foi 

superior a do genótipo BRS 321, sendo esses valores semelhantes nas plantas estressadas. O 

estresse salino   reduziu significativamente a taxa fotossintética das plantas do genótipo 

Catissol, enquanto que não foram registradas alterações significativas no genótipo  BRS 321 

(Figura 5A). Por outro lado, a taxa de transpiração das plantas do genótipo BRS 321 foi maior 

que aquela do genótipo Catissol, tanto em condições controle como de salinidade (Figura 5B). 

Não foram observadas alterações significativas na condutância estomática e na transpiração em 

função do estresse salino, em ambos os genótipos avaliados (Figura 5B, C). Na ausência de 

estresse, a eficiência de carboxilação, expressa pela relação entre a fotossíntese líquida e a 

concentração interna de CO2, das plantas do genótipo Catissol foi superior àquela do genótipo 

BRS 321. No entanto, a salinidade reduziu em cerca de 14 % essa variável das plantas do 

genótipo Catissol, enquanto que não foram registradas alterações significativas no genótipo 

BRS 321 (Figura 5D). 

 

4.5 Fluorescência da clorofila 
 

Sob condições de salinidade, a eficiência fotoquímica efetiva do fotossistema II (PSII) 

foi reduzida significativamente nas plantas do genótipo Catissol, enquanto que houve 

incremento dessa eficiência no genótipo BRS 321, quando comparado ao respectivo controle. 

Em relação à eficiência fotoquímica máxima do fotossistema II (Fv/Fm), não houve qualquer   
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Figura 4. Teores de antocianinas de plantas de girassol, genótipos Catissol e BRS 321, 

crescendo em solução nutritiva sem NaCl (controle,    ) e com NaCl a 100 mM (estresse,    ). 

Médias seguidas por letras minúsculas iguais, em uma mesma condição de crescimento, ou 

maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, não diferem estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As 

barras representam o erro padrão. 
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Figura 5. Fotossíntese líquida (A), taxa de transpiração (B), condutância estomática (C) e 

eficiência da carboxilação (A/Ci, D) medidas entre 10:30 h e 11:30 h, no dia anterior à coleta, 

de plantas de girassol, genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva sem NaCl 

(controle,    ) e com NaCl a 100 mM (estresse,   ). Médias seguidas por letras minúsculas iguais, 

em uma mesma condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, não 

diferem estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro padrão. 
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diferença significativa entre as plantas de ambos os genótipos, independente das condições 

impostas. Na ausência de NaCl, plantas do genótipo BRS 321 apresentaram quenching não 

fotoquímico (NPQ) de dissipação de energia superiores àqueles do genótipo Catissol. Quando 

expostos à salinidade, plantas do genótipo Catissol apresentaram incrementos de 25% no NPQ 

em relação ao controle, enquanto que as do genótipo BRS 321 não apresentaram alterações 

significativas nesse parâmetro. Alterações significativas no quenching fotoquímico (qP) de 

dissipação de energia entre os genótipos foram observadas somente na ausência de estresse, em 

que plantas do genótipo BRS 321 apresentaram valores menores que as do Catissol. Na ausência 

de NaCl, plantas do genótipo Catissol apresentaram taxa de transporte de elétrons (ETR) 

superiores àquelas do genótipo BRS 321; Porém quando submetidos à salinidade, plantas do 

genótipo BRS 321 apresentaram aumentos na ETR, enquanto que as do genótipo Catissol 

mostraram reduções, em relação aos respectivos controles. 

 

Tabela 1. Eficiência efetiva do fotossistema II (Φ PSII), eficiência máxima do fotossistema II (Fv/Fm), 

“quenching” não-fotoquímico (NPQ), “quenching” fotoquímico (qP) e taxa de transporte de elétrons 

(ETR) de plantas de girassol, genótipos Catissol e BRS 321, após 10 dias de estresse salino com NaCl 

a 0 (controle) e 100 mM (estresse). Em um mesmo genótipo, médias seguidas por letras maiúsculas 

iguais não diferem estatisticamente entre si, enquanto que, em um mesmo tratamento, médias seguidas 

por letras minúsculas iguais não diferem estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam a 

média de cinco repetições ± erro padrão. 

 

 

4.6 Teores de íons 
 

             De modo geral, sob condições controle, os teores de Na+ e K+ apresentaram valores 

semelhantes nas folhas e raízes dos dois genótipos estudados, exceto para os teores de Na+ das 

Genótipo Condição 
Parâmetros Fotoquímicos 

  
Φ PSII Fv/Fm NPQ qP 

ETR 

(mol.m-2.s-1) 

Catissol 
Controle 0,50±0,01Aa 0,76±0,01Aa 0,78±0,03Bb 0,66±0,01Aa 209,98±3,12Aa 

Estresse 0,47±0,01Ba 0,75±0,01Aa 0,98±0,08Aa 0,64±0,01Aa 199,47±3,28Ba 

BRS 321 
Controle 0,47±0,00Bb 0,75±0,00Aa 1,00±0,05Aa 0,62±0,00Ab 195,32±1,91Bb 

Estresse 0,49±0,01Aa 0,75±0,00Aa 0,92±0,03Aa 0,66±0,01Aa 207,83±3,48Aa 
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raízes do Catissol, que foram inferiores aos do BRS 321 (Figura 6A, B, C). Com a salinidade, 

os teores de Na+ das folhas de ambos os genótipos foram similarmente aumentados, sendo o 

valor médio nas condições de estresse salino 513% superior aos dos controles (Figura 6A). Nas 

raízes, o acúmulo de Na+ foi mais proeminente nas plantas do genótipo Catissol, com valores 

735% maiores que o controle, enquanto que no BRS 321 foram registrados teores de Na+ 179% 

superiores ao do controle. Adicionalmente, em termos absolutos, o acúmulo de Na+ nas raízes 

das plantas estressadas do genótipo Catissol foi 91% maior que o do genótipo BRS 321 (Figura 

6B).  

