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RESUMO

A busca por cultivares/gendtipos com alta capacidade de crescer em solos salinos tem sido
intensificada nos ultimos anos. Em adicdo aos estudos de engenharia genética, a selecdo de
espécies que apresentam maior tolerancia ao estresse salino torna-se fundamental para o cultivo
de plantas em ambientes salinizados. Neste estudo, dois genotipos de girassol (Helianthus
annuus L.) foram cultivados em solucédo nutritiva na auséncia (controle) e na presenca de NaCl
a 100 mM (estresse salino), com o objetivo de identificar possiveis mecanismos fisiologicos e
bioquimicos que pudessem estar correlacionados com a tolerancia diferencial a salinidade.
Apo6s analises dos efeitos do NaCl no crescimento, observou-se que o gendtipo BRS 321
mostrou maior tolerancia a salinidade do que o Catissol. O melhor desempenho das plantas do
gendtipo BRS 321 foi acompanhado com maiores taxas de assimilacdo de CO, e com maiores
quantidades de pigmentos fotossintéticos. Uma melhor eficiéncia da maquinaria fotossintética,
evidenciada pelas maiores eficiéncia efetiva do PSII e a taxa de transporte de elétrons, também
foi observada nesse gendtipo, quando comparado com o gendtipo Catissol. Além disso, o
gendtipo mais tolerante apresentou um melhor controle da homeostase i6nica sob salinidade,
resultante do menor acimulo de Na* e dos maiores teores de K" nos tecidos radiculares.
Também, a melhor eficiéncia em transportar, pelo xilema, o NH4" para os tecidos aéreos,
associada a assimilacdo do nitrogénio, provavelmente atuou como dreno alternativo na
dissipacdo do excesso de energia na cadeia transportadora de elétrons do cloroplasto. Os dados
obtidos neste estudo permitem concluir que o aumento da tolerancia de plantas de girassol a
salinidade é decorrente da melhor performance do aparato fotossintético acoplada a uma

eficiente assimilacdo do nitrogénio.

Palavras-chave: Aclimatacdo. Assimilacdo do nitrogénio. Estresse salino. Fotossintese.

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 CO; 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 INTRODUCAO

1.1 Justificativa

A salinidade é um dos principais estresses abidticos que restringem a produtividade das
culturas em todo o mundo e que afeta quase todas as caracteristicas fisiologicas, morfoldgicas,
bioguimicas e moleculares das plantas (GORAI; NEFFATI, 2007; SHAVRUKOV, 2013), em
decorréncia de seus efeitos osmaticos e ibnicos (MUNNS, TESTER, 2008; SILVA et al., 2013).
De um modo geral um solo € considerado salino quando a quantidade de sais existentes € capaz
de prejudicar o desenvolvimento das plantas. Para a maioria das culturas isso ocorre quando a
condutividade elétrica do extrato de saturagdo é igual ou superior a 2 dS m™* (HOLANDA et
al., 2010). A maioria das areas afetadas pela salinidade ocorre naturalmente. Entretanto, uma
proporcao significativa de areas cultivaveis tem se tornado salina devido a retirada da vegetacao
e irrigagdes com &gua salina (MUNNS, TESTER, 2008). Estima-se que 800 milhdes de hectares
em todo 0 mundo sdo afetados por sais, 0 que corresponde a quase um terco das terras
agriculturaveis (FAO, 2012). No Brasil, os solos afetados por sais estdo em torno de 20 a 25%

das terras agriculturaveis, concentrados principalmente na regido Nordeste (FAO, 2012).

Durante o estresse salino, a fotossintese e o crescimento celular podem ser afetados
(MUNNS et al. 2006; NEBAUER, 2013) pelas alteracbes 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 fotossintese
podem ser decorrentes do decréscimo da disponibilidade do CO2, como resultado da limitacéo
da difusdo estomatica e mesofilica (FLEXAS et al., 2004). Mais tardiamente, a salinidade afeta
a fotossintese por meio de mecanismos nao estomaticos, reduzindo o conteudo total de clorofila,
o transporte de elétrons nos cloroplastos e, consequentemente, causando um decréscimo na
eficiéncia do fotossistema Il (ARAGAO et al., 2012; YAN et al., 2012).

Dentre outros processos, a salinidade interfere na aquisi¢do e na utilizacdo do N. O
nitrogénio (N) esta presente na composicao das mais importantes biomoléculas, tais como ATP,
NADH, NADPH, clorofila, proteinas e inimeras enzimas (MORALES et al., 2006). A
salinidade pode influenciar os diferentes passos do metabolismo do N, tais como a absorc¢éo, a
assimilacdo e a sintese de proteinas, o que pode ser responsavel, pelo menos em parte, pela

reducdo na taxa de crescimento das plantas sob tais condi¢des (DLUZNIEWSKA et al., 2007;
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ARAGAO et al.2012). A absorcio e assimilagdo de N pela planta sdo processos
multirregulados e integrados ao metabolismo geral da planta. A multirregulacdo do
metabolismo do N torna complexa a identificacdo de pontos metabdlicos especificos que sejam
mais limitantes para o incremento da produtividade (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).

O girassol é uma oleaginosa que responde por aproximadamente 13% do 6leo vegetal
produzido mundialmente e esté inserido entre as espécies vegetais de maior potencial para a
producdo de biocombustivel. Todas as partes desta cultura sdo aproveitadas de forma
econbmica, incluindo os graos, os restos da cultura e os subprodutos oriundos da extracdo do
6leo, tais como, as tortas e/ou farinhas, que podem se utilizados na alimentacdo animal
(NOBRE et al., 2010). Em func&o do elevado teor de 6leo encontrado em suas sementes e pela
ampla adaptacdo a diferentes regides edafoclimaticas (MORAIS et al., 2011), o girassol possuli
um grande potencial econdmico, o que torna sua utilizacdo viavel no Programa Nacional do

Biodiesel.

As caracteristicas climaticas encontradas no Nordeste do Brasil propiciam a exploracédo
dessa espécie, porém, a ocorréncia da salinizacdo dos solos tem provocado a redugdo da
produtividade e da &rea cultivavel. Portanto, o desenvolvimento de cultivares de girassol
tolerantes a salinidade pode ser uma ferramenta promissora na utilizacdo econémica de solos
salinos (SHAHBAZ et al., 2011). Por isso, a compreensdo de mecanismos fisiologicos e
bioquimicos envolvidos com a salinidade € um pré-requisito para auxiliar o melhoramento

genético dessa cultura.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Estudar a influéncia do estresse salino em genotipos de girassol, buscando
caracteristicas que possam estar relacionadas com a tolerancia diferencial dessa espécie a
salinidade, visando auxiliar na compreensdo dos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos

envolvidos nas respostas dessa espécie a tais condigdes.

1.2.2 Objetivos especificos

- Verificar o efeito da salinidade no crescimento (area foliar, matérias secas da parte
aérea e raizes) e no teor relativo de 4gua de plantas de girassol;

- Analisar o efeito do estresse salino nos pigmentos fotossintéticos, nas trocas gasosas €
nos parametros de fluorescéncia da clorofila de plantas de girassol,

- Investigar o efeito do NaCl no acimulo e distribuicdo de ions (Na*e K*) em folhas,
seiva do xilema e raizes de plantas de girassol;

- Estudar o efeito da salinidade na atividade de enzimas de assimilagdo do nitrogénio
(redutase do nitrato, redutase do nitrito, sintetase da glutamina e sintase do glutamato) de

plantas de girassol;

- Investigar as alterac6es no acimulo de compostos nitrogenados (N-aminosséluveis e

aminoacidos livres) de plantas de girassol expostas ao estresse salino;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais do estresse salino em plantas

A salinidade é um dos principais fatores limitantes da producéo agricola, em razéo dos
seus efeitos no crescimento e no desenvolvimento vegetal — os quais podem ser de natureza
ibnica, osmotica ou ambas (MUNNS; TESTER, 2008; PRISCO; GOMES-FILHO, 2010). Com
iss0, 0 cultivo de vérias espécies de interesse econdmico em diversas regibes esta se tornando

impraticavel, devido a incapacidade dessas sobreviverem a ambientes salinizados.

A elevada concentracdo de sais diminui o potencial osmético do solo, restringindo a
capacidade das plantas de absorver agua, resultando em um estresse osmatico (ou estresse
hidrico) (MARSCHNER, 1995). O crescimento vegetativo é, entdo, afetado por meio da
reducdo da pressdo de turgescéncia, causando inibicdo da expansdo celular e resultando em
plantas atrofiadas e desidratadas (ASHRAF; HARRIS, 2004). O déficit hidrico induzido pela
salinidade acarreta no fechamento estomatico, limitando a assimilacdo liquida de COa, e
reduzindo a producao de fotoassimilados (HUANG, 2014).

Em adicéo, os sais absorvidos pelo fluxo transpiratorio podem causar injurias ao atingir
niveis tdxicos nos tecidos, causando o chamado estresse idnico e, eventualmente, a morte da
planta (MUNNS; TESTER, 2008; MILLER et al., 2010). Os danos causados pelo acimulo de
fons tdéxicos variam com o0 tempo de exposicdo ao sal e da efetividade de sua
compartimentalizacdo nos tecidos e nas células do vegetal (PARVAIZ; SATYAWATI, 2008).

A interacdo dos sais com os nutrientes minerais presentes no solo é outra consequéncia
do estresse salino, resultando em desbalancos e deficiéncias nutricionais na planta (KEUTGEN;
PAWELZIK, 2009). A salinidade afeta a atividade dos ions em solucdo e os processos de
absorcéo, transporte, assimilacdo e distribuicdo de nutrientes na planta. Isto pode resultar do
efeito dos sais sobre a disponibilidade do nutriente, pela competicéo na absorcao, no transporte
ou particdo dentro da planta, na integridade estrutural e funcional da membrana plasmaética, na
reducdo da atividade de vérias enzimas vitais, bem como pela inativacéo fisiologica 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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Varios estudos tém evidenciado a concorréncia entre os ions Na* e K* pelos sitios de
absorcéo das raizes, mesmo com a alta afinidade dos sistemas de transporte de K*, o que leva a
reducdo dos teores de K* intracelulares (KAYA et al., 2007; ALEMAN et al., 2011; PARDO;
RUBIO, 2011). A atividade da maioria das enzimas citosélicas é, entdo, afetada pela
perturbacdo da homeostase do potéssio.

Além disso, o estresse salino provoca um desequilibrio no estado redox das células,
gerando um estresse oxidativo nas células das plantas, através do aumento na producdo de
espeécies reativas de oxigénio (ROS — do inglés, Reactive Oxigen Species) (CUIN; SHABALA,
2007; YAMANE et al., 2012; GONDIM et al., 2012). As ROS sdo altamente reativas e
prejudiciais ao metabolismo das plantas, causando danos oxidativos as proteinas, acidos
nucléicos e lipidios de membrana (M@LLER et al., 2007).

A tolerancia das plantas ao estresse salino varia amplamente entre as espécies e depende
da concentracao e do tempo de exposi¢do aos sais, das condicdes ambientais e da interacdo com
outros estresses (BRAY et al., 2000). Apesar das glicofitas serem sensiveis aos sais e ndo
tolerarem longa ou mesmo breve exposi¢cdo a ambientes salinizados, algumas espécies exibem
mecanismos que possibilitam a sobrevivéncia dessas espécies nesse tipo de ambiente (BAVEI
etal., 2011). Essa sobrevivéncia, em grande parte resultou da manutencao da homeostase idnica
intracelular, a qual é importante para a manutencdo dos processos metabolicos que controlam
o0 crescimento e desenvolvimento vegetal (GHARS et al., 2008; MIRANDA et al., 2013). Dessa
forma, processos fisioldégicos importantes, tais como, as rotas de efluxo e a
compartimentalizacdo dos ions tdxicos no vacuolo e o controle de seu transporte para as folhas
podem conferir tolerancia aos sais (MUNNS; TESTER, 2008).

2.2 Tolerancia das plantas a salinidade

De acordo com a tolerancia aos sais, as plantas podem ser agrupadas em dois grandes
grupos: as haldfitas e as glicofitas (FAGERIA; GHEYI, 1997). Enquanto as haléfitas sdo
capazes de crescerem em solos com concentracdo de sais de até 20%, a maioria das plantas
cultivadas (glicofitas), tem seu crescimento inibido em concentragdes da ordem de 0,3 a 0,5%
(LEVITT, 1980). Os mecanismos de tolerancia a salinidade em plantas podem ser de dois tipos:

aqueles que minimizam a entrada de sal na planta, e aqueles que minimizam a concentragéo de
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sais no citosol. As halofitas, plantas tolerantes a salinidade, apresentam ambos 0s mecanismos
mencionados. Elas excluem o sal eficientemente, embora, também compartimentalizem no
vacuolo o sal absorvido do meio (AMOR et al., 2005). As glicofitas, diferentemente das
haléfitas, ndo possuem caracteristicas ou alteraces morfo-fisiologicas especificas téo
eficientes a tolerancia aos sais, de maneira que seus processos metabdlicos sdo afetados
negativamente com o aumento da concentracdo de sais sollveis na solucdo do solo
(GREENWAY; MUNNS, 1980).

Para fazer frente aos efeitos danosos causados pela salinidade, muitas plantas
desenvolvem ao longo da evolugédo alguns mecanismos de tolerancia aos estresses. Basicamente
elas sdo capazes de amenizar, ou em alguns casos até neutralizar, os efeitos negativos da
salinidade pela ativacdo de respostas bioquimicas que incluem: (i) sintese e acumulo de
osmolitos; (i) manutencdo da homeostase i6nica intracelular; (iii) alteracdes na fotossintese;
(iv) modificagdo na composicdo estrutural das membranas; (v) alteracdo na inducdo de
fitohorménios e; (vi) mecanismos de eliminacédo de espécies reativas de oxigénio, geradas como
efeito secundario do estresse (GONDIM et al., 2012; MIRANDA et al., 2013).

Para a ocorréncia da tolerancia ao estresse salino, é necessario que solutos se acumulem
no citosol e organelas, promovendo, além do ajustamento osmoético, um quadro de
osmoprotecdo (RHODES; HANSON, 1993; CHEN et al., 2007). Taiz e Zeiger (2010) definem
“ajustamento osmotico” (ou, ainda segundo estes autores, acimulo de solutos pelas células)
como um processo no qual o potencial hidrico pode ser diminuido sem a diminuicdo da
turgescéncia ou do volume celular através de aumentos no conteddo de solutos por célula. O
ajustamento osmético, em nivel celular, € um exemplo de mecanismo que evita maiores danos
provocados pelo estresse hidrico, favorecendo a absorcdo de agua, e por consequéncia, a
manutencdo do turgor celular (ZHOU; YU, 2010).