Em condições salinas, os teores de K+ das folhas dos dois genótipos analisados 

apresentaram reduções semelhantes, em média de 23%, quando comparados aos dos controles 

(Figura 6C). Nas raízes, os teores de K+ no genótipo Catissol foram fortemente reduzidos pelo 

estresse salino (61% de redução), enquanto que no BRS 321essa redução foi de 30% (Figura 

6D), fazendo com que este último genótipo em condições salinas acumulasse cerca de 72% de 

K+ a mais que o genótipo Catissol. A relação Na+/K+ de folhas em ambos os genótipos foi 

significativamente aumentada pelo estresse salino (Figura 6E). Nas raízes, sob salinidade, a 

relação Na+/K+ foi mais proeminente no genótipo Catissol, com valor cerca de 244% maior do 

que o genótipo BRS 321 (Figura 6F). 

No presente estudo, o carregamento no xilema, em termos de concentração dos íons Na+ 

e K+, foi regulado diferencialmente entre os genótipos de girassol estudados (Figura 7). Sob 

condições salinas, a concentração de Na+ foi fortemente aumentada em ambos os genótipos (36 

vezes no Catissol e 52 vezes no BRS 321), sendo que o BRS 321 apresentou concentrações de 

Na+, no xilema, 20% maiores que o genótipo Catissol. Na ausência de estresse, a concentração 

de K+ na seiva do xilema das plantas do genótipo BRS 321 foi superior ao de plantas do Catissol. 

Já sob estresse salino, plantas do genótipo Catissol apresentaram incremento de 22% na 

concentração de K+, ao passo que as do genótipo BRS 321 mostraram redução de 52%, quando 

comparado aos respectivos controles.  

Em condições controle, não foram observadas alterações significativas nos teores de 

NO3
- entre os genótipos estudados, tanto nas folhas como nas raízes. O estresse salino reduziu 

drasticamente os teores de NO3
- nas folhas, sendo os maiores decréscimos observados no 

genótipo BRS 321 (Figura 8A). Nas raízes, embora não tenham ocorrido variações 

significativas pela salinidade, os teores de NO3
- das plantas estressadas do genótipo BRS 321  
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Figura 6. Teores de sódio (Na+), potássio (K+) e relação Na+/K+ em folhas (A e C) e raízes (B 

e D) de plantas de girassol, genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva sem 

NaCl (controle,    ) e com NaCl a 100 mM (estresse,     ). Médias seguidas por letras minúsculas 

iguais, em uma mesma condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, 

não diferem estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro padrão. 
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Figura 7. Concentrações de sódio (Na+, A) e potássio (K+, B) na seiva do xilema de plantas de 

girassol, genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva sem NaCl (controle,      

) e com NaCl a 100 mM (estresse,     ). Médias seguidas por letras minúsculas iguais, em uma 

mesma condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, não diferem 

estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro padrão. 
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foram superiores (30% de aumento) àqueles de plantas do genótipo Catissol (Figura 8B). Além 

Além disso, em termos absolutos, os teores de NO3
- foram mais elevados nas raízes do que nas 

folhas, principalmente em condições salinas. 

De modo geral, independente das condições impostas, os teores de NH4
+ foram maiores 

nos tecidos das plantas do genótipo BRS 321, exceto para as raízes submetidas ao salino (Figura 

8C, D). O estresse salino aumentou significativamente os teores desse íon nos órgãos de ambos 

os genótipos, com exceção das raízes do genótipo BRS 321, que apresentaram teores de NH4
+ 

similares ao controle.  

Na ausência de salinidade, os teores de NO3
- na seiva do xilema foram similares em 

ambos os genótipos avaliados (Figura 9A). O estresse salino reduziu severamente o teor de 

NO3
- na seiva do xilema, sendo os efeitos mais conspícuos nas plantas do genótipo BRS 321. 

Por outro lado, o teor de NH4
+ na seiva do xilema foi maior nas plantas do genótipo BRS 321, 

tanto em condições controle como de estresse salino (Figura 9B). Sob salinidade, plantas desse 

genótipo apresentaram incrementos de 86% nos teores de NH4
+ no xilema, em relação ao 

controle, enquanto não houve mudança do genótipo Catissol. Além disso, os teores de NH4
+ 

das plantas estressadas do genótipo BRS 321 foram 178% superiores às do genótipo Catissol, 

nessas mesmas condições (Figura 9B). Além disso, os teores de NO3
- foram, em média, 51 e 11 

vezes mais elevados que os de NH4
+, em condições controle e estresse, respectivamente. 

 

4.7 Assimilação do nitrogênio 

 

Em condições controle, a atividade da NR das folhas foi maior no genótipo Catissol em 

relação ao BRS 321 (Figura 10A). O estresse salino afetou consideravelmente a atividade dessa 

enzima, com reduções de 57 e 41%, respectivamente, nos genótipos Catissol e BRS 321, quando 

comparados aos respectivos controles. Por outro lado, nas raízes, não foram observadas 

variações significativas na atividade da NR, independente das condições impostas e do genótipo 

estudado (Figura 10B). Vale ressaltar que, em termos absolutos, a atividade da NR foi maior 

NR foi maior nas folhas do que nas raízes (10 e 5 vezes nas condições controle e estresse, 

respectivamente). 
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Figura 8. Teores de NO3
- e NH4

+ em folhas (A e C) e raízes (B e D) de plantas de girassol, 

genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva sem NaCl (controle,      ) e com 

NaCl a 100 mM (estresse,     ). Médias seguidas por letras minúsculas iguais, em uma mesma 

condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, não diferem 

estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro padrão. 

 

CAT BRS 321

N
O

3
-  

(
m

o
l.

g
-1

 M
S

)

0

5

10

15

20

CAT BRS 321

N
O

3
-  

(
m

o
l.

g
-1

 M
S

)

0

5

10

15

20

Aa

Ba

Aa

Bb

Aa
Ab

Aa

Aa(A) (B)

Catissol BRS 321

N
H

4
+

 (
m

o
l.

g
-1

 M
S

)

0,0

1,6

3,2

4,8

6,4

Bb

Ab

Ba

Aa

(C)

Catissol BRS 321

N
H

4
+

 (
m

o
l.

m
L

-1
 M

S
)

0,0

1,6

3,2

4,8

6,4

Bb

Aa

Aa
Ab

(D)



49 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Teores de NO3
- (A) e NH4

+ na seiva do xilema (B) de plantas de girassol, genótipos 

Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva sem NaCl (controle,     ) e com NaCl a 100 

mM (estresse,   ). Médias seguidas por letras minúsculas iguais, em uma mesma condição de 

crescimento, ou maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, não diferem estatisticamente entre 

si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro padrão. 

N
O

3
-  

(m
M

)

0

5

10

15

20
Aa

Ba

Aa

Bb

(A)

N
H

4
+

 (
m

M
)

0,0

0,3

0,6

0,9

1,2

Ab
Ab

Ba

Aa

(B)

Catissol BRS 321 Catissol BRS 321



50 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Atividade da redutase do nitrato em folhas (A) e raízes (B) de plantas de girassol, 

genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva sem NaCl (controle,      ) e com 

NaCl a 100 mM (estresse,     ). Médias seguidas por letras minúsculas iguais, em uma mesma 

condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, não diferem 

estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro padrão. 
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A atividade da redutase do nitrito (do inglês, Nitrite Reductase, NiR) foi alterada 

diferencialmente entre os genótipos e condições analisadas (Figura 11). Sob condições controle, 

a atividade da NiR das folhas das plantas do genótipo Catissol foi superior àquela do genótipo 

BRS 321. O estresse salino promoveu reduções drásticas na atividade da NiR das folhas, sendo 

observadas reduções de 53 e 65% respectivamente nos genótipos BRS 321 e Catissol, quando 

comparada aos controles (Figura 11A). Nas raízes, alterações significativas na atividade da NiR 

pela salinidade foram observadas somente no genótipo Catissol, com decréscimos de 50% em 

relação ao controle (Figura 11B). 

Nas folhas, a atividade da sintetase da glutamina (do inglês, Glutamine Synthetase, GS) 

foi maior nas plantas de girassol do genótipo BRS 321, tanto em condições controle como de 

salinidade (Figura 12A). O estresse salino aumentou consideravelmente a atividade da GS, 

sendo os efeitos mais pronunciados no genótipo BRS 321. Na exposição ao NaCl, plantas desse 

genótipo apresentaram valores de atividade da GS 269% maiores que às do genótipo Catissol 

(Figura 12A). Em contraste, nas raízes, alterações na atividade da GS, pela salinidade, foram 

registradas somente no genótipo BRS 321, com redução de 65% em relação ao controle (Figura 

12B). 

Sob condições controle, plantas do genótipo Catissol mostraram atividade da sintase do 

glutamato (do inglês, Glutamine 2-oxoglutarate Aminotransferase, GOGAT) nas folhas 

superiores àquelas do BRS 321 (Figura 13A), enquanto nas raízes, nessas mesmas condições, 

a atividade dessa enzima foi a mesma nos dois genótipos. Por outro lado, quando expostas a 

100 mM de NaCl, plantas do Catissol apresentaram reduções significativas na atividade da 

GOGAT em ambos os órgãos, sendo os maiores decréscimos registrados nas raízes, com valor 

69% inferior ao do controle (Figura 13B). Vale ressaltar que, em termos absolutos, os níveis de 

atividade dessa enzima foram maiores nas raízes em comparação as folhas. 

 

4.8 N-aminossolúveis 
 

Na ausência de estresse, os teores de N-aminossolúveis foram maiores nas plantas do 

genótipo Catissol, tanto nas folhas quanto nas raízes (Figura 14). A salinidade aumentou os 

teores desses solutos orgânicos nas folhas dos dois genótipos, sendo os aumentos de 14% e 

128%, respectivamente, nos genótipos Catissol e BRS 321. Assim, as plantas do BRS 321
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Figura 11. Atividade da redutase do nitrito em folhas (A) e raízes (B) de plantas de girassol, 

genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva sem NaCl (controle,      ) e com 

NaCl a 100 mM (estresse,     ). Médias seguidas por letras minúsculas iguais, em uma mesma 

condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, não diferem 

estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro padrão. 
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Figura 12. Atividade da sintetase da glutamina em folhas (A) e raízes (B) de plantas de girassol, 

genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva sem NaCl (controle,      ff) e com 

NaCl a 100 mM (estresse,     ). Médias seguidas por letras minúsculas iguais, em uma mesma 

condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, não diferem 

estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro padrão. 
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Figura 13. Atividade da sintase do glutamato em folhas (A) e raízes (B) de plantas de girassol, 

genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva sem NaCl (controle,     ff) e com 

NaCl a 100 mM (estresse,     ). Médias seguidas por letras minúsculas iguais, em uma mesma 

condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, não diferem 

estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro padrão. 
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Figura 14. Teores de N-aminossolúveis em folhas (A) e raízes (B) de plantas de girassol, 

genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva sem NaCl (controle,      ) e com 

NaCl a 100 mM (estresse,     ). Médias seguidas por letras minúsculas iguais, em uma mesma 

condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, não diferem 

estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro padrão. 
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apresentaram 53% mais N-aminossolúveis que às do Catissol (Figura 14A). Em contraste, o 

estresse salino promoveu redução nos teores de N-aminossolúveis nas raízes do genótipo 

Catissol, não tendo sido registrada diferença significativa entre as condições de estresse salino 

dos dois genótipos avaliados (Figura 14B). 

 

4.9 Aminoácidos livres 

          Na ausência de salinidade, folhas de ambos os genótipos apresentaram teores de 

glutamato similares, no entanto, nas raízes, o genótipo BRS 321 apresentou valores 3 vezes 

superiores ao Catissol (Figura 15A). O estresse salino promoveu redução, em média, de 71% 

nos teores de glutamato das folhas de ambos os genótipos e de 50% nas raízes do BRS 321, 

quando comparados aos respectivos controles. Os teores de glutamato nas raízes do genótipo 

Catissol não foram afetados pela salinidade (Figura 15B). 