Os solutos que promovem o ajustamento osmético sdo chamados de solutos compativeis
(ou osmdlitos compativeis), os quais podem se acumular em grandes quantidades sem
prejudicar as funcbes enzimaticas (TAIZ; ZEIGER, 2010). Em geral, solutos compativeis
podem ser ions essenciais (como o K*), mas a maior parte sdo solutos organicos (HUSSAIN et
al., 2010), tais como agucares (frutose, glicose, glicerol, inositois metilados, trealose, rafinose,
frutanos etc.), aminodcidos e derivados (prolina, glicina-betaina, B-alanina-betaina, prolina-
betaina etc.) e alguns compostos sulfonicos (CORDEIRO et al., 2009; SANTOS et al., 2013).
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A limitacdo da entrada de Na* na raiz, bem como a distribuicdo do Na* para os 6rgdos
da planta e a manutencdo da homeostase ibnica intracelular pela compartimentalizacdo do ion
nos vacuolos séo mecanismos de grande importancia para a tolerancia do vegetal ao meio salino
(RUIZ-LOZANO et al., 2012).

Nos ultimos anos, a importancia da manutencéo de elevadas propor¢des K*/Na* no
citosol para a tolerdncia a salinidade estd se tornando cada vez mais difundida. As
concentracOes relativas de K* e de Na™ no citoplasma sdo essenciais para a atividades de muitas
enzimas, para a manutencao do potencial de membrana e de niveis osmaticos adequados nas
celulas (DING et al., 2010; ABIDEEN et al., 2014). Para tanto, as plantas utilizam de grande
variedade de proteinas transportadoras, localizadas na membrana plasmatica e no tonoplasto.
Estas proteinas sdo essenciais para promover o transporte de solutos e para compartimentalizar
ions citotdxicos fora do citosol, facilitando ainda a fungdo destes ions como sinalizadores
(HUSSAIN et al., 2010).

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

A fotossintese, um processo que converte diéxido de carbono em compostos organicos,
utilizando agua 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 CO> e 4gua (TAIZ; ZEIGER, 2010). A fotossintese, em plantas, engloba
duas etapas de reacdes: uma chamada de rea¢des fotoquimicas e outra de rea¢fes bioquimicas
ou de assimilacdo/fixacao do carbono. Nas reacdes fotoquimicas, 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 Oz sdo formadas. Nas reagdes de assimilagdo do carbono, o
ATP e 0 NADH gerados sdo usados para reduzir o CO> para formar trioses fosfatadas, e dai
amido, sacarose e seus produtos derivados numa sequéncia de reagbes (TAKAHASHI,
MURATA, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2010).

Durante o estresse salino, as mudancas nas relagdes hidricas associadas com o acumulo

de ions no interior dos tecidos fotossintéticos tém implicacGes consideraveis para a atividade
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fotossintética das plantas. Varios estudos mostram que a reducdo no crescimento das plantas
pode ser acompanhada por decréscimo na taxa de fotossintese (AZEVEDO-NETO et al., 2004;
OMOTO et al., 2010; ZAHRA et al., 2014). Segundo Munns e Tester (2008), a resposta mais
dramética da salinidade nas plantas é a diminuicdo na abertura estomatica. As respostas
estomaticas sdo induzidas pelo efeito osmético do sal fora das raizes, ou seja, a condutancia
estomatica € imediatamente afetada pela salinidade devido, primeiramente, ao desequilibrio
hidrico provocado. A resposta estomatica é provavelmente regulada por sinais da raiz em
situagdes de estresse hidrico, principalmente, através do horménio acido abscisico (ABA), que
é acumulado nestas condices (DAVIES et al., 2005; JANICKA-RUSSAK; KLOBUS, 2007;
ZORB et al., 2013). Por exemplo, em plantas de feijoeiro submetidas a 75 mM NaCl, o acimulo
excessivo de Na' interfere na nutricdo de K* e Ca?* e promove distirbios na regulacdo dos
estdbmatos, que resulta na diminuicdo da fotossintese (TAVAKKOLI et al. 2010). Além de
efetar a condutancia estomatica, o efeito osmoético da salinidade prejudica também a taxa
fotossintética pela diminuicdo da expansdo foliar (TEAKLE; TYERMAN, 2010).

Os efeitos idnicos decorrentes da salinidade podem reduzir o conteudo total de clorofila
e limitar o transporte de elétrons nos cloroplastos, causando decréscimos na eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il (PSIl) (SUDHIR; MURTHY, 2004; SALEEM et al., 2011;
MIRANDA et al., 2013b). Além disso, os pigmentos fotossintéticos sdo bons indicadores do
nivel de estresse das plantas, por isso seus teores sao frequentemente monitorados durante o
periodo de estresse, atraves de medidas da coloracdo de folhas e estimativa da concentracdo de
clorofila (GARG; SINGLA, 2004; HEIDARI et al., 2011).

Ocorrendo a excitacdo das moléculas de clorofila, parte dos elétrons sdo transferidos
para o pool de plastoquinonas e dai seguindo na cadeia transportadora de elétrons dos tilacéides.
Entretanto, parte dos elétrons voltam ao estagio inicial, fazendo com que parte da energia
absorvida pelos pigmentos fotossintéticos seja emitida como fluorescéncia (BAKER, 2008). O
uso de medidas de fluorescéncia da clorofila a tem sido difundido principalmente no estudo de
fotossintese por ser um método ndo destrutivo e que permite analisar qualitativa e
quantitativamente a absorcdo e o aproveitamento da energia luminosa através do PSII, bem

como as possiveis relacdes com a capacidade fotossintética (ARAGAO et al., 2012).

Quando as plantas séo expostas a luz, os centros de reacédo do PSII sdo progressivamente
reduzidos. Dois parametros basicos descrevem a extin¢do da fluorescéncia da clorofila a: o

guenching fotoquimico (qP) e o quenching ndo fotoquimico (NPQ) (BAKER, 2008). O
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quenching fotoquimico (qP) representa a propor¢do de energia dos fotons capturada pelos
centros de reacdo do PSII abertos e dissipada via transporte de elétrons para a fotossintese
(JUNEAU et al., 2005). Paralelamente, o quenching ndo fotoquimico (NPQ) representa a queda
na fluorescéncia devido a fatores ndo fotoquimicos, especialmente devido a um aumento na
perda de energia absorvida via dissipacdo térmica (JUNEAU et al., 2005), processo

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

As medidas de fluorescéncia da clorofila a tém se mostrado uma ferramenta muito
informativa para o estudo dos efeitos de diferentes estresses ambientais sobre a fotossintese
(KALAJI et al., 2011). Nesse caso, parametros como a eficiéncia maxima do fotossistema |1
(oPSII), estimada através da razdo entre a fluorescéncia varidvel e a méaxima (Fv/Fm),
expressam o rendimento quantico do processos fotoquimico (neste fotossistema), dando uma

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

Portanto, medidas simulténeas de fluorescéncia da clorofila a e de trocas gasosas das
plantas permitem um melhor entendimento dos efeitos da salinidade sobre o aparato
fotossintético. Essas medidas tém provado serem bastante Uteis na selecdo de plantas com
tolerdncia a estresses abidticos (GLYNN et al., 2003; RAZAVI et al., 2008; LIMA NETO et
al., 2014).

2.4 Dindmica e metabolismo do nitrogénio em plantas

O nitrogénio (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, proteinas, enzimas, nucleotideos (acidos nucléicos) e outros metabolitos
(HARPER, 1994; MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010).