 Sob condições controle, os teores de glutamina das folhas nas plantas do genótipo 

Catissol foram maiores que os do BRS 321 (Figura 15C). Já na presença de NaCl, as 

concentrações desse aminoácido foram fortemente aumentados em ambos os genótipos, sendo 

os efeitos mais proeminentes no BRS 321 (aumento de 24 vezes), quando comparados ao 

controle. Já nas raízes, na ausência de salinidade, ambos os genótipos apresentaram 

concentrações similares de glutamina (Figura 15D). Em contrapartida, o estresse salino 

promoveu aumentos nos níveis de concentração desse aminoácido, sendo os acréscimos de 60% 

e 55%, respectivamente, nos genotipos Catissol e BRS 321, quando comparados ao controle 

(Figura 15D). 

Na ausência de NaCl, os teores de serina apresentaram valores similares nos tecidos das 

plantas dos dois genótipos avaliados, enquanto que sob condições de estresse, plantas do 

genótipo Catissol mostraram teores desse aminoácido inferiores às do BRS 321, independente 

do órgão investigado (Figura 15E). Nas folhas, o estresse salino originou grandes acréscimos 

nos teores de serina em ambos os genótipos de girassol (aumento de 3 vezes no Catissol e 14 

vezes no BRS 321). Já nas raízes, os teores de serina foram pouco afetados pela salinidade, 

sendo observada somente uma leve redução nas condições de estresse salino do genótipo 

Catissol (Figura 15F).  
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Figura 15. Teores dos aminoácidos glutamato, glutamina e serina em folhas (A, C e E) e raízes 

(B, D e F) de plantas de girassol, genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva 

sem NaCl (controle,    ) e com NaCl a 100 mM (estresse,     ). Médias seguidas por letras 

minúsculas iguais, em uma mesma condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em um 

mesmo genótipo, não diferem estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro 

padrão. 
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Figura 16. Teores dos aminoácidos aspartato e asparagina em folhas (A e C) e raízes (B e D) 

de plantas de girassol, genótipos Catissol e BRS 321, crescendo em solução nutritiva sem NaCl 

(controle,   ) e com NaCl a 100 mM (estresse,    ). Médias seguidas por letras minúsculas iguais, 

em uma mesma condição de crescimento, ou maiúsculas iguais, em um mesmo genótipo, não 

diferem estatisticamente entre si (p ≥ 0,05). As barras representam o erro padrão. 
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Os teores de aspartato nas folhas, sob condições controle, foram significativamente 

maiores no genótipo Catissol (Figura 16A). Com o estresse salino, os teores desse aminoácido 

foram reduzidos nesse genótipo e permaneceram inalterados no BRS 321. Não foram 

registradas diferenças significativas nos teores de aspartato entre os genótipos submetidos ao 

estresse salino (Figura 16A). Diferentemente do ocorrido para as folhas, os teores desse 

aminoácido nas raízes, na ausência de estresse, foram superiores no genótipo BRS 321 (Figura 

16B). A salinidade reduziu consideravelmente os teores desse aminoácido nas raízes de ambos 

os genótipos, contudo, nessa condição de estresse, o genótipo Catissol apresentou 34% mais 

aspartato que o genótipo BRS 321 (Figura 16B). 

Com relação aos teores de asparagina, os controles do genótipo Catissol apresentaram 

valores superiores aos do genótipo BRS 321, tanto em folhas como em raízes (Figura 16C, D). 

O estresse salino imposto afetou diferentemente os teores desse aminoácido, variando em 

função do órgão e do genótipo analisado. Nas folhas, a salinidade aumentou drasticamente os 

teores de asparagina em relação ao controle, em ambos os genótipos de girassol, sendo esses 

aumentos de 67% no Catissol e 516% no BRS 321, propiciando valores para o BRS 321 127% 

maiores que àqueles do genótipo Catissol (Figura 16C). Em contraste, nas raízes das plantas 

sob estresse salino, os teores de asparagina diminuíram em relação ao controle, tanto no 

genótipo Catissol (redução de 30%) quanto no BRS 321 (redução de 21%) (Figura 16D). Sob 

condições de salinidade, os teores de asparagina não diferiram entre os dois genótipos. 
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 Genótipos de girassol exibem tolerância diferencial à salinidade 

 

A biomassa da parte aérea e das raízes de ambos os genótipos foi significativamente 

reduzida pela salinidade. No entanto, uma maior tolerância à salinidade foi exibida pelo 

genótipo BRS 321, em relação ao genótipo Catissol, sendo observados efeitos negativos menos 

acentuados nos teores de massa seca da parte aérea e da área foliar desse genótipo (Figura 1A, 

D). Esses resultados são contraditórios aos estudos de seleção de genótipos de girassol 

contrastantes à salinidade realizados por Mota et al. (2012), em que o genótipo Catissol é 

considerado tolerante à condições salinas. Essa contradição possivelmente está envolvida com 

o método de avaliação utilizado por esses autores, que envolveu somente medidas de massas 

secas. Diversos estudos apontam o acúmulo de biomassa como um índice essencial para avaliar 

o grau de tolerância das plantas à estresses abióticos (JANMOHAMMADI et al., 2012; ABREU 

et al., 2014). Vários autores têm mostrado o efeito inibitório do estresse salino na produção de 

biomassa de folhas e das raízes (HAJLAOUI et al., 2010; ZÖRB et al., 2013). Zahra et al. 

(2014) em estudos com cultivares de trigo com tolerância diferencial à salinidade, observaram 

que o crescimento da parte aérea e raízes foi reduzido pelo estresse salino (150 e 300 mM de 

NaCl), porém a redução foi relativamente menor no genótipo tolerante. 

Diversos estudos apontam que um dos primeiros sintomas do estresse salino nos tecidos 

das plantas é a diminuição do teor relativo de água (TRA) (HALDER; BURRAGE, 2003; 

FARKHONDEH et al., 2012). No presente estudo, o estresse salino imposto não foi capaz de 

alterar o TRA das plantas de girassol dos genótipos Catissol e BRS 321, possivelmente pela 

utilização do sistema hidropônico no experimento, que não permite que as plantas fiquem 

sujeitas a estresse hídrico. Qin et al. (2010) em estudos com Shepherdia argentea submetidas 

a várias concentrações salinas (200, 400 e 600 mM de NaCl) observaram que a salinidade 

reduziu significativamente o TRA em folhas somente nas concentrações superiores a 400 e 600 

mM. 

A maior sensibilidade ao estresse salino das plantas do genótipo Catissol, evidenciada 

pelos menores índices de massa seca e de área foliar, foi relacionada com a menor assimilação 

de CO2 sob salinidade (Figuras 1 e 5A), enquanto no genótipo mais tolerante não foram 

registradas alterações nas taxas de fotossíntese líquida (Figura 5A). De certa forma esses 
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resultados corroboram com trabalhos que mostram que a fotossíntese tem sido selecionada um 

indicador bioquímico de tolerância à salinidade em diversas culturas (QIU et al., 2011; ZAHRA 

et al., 2014).  

Em geral, a redução da fotossíntese de plantas sob estresse salino pode ocorrer em 

função de fatores estomáticos e não-estomáticos (CHEN et al., 2005; YAMANE et al., 2012). 

Dentre os fatores estomáticos, pode-se citar principalmente a redução da disponibilidade de 

CO2 para a atividade da Rubisco (HURA et al., 2007); enquanto que os fatores não estomáticos 

são atribuídos aos decréscimos na eficiência dos processos bioquímicos, tais como ao baixo 

transporte de elétrons através cadeia transportadora de elétrons do cloroplasto e a inibição da 

atividade de diversas enzimas relacionadas à assimilação de CO2 (WISE et al., 2004; 

THIAGARAJAN et al., 2007). Lima Neto et al. (2014) em estudos com espécies que exibem 

respostas contrastantes à salinidade, Ricinus communis (tolerante) e Jatropha curcas (sensível), 

mostraram que a fotossíntese diminuiu intensamente em ambas as espécies, mas a redução foi 

mais acentuada em Jatropha curcas, com a maior redução da fotossíntese na espécie sensível 

ao sal sendo atribuída a diminuição na atividade inicial da Rubisco sob estresse salino. 

No presente estudo, a redução da fotossíntese nas plantas do genótipo Catissol parece 

estar mais relacionada a danos no aparato fotossintético do que a limitações estomáticas (Figura 

5). Evidência disso é que, em ambos os genótipos, tanto a condutância estomática quanto a 

concentração interna de CO2 (dados não mostrados) não foram alteradas pela salinidade. 

Alterações mais drásticas nas medidas de crescimento e reduções nos teores de clorofila 

e carotenóides nas plantas do genótipo Catissol, possivelmente estão relacionados com a 

redução da fotossíntese nesse genótipo. Outro fator preponderante para a redução da 

fotossíntese, nas plantas do genótipo sensível, pode ter sido o maior acúmulo de Na+ nos tecidos 

bem como a baixa eficiência dos processos de transporte que controlam o acúmulo deste íon 

tóxico no citosol das células (OLÍAS et al., 2009; CRAIG-PLEIT; MØLLER, 2010). 

No presente estudo, pode-se afirmar que a maior tolerância à salinidade do genótipo BR 

321 foi diretamente correlacionada com o melhor controle da homeostase Na+/K+ nos tecidos 

radiculares (Figuras 1 e 6F). Sob salinidade, plantas desse genótipo exibiram maiores teores de 

K+ e restringiram o acúmulo de Na+, quando comparadas àquelas do genótipo Catissol (Figura 

6). Como resultado, principalmente, do menor acúmulo de Na+ nas raízes do genótipo BRS 321, 

uma menor relação Na+/ K+ foi estabelecida sob estresse salino (Figuras 6B e 6F).  
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O reestabelecimento da homeostase iônica envolvendo o maior acúmulo de K+ e baixas 

concentrações de Na+ tem sido outro fator determinante para o crescimento de plantas expostas 

ao estresse salino (WANG et al., 2009; CRAIG PLETT; MØLLER, 2010; DING et al., 2010). 

No entanto, diferentes autores consideram que a tolerância à salinidade está mais fortemente 

correlacionada à manutenção de uma menor relação Na+/ K+ (ou maior relação K+/Na+), do que 

apenas à manutenção de baixos teores de Na+ (SHABALA, 2009; ABIDEEM et al., 2014). 

Evidências experimentais para essa hipótese foram obtidas em estudos com genótipos de soja 

sob estresse salino, em que a manutenção da homeostase K+/Na+ nas células das raízes do 

genótipo Lee 68 (tolerante) foi maior que o genótipo Jackson (sensível) (MA et al., 2014). A 

elevação dos teores de K+ é considerada fundamental para a homeostase iônica das células 

vegetais, pois o K+ atua como cofator para várias enzimas citosólicas (ARMENGAUD et al., 

2009). A manutenção das concentrações intracelulares de K+ em células vegetais e a partição 

desse íon entre diferentes tecidos e órgãos da planta é um processo regulado pela atividade de 

diversas proteínas de transporte (CUIN; SHABALA, 2007; ANSCHÜTZ et al., 2014). Com 

isso, os sistemas de absorção desse íon possibilitam as plantas se adaptarem as variações 

ambientais de K, permitindo manutenção de níveis adequados desse íon para as funções 

fisiológicas e bioquímicas das plantas (DEINLEIN et al., 2014). 