No solo, a forma nitrogenada geralmente disponivel para as plantas € a nitrica (N-NO3)
ou a amoniacal (N-NH4"), sendo a primeira a mais abundante, em consequéncia do processo de
nitrificacdo por bactérias que provocam a oxidacdo do aménio livre produzindo nitrato. No
entanto, conforme as condigdes do solo, a forma amoniacal pode ser a mais abundante pela
inibicdo desses organismos. (FORDE, 2002; SODEK, 2008; HELALI et al., 2010).
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As plantas absorvem os ions NO3™ e NH4" presentes na solugdo do solo através da
membrana plasmatica das células da epiderme e do cortex da raiz, principalmente nas regioes
mais jovens (regido apical) (TAIZ; ZEIGER, 2010; ZHONGHUA et al., 2011). Uma vez no
interior da célula, o NOs™ pode assumir quatro rotas diferentes: (a) ser reduzido a NH4*, o qual,
por sua vez, € posteriormente assimilado em compostos orgéanicos; (b) sofrer efluxo para o
apoplasto, através da membrana plasmatica; (c) sofrer influxo para o vacuolo, 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 € assimilado nas raizes (CRAWFORD; GLASS,
1998; TAIZ; ZEIGER, 2010; XU et al., 2012). Diferentemente do NOs, 0 NH4", por seus
efeitos toxicos, em geral, € completamente convertido em N organico nas raizes, antes de serem
translocados para as outras partes da planta (RAVEN; SMITH, 1976).

Para que possa ser incorporado em estruturas organicas e cumprir suas funcdes
essenciais como nutriente para as plantas, 0 NO3z™ deve ser inicialmente reduzido a NH4"
(MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). O ion NOs" é reduzido pela reacdo 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
plastidios e/ou cloroplastos. O ion NH4" derivado da reducédo primaria do NOs", bem como de
outras vias metabdlicas (absorcdo direta pelas raizes, fotorrespiracdo e catabolismo dos
aminoacidos) é entdo incorporado ao a-cetoglutarato, formando a glutamina, pela acdo da
enzima sintetase da glutamina (GS, EC 6.3.1.2) e esta, é convertida em glutamato, pela a¢do 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 ion NH4" pode também ser
assimilado por uma via alternativa, atraves da reacdo reversivel da enzima glutamato
desidrogenase (NADH-GDH, EC 1.4.7.1), que participa de uma rota alternativa e realiza a
aminacdo do a-cetoglutarato (MIFLIN; HABASH, 2002; KANT et al.,2007). Acredita-se, no
entanto, que esta via somente ocorre em condi¢des de excesso de aménio (BUCHANAN et al.,
2000), nédo representando, todavia, rota significativa de assimilacéo de N.

A NR é a enzima que catalisa o primeiro passo da reducédo do NOs™ e esta localizada no
citosol (TISCHNER, 2000; XU et al., 2012). A isoforma mais comum da NR é NADH-
especifica, no entanto, em tecido aclorofilados, tal como a raiz, ha outra isoforma, a qual pode
utilizar tanto o NADH como o NADPH como doadores de elétrons (WILKINSON;
CROWFORD, 1993).

NO3z™ + NAD(P)H + H* =& NO;y + NAD(P)+ + H20
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O NO2 formado na reacdo catalisada pela NR, por ser bastante toxico, deve ser
rapidamente transportado para o interior dos cloroplastos, nas folhas, ou dos plastidios, nas

raizes. Nessas organelas, a NiR reduz o NO2" a NH4", de acordo com a seguinte reagao geral:
NO2 + 6 Fdreq + 8H" = NH4" + 6 Fdox + 2H20

onde Fdred € Fdox representam a ferredoxina na forma reduzida e oxidada, respectivamente. Nos
cloroplastos, o doador de elétrons para a NiR é a Fdrq derivada do transporte de elétrons das
reacOes fotoquimicas da fotossintese e, nos tecidos aclorofilados, a Fdred € originada do NADPH
gerado pela via das pentoses-fosfato (MARSCHNER, 1995; TAIZ; ZEIGER,2010).

Como elevados niveis de NH4" sdo toxicos a célula, as plantas evitam essa toxicidade
pela rapida conversdo do NH4* em aminoacidos. A GS cataliza a condensacéo, dependente de

ATP, do NH4" com o glutamato para formar a glutamina, conforme a reacdo abaixo:
Glutamato + NHs* + ATP — Glutamina + ADP + Pi

A GS é muitas vezes encontrada como multiplas isoenzimas, localizadas no citosol
(GS1) e no cloroplasto/plastidio (GS2), as quais possuem papéis distintos (KUSANO et al.,
2011). A GS1 citosélica desempenha um importante papel na assimilagdo primaria do N nas
raizes, e sua funcdo € gerar glutamina para ser transportada pelo floema. Ja a GS2
cloroplastidica possui um papel crucial na reassimilacdo do NH4" liberado na fotorrespiracéo
das plantas (IRELAND; LEA,1999, XU et al., 2012).

A glutamina 2-oxoglutarato aminotranferase (GOGAT), ou sintase do glutamato,
catalisa a transferéncia do grupo amida da glutamina para o 2-oxoglutarato (a-cetoglutarato),
produzindo duas moléculas de glutamato (MILLER; CRAMER, 2004; XU et al., 2012).

Glutamina + a-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 esta
localizada nos plastidios de tecidos ndo-fotossintetizantes e esta envolvida com a assimilacdo
do NH4" absorvido da rizosfera. A GOGAT dependente de ferredoxina (Fd-GOGAT) ¢é
encontrada nos cloroplastos e sua funcdo é agir no processo de fotorrespiracdo. O ciclo

GS/GOGAT produz glutamina e glutamato, que atuam como aminoacidos iniciadores para
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varias vias envolvidas com a sintese de outros amino4cidos, proteinas e compostos essenciais
para o crescimento das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2010).

A salinidade afeta negativamente o processo de absorcdo de nutrientes pelas plantas,
principalmente do ion nitrato (NO3), que € a principal fonte de nitrogénio em solos agricolas e
0 que mais frequentemente limita o crescimento de plantas (ARAGAO et al., 2011). E relatado
ainda que o estresse salino afeta fortemente o metabolismo de nitrogénio em plantas, pela
inibicdo nas atividades das enzimas envolvidas, tais como NR e NiR (MUNNS; TESTER, 2008;
DEBOUBA et al., 2013). Tanto diminuicdes (QASIM et al., 2002; BYBORDI;
EBRAHIMIAN, 2011) como aumentos (BYBORDI; EBRAHIMIAN, 2011; AVERINA et al.,
2012), nas atividades dessas enzimas em raz&o 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 comparacdo a plantas sensiveis, fornecem evidéncias de que essa enzima

promove algum mecanismo de tolerancia nas plantas ao estresse salino.

Nos cloroplastos, a assimilacdo de N depende do poder redutor, produzido pela
transferéncia de elétrons gerados pela fotossintese, o qual ocorre através de uma série de
complexos de proteinas nas membranas dos tilacdides (WILHELM; SELMAR, 2011). Estudos
recentes tém destacado ainda o papel da assimilacdo de N como um importante dreno
alternativo para dissipacdo de elétrons na cadeia transportadora de elétrons de plantas sob
estresses abiGticos (CABELLO-PASINI et al., 2011; ARAGAO et al., 2012).

Assim, o estudo do efeito de salinidade sobre o0 metabolismo, especialmente na atividade
das enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio pode fornecer informacdes adicionais

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

2.5 A cultura do girassol

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma planta originaria da América do Norte, porém
atualmente ja é cultivada nos cinco continentes, e estima-se que a area cultivada atinja cerca de
23 milhdes de hectares (LIRA et al., 2011). E uma planta dicotiledénea, ordem Asterales,

familia Asteraceae, subfamilia Asteroideae, tribo Heliantheae e género Hellianthus.
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Por ser uma cultura da qual se torna possivel explorar quase todas as suas partes, 0
girassol € utilizado no mundo todo e no Brasil, para as mais diversas finalidades (SANTOS
JUNIOR et al., 2011; TRAVASSOS et al, 2012). De acordo com Nobre et al. (2010) dentre os
usos do girassol, em funcéo de sua versatilidade, estédo a producdo de forragem alternativa, uso
de planta melifera e ornamental, producdo de 6leo para alimentagdo humana e biocombustives.
No Brasil, a cultura do girassol é enquadrada como uma das mais promissoras oleaginosas
fornecedoras de matéria prima para o Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel
(PNPB).