A redução do acúmulo de Na+, nas raízes do genótipo BRS 321, pode ter sido ocasionada 

pelo influxo limitado de Na+ através da membrana plasmática das raízes, bem como pela 

ativação de mecanismos de exclusão desse íon tóxico das células (CRAIG PLETT; MØLLER, 

2010). Além disso, os dados obtidos neste estudo sugerem a participação de mecanismos de 

controle de Na+ nas plantas do genótipo tolerante. O menor conteúdo de Na+ nas raízes do 

genótipo tolerante (Fig. 6B) pode ter sido resultado de um maior transporte desse íon para a 

parte aérea, via carregamento do xilema (Figura 7A), através dos transportadores SOS1 (OLÍAS 

et al.,2009). Além disso, o Na+ exportado para a parte aérea provavelmente foi armazenado nos 

caules, por meio da atividade dos transportadores HKT e/ou compartimentalizados nos vacúolos 

das folhas através dos transportadores NHX. Dessa forma, o Na+ não interferiu na atividade das 

enzimas citosólicas dependente de K+ (MØLLER et al., 2009), evidência disso é que a 

fotossíntese das plantas do genótipo BRS 321 (Figura 5A) não foi alterada pelo estresse salino. 

No entanto, o aumento da tolerância ao sal por meio da redução do transporte de Na+ das raízes 

para parte aérea tem sido relatado (YASAR et al., 2006; HUERTAS et al., 2012). Por exemplo, 

Zhang et al. (2013) em estudos com Broussonetia papyrifera, observaram um grande acúmulo 

de Na+ nas raízes sob alta concentração de NaCl (150 mM) em comparação àqueles de caules 
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e folhas. Esses autores sugerem que, para manter baixas concentrações de Na+ no citoplasma, 

o excesso de Na+ nas raízes pode ter sido sequestrado para o interior dos vacúolos por meio da 

atividade de transportadores Na+/H+ (NHX) presentes no tonoplasto. 

 

5.2 Os pigmentos fotossintetizantes tem influência direta na performance fotossintética de 

plantas tolerantes à salinidade  

 

Para avaliar se a manutenção da assimilação de CO2 do genótipo de girassol mais 

tolerante ao estresse salino (o BRS 321) tem relação com o incremento ou conservação dos 

pigmentos fotossintéticos, os teores de clorofila e carotenóides foram mensurados. Embora 

tenha sido registradas reduções pela salinidade nos pigmentos de ambos os genótipos, os efeitos 

mais pronunciados foram encontrados no genótipo Catissol (Figura 3). Dessa forma, a 

manutenção dos parâmetros fotossintéticos nas plantas do genótipo mais tolerante pode ser 

atribuída, pelo menos em parte, ao maior conteúdo de clorofila e carotenóides (Figuras 1 e 3). 

Essa resposta corrobora com os dados relatados na literatura, em que vários estudos têm citado 

reduções nos pigmentos fotossintéticos pela salinidade (AI-ABDOULHADI et al., 2012; 

MIRANDA et al., 2013b). Mittal et al. (2012), em estudos com variedades de Brassica junces 

observaram que os teores de clorofila diminuíram com o aumento da concentração de NaCl e 

da duração do estresse. Esses pesquisadores utilizaram a redução nos teores de clorofila como 

um indicador de tolerância à salinidade e observaram que a variedade Urvashi (sensível) 

apresentou maior degradação nos teores de clorofila quando comparada à variedade Bio902 

(tolerante). Em plantas de girassol, a redução dos menores teores de clorofila no genótipo 

sensível pode ter sido resultado do aumento de sua degradação bem como da redução na síntese 

das enzimas responsáveis por esse processo, assim como observado para plantas de sorgo 

(MIRANDA et al., 2014). 

Nesse estudo, o genótipo tolerante apresentou maiores teores de clorofila provavelmente 

pelo menor conteúdo de Na+ encontrado nas folhas desse genótipo. Por outro lado, a menor 

eficiência do genótipo sensível para controlar o acúmulo Na+, resultou em um maior conteúdo 

desse íon no citosol que provavelmente interferiu na atividade das enzimas de síntese de 

clorofila e carotenóides (Figuras 3 e 6) (JAMIL et al., 2007; AL-ABDOULHADI et al., 2012). 

O acúmulo de antocianinas sob estresse salino tem sido relatado como essencial para 

prevenir danos foto-oxidativos às células das folhas, uma vez que essas moléculas são 

conhecidas por proporcionar fotoproteção através de sua atividade antioxidante (BEEN SAAD 
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et al., 2012; HUGHES et al., 2013). Os dados obtidos nesse estudo sugerem que as plantas do 

genótipo tolerante não apresentaram danos oxidativos em excesso nas folhas, uma vez que os 

teores de antocianinas e os parâmetros fotossintéticos permaneceram inalterados (Figuras 4 e 

5). Por outro lado, sob salinidade, o genótipo Catissol acumulou 36% mais antocianinas que o 

controle (Figura 4). Dessa forma, pode-se especular que as reduções nas taxas de fotossíntese 

líquida e na eficiência da carboxilação da Rubisco, nas plantas estressadas do genótipo sensível 

ao NaCl, foram ocasionadas diretamente por danos oxidativos aos tecidos foliares (Figura 5). 

 

5.3 A eficiência do fotossistema II revela papel chave na fotossíntese e na aclimatação de 

plantas de girassol ao estresse salino  

 

Para investigar se o melhor desempenho da fotossíntese de plantas de girassol do 

genótipo mais tolerante à salinidade (o BRS 321) ocorre em função de uma maior eficiência da 

maquinaria fotossintética, os parâmetros de fluorescência da clorofila a foram mensurados. De 

modo geral, os genótipos apresentaram mecanismos diferenciais de eficiência fotoquímica, bem 

como padrões distintos de regulação em condições de estresse salino. Plantas do genótipo 

tolerante exibiram valores de eficiência efetiva do PSII (ΦPSII) e de taxa de transporte de 

elétrons (ETR) superiores ao do respectivo controle (Tabela 1). Dessa forma, o controle mais 

eficiente da PSII foi concordante com a regulação positiva da ETR, sugerindo que o genótipo 

BRS 321 obteve maior eficiência no sistema fotoquímico quando submetido a condições de 

estresse. De modo contrário, plantas do Catissol mostraram reduções nos valores de ΦPSII e 

ETR, o que sugere um comprometimento na eficiência do sistema fotoquímico, provavelmente 

devido a danos causados pelo excesso de energia. 

A ΦPSII estima a eficiência com que a luz absorvida pelo PSII é usada para redução da 

quinona A (QA), ou seja, indica a fração de energia absorvida pela clorofila associada ao PSII 

que foi utilizada em atividade fotoquímica. Já a ETR, outro parâmetro fotoquímico, estima a 

taxa de transporte não cíclico de elétrons através PSII (BAKER, 2008).  Esses parâmetros 

apresentam forte correlação, pois se a ETR que passa através do PSII é reduzida, isso significa 

que o PSII está sofrendo regulação negativa na captação de energia. Assim, a energia em 

excesso reduz ainda mais sua eficiência. 

Neste estudo, os valores de Fv/Fm nos genótipos de girassol não apresentaram 

alterações significativas com a salinidade (Tabela 1), o que indica que não ocorreu fotoinibição 
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e/ou fotodano ao PSII. Tais resultados diferem daqueles encontrados em diversas espécies de 

plantas, em que reduções na relação Fv/Fm são frequentemente relatadas quando as plantas são 

expostas à estresses ambientais e estão associadas a danos nos cloroplastos, principalmente nas 

membranas dos tilacóides (YAMANE et al., 2003; ARAGÃO et al., 2012). 

Uma consequência da redução da fotossíntese causada por estresses abióticos é a 

exposição da planta ao excesso de energia, o qual, se não for seguramente dissipada, pode 

causar mudanças no estado funcional dos cloroplastos (SANTOS et al., 2013). Dessa forma, os 

mecanismos de dissipação de energia constituem um importante indicativo da eficiência do 

aparato fotossintético de plantas sob estresse salino. O quenching fotoquímico (qP) resulta do 

uso da energia de excitação no PSII para dirigir o transporte de elétrons do P680 para a QA 

(BAKER, 2008). Neste estudo, a ausência de alterações significativas no qP e a maior ETR no 

genótipo BRS 321 (Tabela 1) sugere a participação de mecanismos diferenciais de dissipação 

de energia entre os genótipos estudados. Para o genótipo mais tolerante, a maior da parte da 

energia absorvida foi utilizada para manter o fluxo de elétrons entre os fotossistemas e, 

consequentemente, para a formação de NADH e ATP (BAKER, 2008). Para o genótipo 

sensível, os dados sugerem que uma quantidade substancial da energia absorvida não foi 

direcionada para os centros de reações, como evidenciado pelos decréscimos no ΦPSII e na 

ETR. Nesse genótipo, a energia em excesso sob estresse salino foi dissipada por meio de 

processos não fotoquímicos, tais como pela dissipação térmica ou pelo ciclo das xantofilas, 

resultando em um aumento do quenching não fotoquímico (NPQ) (Tabela 1) (JUNEAU et al., 

2005; YIN et al., 2010).  

A dissipação de energia por meio do NPQ é um importante mecanismo de proteção do 

aparato fotossintético contra o excesso de energia fotossintetizante (LI et al., 2010). Contudo, 

apesar dos mecanismos utilizados pelas plantas do genótipo Catissol para evitar danos ao 

aparato fotossintético, tais como, estabilidade na relação Fv/Fm e aumento do NPQ, não foi 

possível evitar o comprometimento do fotossistema gerado pelo estresse salino, já que as ΦPSII 

e ETR sofreram reduções significativas em tais condições (Tabela 1).  

Em geral, os resultados obtidos mostraram que a salinidade não promoveu danos 

fotoquímicos no genótipo BRS 321, possivelmente pelo consumo mais eficiente de energia. 

Como consequência, esse genótipo conseguiu manter a estabilidade na fotossíntese, mesmo em 

condições de estresse. Diversos autores relacionam a importância do mecanismo de dissipar o 

excesso de energia para evitar fotoinibição e fotodano sob estresses abióticos (SILVA et al., 
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2010; WILHELM; SELMAR, 2011). Segundo Lima Neto et al. (2014) plantas tolerantes ao sal 

apresentam um mecanismo de fotoproteção mais eficiente, possivelmente por dissipar o 

excesso energia na forma de calor e, assim, proteger o PSII contra danos. 

A análise conjunta dos dados de fotossíntese, pigmentos fotossintéticos e eficiência do 

fotossistema II sugere que o genótipo BRS 321 utiliza mecanismos eficientes para evitar o 

excesso de energia provocado pelo estresse salino (Figuras 3, 4 e 5; Tabela 1). No entanto, 

embora o qP das plantas do genótipo tenha se mantido inalterado, outro mecanismo de 

dissipação de energia parece ter atuado sob estresse salino, uma vez que menos moléculas 

antenas, tais como as clorofilas (Figura 3; Tabela 1), estavam disponíveis para a absorção de 

energia. Uma provável via de utilização direta de energia seria a assimilação do nitrogênio, 

tendo em vista que é um processo em que alguns passos ocorrem dentro dos cloroplastos e 

apresentam consumo razoável de elétrons (FOYER et al., 2009; ARAGÃO et al., 2012). 

Portanto, é plausível lançar a hipótese de que os processos de redução, envolvidos na 

assimilação do N, atuaram como um dissipador de elétrons na cadeia transportadora de 

transporte de elétrons da membrana dos tilacóides e, dessa forma, minimizaram os efeitos 

nocivos provocados pelo excesso de energia em virtude da redução dos pigmentos pela 

salinidade (ARAGÃO et al., 2012; MIRANDA et al., 2014). 

 

5.4 A assimilação do nitrogênio pode estar envolvida na redução dos efeitos deletérios da 

salinidade sob a maquinaria fotossintética 

 

Para verificar se a assimilação do nitrogênio opera como um possível mecanismo 

dissipador do excesso de elétrons nas plantas submetidas à salinidade, a atividade das enzimas 

envolvidas na assimilação de N, os teores de NO3
- e NH4

+ e de aminoácidos livres de plantas 

de ambos os genótipos de girassol foram investigados. A assimilação de nitrogênio e a síntese 

de aminoácidos são processos que consomem quantidades consideráveis de energia (elétrons e 

ATP) (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010; ARAGÃO et al., 2012) e, dessa forma, esses 

processos agem atenuando os efeitos causados pela salinidade. 