Segundo Fonseca e Vazquez (1994), o girassol € uma espécie que possui uma elevada
capacidade fotossintética e a &rea foliar tem singular importancia para a producdo. O
heliotropismo apresentado pelas folhas jovens, decorrente da inclinacdo perpendicular em
relacao aos raios solares torna a intercepcao solar mais eficiente. Para Shell e Lang (1976), esse
movimento das folhas é capaz de elevar a taxa de fotossintese em até 23%, e segundo Fonseca
e Vazquez (1994), aumentam entre 10% e 20% a capacidade de produgdo.

Banys et al., (1996), relatam que o girassol mesmo sendo uma espécie C3, apresenta um
comportamento tipico das espécies C4, por responder positivamente a elevadas temperaturas e

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

O girassol € uma oleaginosa que apresenta caracteristicas agrondémicas importantes, tais
como maior resisténcia a seca, ao frio e ao calor (Chambé et al., 2011), ndo apresentando,
contudo, boa tolerancia & salinidade. Ressalta-se, no entanto, que existem diferencas na
susceptibilidade ao estresse salino entre gendtipos comerciais de girassol. Portanto, estudos de
fisiologia e bioquimica em genotipos de girassol contrastantes a salinidade sdo relevantes, no

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

3.1 Material vegetal e condigdes experimentais

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e as analises fisioldgicas e
bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia Vegetal, do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceard. Em um experimento
realizado previamente, sementes de seis gendtipos comerciais (Catissol, BRS 321, BRS 323,
BRS 324, H360 e H251) de girassol (Helianthus annuns), obtidas da Embrapa Soja, foram
submetidas a salinidade (100 mM de NaCl) durante 10 dias. Com base nos dados de massas
secas, area foliar e parametros fotoquimicos, 0s gendtipos com respostas mais contrastantes a
salinidade foram selecionados. Assim, no experimento definitivo, sementes de dois gendtipos
de girassol selecionadas previamente como tolerante (BRS 321) e sensivel (Catissol) a
salinidade, foram esterilizadas superficialmente com NaOCI 1%, por 5 min e em seguida,
lavadas com &gua destilada. A semeadura foi realizada em copos plasticos contendo vermiculita
umedecida. Aos sete dias apds a emergéncia, as plantulas foram transferidas para um sistema
hidropbnico contendo solugdo nutritiva de Hoagland (diluida 1:2), sob aeracéo constante, onde
permaneceram por cinco dias, para aclimatacdo. Apo6s esse periodo, foram iniciados o0s
tratamentos: controle (solucdo nutritiva) e salino (solu¢édo nutritiva + NaCl a 100 mM). A adicdo
de NaCl foi realizada gradativamente (25 mM a cada 24 h). Diariamente, 0s niveis da solucéo
nutritiva foram mantidos pela adicdo de agua destilada e o pH monitorado, sendo mantido
préximo a 5,5-6,0. As trocas de solucGes, durante o experimento, foram efetuadas a cada 5 dias
para evitar restricbes de nutrientes. Durante o periodo experimental, os valores médios de
temperatura e umidade relativa do ar, no interior da casa de vegetagéo, registrados com um

termohigrografo, foram de 28,7+ 3 °C e 64,3+ 3,5%, respectivamente.

3.2 Coleta das plantas e medidas de crescimento

As coletas foram realizadas aos 10 dias apos a Ultima aplicacdo do NaCl e ocorreu
sempre no mesmo horario, entre 10 h e 12 h da manha. As plantas foram separadas em folhas,
caules e raizes, sendo a area foliar obtida com um medidor de area (LI-3100, Li-COR, Inc.,

Lincoln, NE, USA). As trés folhas mais jovens completamente expandidas, a partir do apice, e
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o terco distal das raizes foram retirados de cada repeti¢do, congelados imediatamente em N>
liqguido e armazenados em ultrafreezer a -80 °C para posterior utilizacdo nas analises
enzimaticas, solutos organicos e demais analises. Parte do material vegetal, no estado fresco,
foi utilizada para a determinagéo da atividade da redutase do nitrato in vivo, determinagéo dos
pigmentos fotossintéticos e antocianinas. Outra parte do material vegetal fresco foi colocado
em estufa a 60 °C até atingir massa constante. Com o material seco em estufa foram
determinados os solutos inorgénicos e as analises de crescimento [matérias secas da parte aérea
(MSPA), das raizes (MSR) e total (MST)].

3.3 Determinacao do teor relativo de agua

O teor relativo de agua (TRA) foi determinado como descrito por Catsky (1960). Das
primeiras folhas completamente expandidas (antes de serem congeladas), foram retirados 10
discos de 1,0 cm de didmetro. Apds pesagem e obtencdo da massa fresca (MF), os discos
foliares permaneceram imersos em agua destilada por 3 h até atingirem a massa turgescente
(MT). Em seguida, os discos foram colocados em estufa a 60 °C durante 72 h, para obtencdo da
massa seca (MS). Os dados obtidos foram inseridos na formula: TRA = [(MF-MS)/(MT-MS)]
x 100.

3.4 Determinacdo de pigmentos fotossintéticos

Discos foliares (aproximadamente 0,05 g) de folhas completamente expandidas foram
colocados em tubos de ensaio revestidos com papel aluminio, sendo, em seguida, adicionados
a eles 2,0 mL da solugéo de extragdo (CaCOs 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 absorbéancia foram feitas em espectrofotdmetro a 665, 649 e 480 nm. Os conteidos de
clorofila a, b e total e de carotendides foram estimados por meio de equagdes especificas
relatadas por Arnon (1949), através das seguintes formulas: Clfa = 12,47 ae65 — 3,62a649; Clfb =
25,06649 — 6,504665; Clftotal = 7,15a665 + 18,71a649 € Carotendides = (1000ass0 — 1,29 Clfy —
53,78 Clfy)/220. Os valores obtidos foram expressos em ug.g de matéria fresca (MF).
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3.5 Determinacéo de antocianinas

Discos foliares (aproximadamente 0,1 g) de folhas completamente expandidas foram
colocados em tubos de ensaio revestidos com papel aluminio, nos quais foram adicionados 5,0
mL da solucao de extracdo, composta por acido cloridrico, &gua e metanol, na proporcao 1:3:16
(v:v:v). Os tubos foram fechados e mantidos a 4 °C sob agitacdo 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 absorbancia foram feitas em espectrofotdmetro a 530 e 653 nm. Os contetdos de
antocianinas foram estimados como descrito por M'rah et al. (2010), através da seguinte
formula: Antocianina = Aszonm — 0,24Ass3nm. Os valores obtidos foram expressos em mmol.g*

matéria fresca (MF).