Neste estudo, as principais alterações nos processos de assimilação do nitrogênio 

ocorreram nos tecidos aéreos (Figuras 10 a 16). A redução do influxo de NO3
- na seiva do 

xilema das plantas de ambos os genótipos, acoplada aos teores inalterados deste íon nas raízes, 

bem como a manutenção da atividade da RN nesse órgão, sugere a rápida conversão do NO3
- a 

NH4
+ nos tecidos radiculares e subsequente transporte para a parte aérea (Figuras 8 e 9). 
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Ademais, as reduções dos teores de NO3
- nas raízes de plantas sensíveis à salinidade não podem 

ter sido originadas do decréscimo na sua absorção pelos tecidos radiculares, o que ocasionaria 

diminuições no carregamento de NO3
- no xilema (DEBOUBA et al., 2006; MILLER et al., 

2007; DEBOUBA et al., 2013). Evidência para essa hipótese é que os teores de NO3
- nas folhas 

foram similarmente reduzidos pelo estresse salino e os teores de NH4
+ na seixa do xilema e nos 

tecidos aéreos foram significativamente aumentadas (Figuras 8A, 8C e 9). 

Adicionalmente, os decréscimos nas atividades da RN e NiR das folhas foram 

diretamente correlacionados com a baixa disponibilidade de NO3
- em condições salinas 

(Figuras 8A, 10 e 11). Vale ressaltar ainda que, a regulação negativa mais conspícua na 

atividade das enzimas RN e NiR das raízes das plantas do genótipo sensível pode também ter 

sido resultado do acúmulo excessivo de Na+ nos tecidos radiculares (Figuras 8B, 10B e 11B) 

(DEBOUBA et al., 2007).  De modo similar ao observado nesse estudo, Debouba et al. (2013) 

observaram reduções nos teores de NO3
- e aumentos nos de NH4+ em ambos os órgãos das 

plantas de Arabidopis thaliana expostas a 100 mM de NaCl. Além disso, diversos estudos 

evidenciaram que, sob condições de salinidade, a atividade da RN pode sofrer redução 

associada, ou não, com a diminuição na sua expressão gênica (SURABHI et al., 2008). 

No presente estudo, o aumento da atividade da GS e a manutenção da atividade da 

GOGAT nas folhas do genótipo BRS 321 sob salinidade sugere fortemente uma assimilação 

mais efetiva de NH4
+, a qual pode ter contribuído para atenuar os efeitos negativos na 

fotossíntese causados pela salinidade, bem como para evitar efeitos tóxicos provocados por um 

provável excesso de NH4
+ (Figuras 12 e 13). Adicionalmente, o incremento na atividade das 

enzimas GS e manutenção da GOGAT nas folhas do genótipo tolerante pode responder a 

hipótese lançada de um mecanismo secundário de dissipação de energia sob estresse salino. 

Nesse contexto, a energia utilizada para a síntese de aminoácidos pelas GS e GOGAT atuou 

como dreno alternativo para a pressão de elétrons na cadeia transportadora de elétrons dos 

cloroplastos sob salinidade aumentando o transporte dos mesmos nos tilacóides (Tabela 1). 

Além disso, a maior ativação dos processos de assimilação de nitrogênio resultou em 

incrementos nos teores dos aminoácidos glutamina e serina e, consequentemente, de N-

aminossolúveis (Figuras 14, 15C e 15E). Tais moléculas podem ter operado como solutos 

compatíveis no ajustamento osmótico das plantas sob estresse, um importante mecanismo de 

resposta à estresses abióticos (SILVA et al. 2010b; ZHONGHUA et al., 2011). 
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Os resultados obtidos no presente estudo permitiram identificar alguns dos mecanismos 

que medeiam à aclimatação de plantas de girassol à salinidade. Dentre os principais processos 

envolvidos com à tolerância ao estresse salino, destacam-se os processos fotossintéticos, a 

eficiência do fotossistema II e o controle efetivo da homeostase iônica. Nossos dados apontam 

a participação indireta da assimilação do nitrogênio nas respostas das plantas ao estresse salino, 

atuando como dreno alternativo na dissipação do excesso de energia, em paralelo com a 

dissipação fotoquímica de elétrons na cadeia transportadora de elétrons. Contudo uma 

investigação mais detalhada a respeito dos mecanismos envolvidos com a tolerância ao estresse 

salino, especialmente no genótipo BRS 321, se faz necessária de modo que tais conhecimentos 

possam ser úteis para estabelecer um cultivo mais produtivo em solos com altas concentrações 

de sais. 
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6 CONCLUSÕES 

 

1. O genótipo BRS 321 apresentou maior tolerância à salinidade do que o genótipo Catissol, 

comprovado pelos efeitos menos acentuados na produção de biomassa, ao menor acúmulo 

de Na+ e a manutenção da fotossíntese líquida desse genótipo; 

2. O acúmulo nos teores de clorofila e carotenóides no genótipo BRS 321 resultou em altas 

taxas de assimilação de CO2 sob salinidade; 

3. O consumo mais eficiente de energia das plantas do genótipo BRS 321, evidenciado pelo 

aumento na eficiência efetiva do fotossistema II e pela alta taxa de transporte de elétrons, 

foi crucial para a maior dissipação de energia desse genótipo sob estresse salino; 

4. A alta eficiência da assimilação do No3- a NH4
+ e do transporte desse, via xilema, para os 

tecidos aéreos e o acúmulo desse íon nas folhas do genótipo BRS 321, contribuiu para 

aprimorar a assimilação do N e manter a síntese de aminoácidos sob condições de 

salinidade; 

5. O melhor desempenho da atividade das enzimas GS e GOGAT e o maior acúmulo de N-

aminossolúveis e dos aminoácidos glutamina e serina, principalmente nas folhas do 

genótipo BRS 321, atuaram como mecanismo secundário na dissipação do excesso de 

energia, aliviando os efeitos deletérios do estresse salino; 
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