3.6 Medidas de trocas gasosas e de fluorescéncia da clorofila

As trocas gasosas (fotossintese liquida, transpiracdo, condutancia estomaética e
eficiéncia da carboxilacéo) e de fluorescéncia da clorofila foram determinadas no dia anterior
a coleta, nas folhas completamente expandidas, com um analisador portatil de gas no
infravermelho (mod. Li-6400XT, Li-COR, NE, USA) com um fluorémetro acoplado (mod.
6400-40, Li-COR, NE, USA). A intensidade luminosa utilizada nas medicdes de trocas gasosas
foi de 1000 pmol.m2.s%, enquanto que para as medidas de fluorescéncia da clorofila utilizou-
se 10% desse valor. Com as folhas expostas a luz, foram determinados os parametros da
fluorescéncia do estado adaptado a luz: qP (“quenching” fotoquimico), NPQ (“quenching” nado-
fotoquimico), PSII (eficiéncia fotoquimica do fotossistema I1) e taxa de transporte de elétrons
(ETR). Apos as folhas estarem adaptadas a condices de escuro por 30 min, as leitura de
fluorescéncia variavel (Fv) e maxima (Fm) foram determinadas e utilizadas para o célculo da
eficiéncia fotoquimica potencial do PSII, expressa pela relacdo Fv/Fm. Para avaliacdo das
trocas gasosas das plantas de girassol, inicialmente, foram realizadas medic6es de fotossintese
liquida a cada duas horas entre 7:00 h e 15:00 h, para determinar o ponto maximo de assimilacéo
de CO- que se situa entre 10:30 h e 11:30 h, horario em que foram realizadas as medicGes

definitivas.
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3.7 Determinacéo dos teores de ions inorganicos

Os teores de Na*, K*, NOs™ e NH4* foram determinados em folhas, na seiva do xilema e
em raizes das plantas de girassol. Para a preparacdo dos extratos de folhas e raizes utilizou-se
0 método descrito por Cataldo et al. (1975), que constituiu na homogeneizacdo de 50 mg da
massa seca dos tecidos, previamente triturados e convertidos a p6, com 5,0 mL de agua
desionizada durante 1 h, em banho-maria a 40 °C. 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 °C. Para a extracdo da
seiva do xilema utilizou-se 0 método descrito por Scholander (1965). Apds um corte transversal
na base do caule, proximo as raizes, a parte aérea foi acondicionada em uma bomba de
Scholander. Foi aplicada pressdo na cdmara até culminar na saida de gotas de seiva na superficie
do corte (LIANG et al., 1996). Com o auxilio de uma pipeta automatica, a seiva foi coletada e
congelada com N2 liquido.

Os teores de sddio e potéssio foram determinados por fotometria de chama, segundo
metodologia descrita por Malavolta, Vitti e Oliveira (1989), sendo efetuada uma leitura no
fotdmetro de chama [Micronal®, modelo B462 (Sio Paulo, Sio Paulo, Brasil)] para cada

extrato.

O NOs foi determinado através do método do &cido salicilico (CATALDO et al., 1975).
A 100 pL do extrato, convenientemente diluido, foram adicionados 400 uL de &cido salicilico
a 5%, em acido sulfarico 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 reacéo
atingir a temperatura ambiente (25 °C), para entdo se fazer as leituras de absorbancia em 410
nm. Para quantificagdo dos teores de NOs™ foi feita uma curva padrdo com concentracdo

crescente de KNO:s.

Os teores de aménio livre foram determinados pelo método do fenolato-hipoclorito
(WEATHERBURN, 1967). Esse método € baseado na formacéo do indofenol, depois da reacéo
com amonia, fenol e hipoclorito, em pH alcalino. A 400 pL do extrato, convenientemente
diluido, foram adicionados 2,5 mL da solucdo A (fenol a 5% e nitroprussiato a 0,005%, em
agua desionizada) e 2,5 mL da solucdo B (NaOH a 0,5% e hipoclorito de sédio a 0,06%, em
agua desionizada). Apds a adicdo de cada solucédo, os tubos foram agitados vigorosamente e,

em seguida, incubados a 37 °C, em banho-maria, por 20 min. Apds esse processo, 0s tubos
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ficaram em repouso por 45 min quando, ent&o, foram feitas leituras de absorbancia a 625 nm.
Para quantificacdo dos teores de aménio foi feita uma curva padrdo com concentragao crescente
de (NH4)2SOa.

Com excecdo das determinacOes de Na* e K, cada repeticdo para determinacdo de ions
inorganicos constou da dosagem em duplicata de cada extrato. Os teores dos ions nas folhas e
raizes foram expressos em pumol.g™ de matéria seca e na seiva do xilema foram expressos em
mM. Os dados obtidos representam a média de cinco repeti¢des, sendo cada extrato dosado em
duplicata.

3.8 Atividade de enzimas do metabolismo do nitrogénio

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 modificacbes. Esse método consiste na infiltragdo no tecido de uma solucdo contendo
nitrato e na subsequente dosagem do nitrito produzido na reacdo, o qual se difunde no meio de
incubacdo. Dessa maneira, para preparacao dos extratos, amostras de aproximadamente 100 mg
de discos foliares (0,5 cm de didmetro) e 500 mg de raizes foram colocados em tubos de ensaio
contendo 5,0 mL do meio de incubacédo (tampéo fosfato de potassio a 0,1 mM, pH 7,5; KNOs
a 50 mM; isopropanol a 1% (v/v); cloranfenicol a 15 mg/L. Em seguida, os tubos foram
fechados, envoltos em papel de aluminio e infiltrados & vacuo por 2 min, sendo o vacuo desfeito
e novamente refeito, por mais 2 min. Apds este processo, as amostras foram incubadas no
escuro a 30 °C, em banho-maria, por 30 min. Como branco da reacao foi utilizado a mesma
mistura de reacdo, exceto que o extrato foi substituido por meio de incubacdo. A concentracdo
de nitrito foi determinada colorimetricamente pela adicdo 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 incubagdo. Foram feitas leituras de absorbancia em 540 nm e construida uma curva
padréo ajustada a partir de concentracfes crescente de NaNO,. A atividade enzimaética foi
expressa em umol.ht.gt matéria fresca e representa a média de cinco repeticGes, sendo cada

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

O extrato para a determinacdo da NiR foi preparado de acordo com Kant et al. (2007),
com pequenas modificagcbes. Amostras do tecido congelado de folhas ou raizes (1,0 g) foram
maceradas em almofariz, utilizando-se Nz liquido e, em seguida, homogeneizadas com 2 mL
do tampdo de extragdo, composto por Tris-HCI a 50 mM, pH 7,5, MgCl> a 10 mM, glicerol a
10%, ditiotreitol (DTT) a 5 mM, Triton-X-100 a 0,05%, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF)
a 1 mM, &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 1 mM e polivinilpirrolidona (PVP) a 1%.
O homogenato foi filtrado em tela de nailon, sendo, em seguida, centrifugado a 16.000 x g,
durante 25 min, a 4 °C. Os precipitados foram desprezados e 0s sobrenadantes submetidos a
uma nova centrifugacdo a 16.000 x g por 15 min, a 4 °C. Todos os procedimentos foram
conduzidos a 4 °C e o sobrenadante final (extrato) foi mantido em banho de gelo até sua

utilizacdo nos ensaios enzimaticos, os quais foram realizados no mesmo dia da extracao.

A atividade da NiR foi determinada de acordo com o método descrito por Datta e
Sharma (1999). O meio de reacédo (volume final de 2,0 mL) foi composto de tampé&o fosfato de
potéssio a 100 mM, pH 7,5, NaNO2 a 2 mM, metilviologénio a 0,25 mM e 100 uL do extrato,
sendo a reacdo iniciada pela adi¢do de 200 ul de ditionito de sédio a 25 mg/mL, preparado em
uma solugdo de NaHCO3 a 290 mM. Os tubos contendo o meio de reagdo foram incubados a
30 °C, em banho-maria, por 30 min. Apds esse periodo, 0,1 mL do meio de reacdo foi
adicionado a tubos de ensaio contendo 1,9 mL de agua desionizada, sendo a reacdo parada por
agitacdo vigorosa dos tubos, por 10 min, para oxidar o ditionito de sddio remanescente. Em
seguida, determinou-se a concentracdo de nitrito remanescente no meio de reacdo, em
procedimento idéntico ao descrito no item 2.8.2. Como branco da reagéo foi utilizado a mesma
mistura de reacdo, exceto que o extrato foi substituido por tampéo de extracdo. A quantidade
de nitrito convertida em produto (aménio) pela NiR foi estimada subtraindo-se do branco a
quantidade de nitrito no meio de reacdo apos o final do ensaio. A absorbancia foi determinada
a 540 nm, tendo como base uma curva padrdo, utilizando-se NaNO. A atividade enzimatica
foi expressa em nmol.mint.mg* proteina e representa a média de cinco repeticdes, 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 meétodo descrito por Seebauer et al.
(2004), com modificagbes. Amostras de 1,0 g de folhas ou raizes congeladas foram maceradas
em almofariz, utilizando-se N2 liquido e, em seguida, homogeneizadas com 1,5 mL de tampéo
imidazol a 50 mM, pH 7,2, contendo MgSO4 a 20 mM, EDTA a 1ImM, DTT a5 mM, PVP a
1% (p/v) e B-mercaptoetanol a 1% (v/v). O homogenato foi filtrado em tela de nailon, sendo,
em seguida, centrifugado a 10.000 x g, durante 30 min, a 4 °C. O sobrenadante (extrato)
resultante foi mantido em banho de gelo até a utilizacdo nos ensaios enzimaticos, os quais foram

feitos no mesmo dia da extracdo. Todo o procedimento de extracao foi realizado a 4 °C.

A atividade da GS foi determinada de acordo com o método descrito por Rhodes et al.
(1975), através da formacdo de y-glutamil hidroxamato (atividade “sintetase”) a partir do
glutamato e hidroxalamina, sendo esta em substituicdo ao aménio, o substrato fisiologico. O
meio de reacdo (volume final de 1,0 mL) consistiu de tamp&o imidazol a 100 mM, pH 7,2,
glutamato a 80 mM (neutralizado com imidazol), ATP a 20 mM, MgCl, a 50 mM e 200 uL do
extrato, sendo a reacéo iniciada pela adi¢do de 50 uL de hidroxilamina a 25 mM. Os tubos de
ensaio contendo a mistura de reagdo foram incubados a 30 °C, em banho-maria, por 25 min.
Apdbs esse periodo, a reacdo enzimatica foi parada pela adicdo de 1,0 mL de uma solucéo
contendo FeClz a 0,37 M, HCl a 0,67 N e &cido tricloracético (TCA) a 0,2 M. Estabelecida a
cor dareacdo (apos cerca de 10 min), as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, por 10 min.
A quantidade de y-glutamil hidroxamato formada foi determinada colorimetricamente pela
leitura em 540 nm, tendo como base uma curva padrdo ajustada a partir de concentragdes
crescentes de y-glutamil monohidroxamato (GMH). O branco da reagdo constou da mesma
mistura de reacdo, exceto que ao invés do extrato, foram adicionados 200 uL do tampéo de
extracdo. Os resultados foram expressos em nmol.mint.mg™ proteina e representam a média

de cinco repeticdes, sendo cada extrato dosado em duplicata.

3.8.4 Sintase do glutamato (GOGAT)

Os extratos para esta analise 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 quantificacdo do NADH oxidado. A mistura de reacdo (volume final de
2,0 ml) foi composta de tampao fosfato de potassio a 100 mM, pH 7,5, NADH a 1,5 mM,
glutamina a 10 mM, a-cetoglutarato a 10 mM. A reacdo foi iniciada pela adi¢éo de 150 uL do
extrato e acompanhada diretamente no espectrofotémetro pela reducdo da absorbancia a 340
nm. A atividade foi calculada pela taxa de oxidacdo do NADH que foi calculada utilizando-se
o coeficiente de extingdo molar de 6,22 mM™.cm™ para 0 NADH. Os resultados foram
expressos em nmol.min™.mg™ proteina e representam a média de cinco repeticdes, sendo cada

amostra dosada em duplicata.

3.9 Determinacdo dos teores de proteinas

O método de Bradford (1976) foi empregado para determinar a concentracdo de
proteinas nos extratos e que foi utilizada para as determinacdes das atividades enzimaticas. A
100 pL do extrato, convenientemente diluido, foi adicionado 1,0 mL de uma solucdo de
Coomassie Blue G-250 a 0,001% contendo etanol a 4,75% e &cido fosforico a 8,5%. A mistura
foi deixada em repouso por 15 min e em seguida, submetida a leituras de absorbancia a 595 nm.
Albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, USA) foi utilizada como padrdo na curva de
calibracéo.

3.10 Determinacao dos teores de N-aminossolaveis

Os extratos para esta analise foram os mesmos utilizados para a determinacdo dos
amino&cidos. Os teores de N-aminossoluveis foram determinados de acordo com o método de
Yemm e Cocking (1955). Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,5 mL do extrato,
convenientemente diluidos, 0,25 mL de tampado citrato a 0,2 M, pH 5,0, 0,5 mL de cianeto de
potassio (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 °C durante 2 min. A reagéo foi interrompida abruptamente
colocando-se os tubos em banho de gelo (4 °C). Apos resfriamento, foram adicionados aos tubos
0,65 mL de etanol a 60%. Os teores de N-aminossolUveis foram estimados através de leituras

de absorbancia a 570 nm, com base em uma curva padrdo ajustada a partir de concentragoes
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crescentes de glicina. Os resultados foram expressos em umol. gt MS e representam a média

de cinco repeti¢des, sendo cada extrato dosado em duplicata.

3.11 Determinacao dos teores de aminoacidos livres

O extrato para a determinacdo dos aminodcidos (glutamato, aspartato, glutamina,
asparagina e serina) foi obtido como descrito por Bieleski e Turner (1966), com pequenas
modificagdes. Amostras de 50 mg do po liofilizado de folhas e raizes foram homogeneizadas
com 1,0 mL da mistura extratora, composta por metanol, cloroférmio e agua ultrapura Milli-
Q®, na proporgdo 12:5:3 (v:v:v), em almofariz previamente resfriado com nitrogénio liquido.
O homogenato foi centrifugado a 16.000 x 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 centrifugacdo sob as condicGes descritas anteriormente; ap0s isso, 0S
sobrenadantes foram reunidos (cerca de 2,0 mL). Em seguida, foram acrescentados 0,5 mL de
cloroférmio e 0,75 mL de agua ultrapura Milli-Q® ao extrato. A mistura foi agitada e deixada
em repouso por 24 horas, a 4 °C, para separagdo de fases. A fase superior (aquosa) foi
cuidadosamente coletada com auxilio de pipeta Pasteur e concentrada por evaporagdo, 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 um de didametro, e armazenadas sob refrigeragéo a 4 °C.

A separacdo e a analise dos aminoécidos foram realizadas através de cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) em coluna de fase reversa, apos derivatizacdo com O-
ftaldialdeido (OPA), conforme Puiatti e Sodek (1999). A separacdo foi efetuada por meio de
um gradiente gerado com o solvente A [fosfato de sédio dibasico a 50 mM, pH 7,25, contendo
acetato de sodio a 50 mM, tetrahidrofurano a 2% (v/v) e metanol a 2% (v/v)] e o solvente B
(metanol a 65%). Ambas as solucdes foram desaeradas, e o0 solvente A foi filtrado a vacuo em
filtro Millipore®, por meio de membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF), com poro de

0,45 um de didmetro.

O reagente de derivatizacgéo foi preparado dissolvendo-se, inicialmente, 50 mg de OPA
em 1 mL de metanol que, posteriormente, foi misturado a 6,5 mL de tampdo borato-NaOH, pH
9,5 (4cido bdrico 2,4% m/v, em agua ultrapura Milli-Q®; pH ajustado com NaOH a 2 N) e

filtrado através de membrana de PTFE com poro de 0,2 pm de diametro. No momento do uso,
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5,0 uL de 2-mercaptoetanol foram adicionados a cada 625 pl dessa mistura. Para a
derivatizacdo, 300 pL do reagente OPA + mercaptoetanol foram adicionados a 100 pL do
extrato, em um vial de 1,5 mL e, em seguida, agitado. Ap6s 2 min de reacdo, tempo suficiente
para formar os derivados aminoécido-OPA, uma aliquota de 20 uL foi injetada no HPLC
(Sistema HPLC, Shimadzu, Japdo), através do seu injetor automatico (mod. SIL-20A,
Shimadzu). Nesse momento foi iniciada a eluicdo da solucdo através da coluna cromatografica
de fase reversa C18 (Hypersil ODS, 5 um, 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 relagéo 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 cromatografica, os derivados aminoacido-OPA
foram detectados por um monitor em ultravioleta (mod. SPD — 20A, Shimadzu), ajustado com
comprimento de onda a 240 nm. As concentracbes de aminoécidos nas amostras foram
determinadas pela integracdo da area dos picos e comparadas a partir de uma curva padrdo
previamente preparada, utilizando reagentes ultrapuros (Sigma). Os resultados dos teores de

cada aminoacido foram expressos em pmol.g* MS,

3.12 Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado com um arranjo
fatorial 2 x 2, constando de dois gendtipos de girassol (Catissol e BRS321) e duas condic¢des de
crescimento das plantas [em auséncia de NaCl (controle) e presenca de NaCl a 100 mM
(estresse salino)], com cinco repeticdes. Os resultados foram expressos pela média e erro padréo
das repeticGes de cada tratamento. Os dados foram examinados estatisticamente através de
analise de variancia (ANOVA). O teste de Tukey, com nivel de significancia a 5%, foi utilizado
para comparar as médias entre os tratamentos controle e salino e entre 0os gendtipos em
condicBes controle e de salinidade. O programa utilizado para as analises estatisticas foi o
Sisvar® 5.3 e para a confecgao dos graficos foi o SigmaPlot® 11.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Crescimento vegetativo

Tanto em condi¢6es controle (auséncia de NaCl) como em condi¢6es de estresse salino
(NaCl a 100 mM), plantas do gendtipo BRS 321 apresentaram massas secas da parte aérea
(MSPA), das raizes (MSR) e total (MST) e area foliar (AF) superiores aquelas do genotipo
Catissol (Figura 1). O estresse salino limitou severamente o crescimento das plantas de girassol,
sendo os efeitos mais pronunciados no geno6tipo Catissol. Sob condicGes de estresse salino, esse
genotipo apresentou reducdo da MSPA de 72% em relagdo ao controle, enquanto que no
genotipo BRS 321 essa reducdo foi de 57% (Figura 1A). Em relacdo a MSR, a salinidade
promoveu reducdes de 39% e 33%, respectivamente, nos gendtipos Catissol e BRS 321, quando
comparadas aos controles (Figura 1B). A MST das plantas de ambos os gendtipos foi
significativamente reduzida pela salinidade, sendo registrados decréscimos de 65% para o
Catissol e 53% para 0 BRS 321 (Figura 1C). Além disso, a area foliar das plantas submetidas
ao estresse salino sofreu reducdes de 78% no gendtipo Catissol e 62% no genotipo BRS 321,
guando comparadas aos controles (Figura 1D). Vale ressaltar que, sob condi¢6es de salinidade,
os valores de MSPA, MSR, MST e AF das plantas do genotipo BRS 321 foram 129, 58, 105 e

131%, respectivamente, maiores que 0s do gendtipo Catissol.

4.2 Teor relativo de agua

No presente estudo, o teor relativo de agua (TRA) foliar ndo sofreu alteracGes

significativas em funcédo da salinidade em ambos os genétipos estudados (Figura 2).

4.3 Pigmentos fotossintéticos e antocianinas

Os teores de clorofila a (CIf a), b (CIf b) e total (CIf total) e carotendides foram maiores
nas plantas do gendtipo BRS 321, tanto em condic6es controle como de salinidade (Figura 3).
O estresse salino reduziu significativamente os teores dos pigmentos fotossintetizantes em
todos os gendtipos analisados, com excecao da CIf b, em que foram observado valores similares
aqueles dos controles. As reducbes nos teores de CIf a, CIf total e de carotendides pela
salinidade foram de 52, 47 e 53 % no Catissol e 22, 19 e 26 % no BRS 321 (Figura 3). Além



37

(A) (B)
6,4 T L 6,4
‘_.':; Aa HI’\
— [¢o}
£ 481 I 1 48§
= Ab 2
< 321 T + 132
(n,.) Ba %
= Aa 2
1,6 1 Bb i Ab Ba L 1,6
Bb =
0,0 | 0,0
Ab (© Aa (D)
6,4 1 T 1 T L 1120
T Ab <
i g
£ 451 Aa 1 T 840 §
=1 . Q
C"ﬁ (qV]
~ 321 Ba T Ba L 560 5
%’ L
Bb Bb <
1,6 1 T L 280
0,0 0
Catissol BRS 321 Catissol BRS 321

Figura 1. Massas secas da parte aérea (MSPA, A), das raizes (MSR, B) e total (MST, C) e area
foliar (D) de plantas de girassol, genotipos Catissol e BRS 321, crescendo em solugéo nutritiva
sem NaCl (controle, [ ) e com NaCl a 100 mM (estresse, [ ). Médias seguidas por letras
minusculas iguais, em uma mesma condi¢do de crescimento, ou maiusculas iguais, em um
mesmo genoétipo, ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). As barras representam o erro

padréo.
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Figura 2. Teor relativo de agua (TRA) de plantas de girassol, genotipos Catissol e BRS 321,
crescendo em solugédo nutritiva sem NaCl (controle,[1) e com NaCl a 100 mM (estresse, [1).
Médias seguidas por letras minusculas iguais, em uma mesma condigdo de crescimento, ou
maiusculas iguais, em um mesmo genotipo, ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). As

barras representam o erro padréo
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Figura 3. Teores de clorofila a (CIf a, A), clorofila b (CIf b, B), clorofila total (CIf total, C) e
de carotendides (D) de plantas de girassol, genétipos Catissol e BRS 321, crescendo em solucao
nutritiva sem NaCl (controle,[]) e com NaCl a 100 mM (estresse, [ ). Médias seguidas por
letras minusculas iguais, em uma mesma condi¢do de crescimento, ou maiusculas iguais, em

um mesmo genotipo, ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). As barras representam o

erro padréo.
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disso, na presenca de NaCl, os teores de CIf a e total e carotendides das plantas do gendétipo
BRS 321 foram 121, 126 e 118%, respectivamente, maiores que os de plantas do genotipo

Catissol.

Sob condicBes controle, ndo foi observada diferenca nos teores de antocianinas entre 0s
genotipos estudados. Contudo, os teores de antocianinas das plantas estressadas do BRS 321
foram menores que aqueles das plantas do gendtipo Catissol. Ja na presenca de salinidade, os
teores de antocianinas do genotipo Catissol apresentaram incrementos de 36% em relacdo ao

controle, enquanto que ndo houve alteracdes significativas no BRS 321 (Figura 4).

4.4 Trocas gasosas

Sob condic¢des controle, a fotossintese liquida das plantas do gendtipo Catissol foi
superior a do gendtipo BRS 321, sendo esses valores semelhantes nas plantas estressadas. O
estresse salino  reduziu significativamente a taxa fotossintética das plantas do gendtipo
Catissol, enquanto que ndo foram registradas alteragdes significativas no genttipo BRS 321
(Figura 5A). Por outro lado, a taxa de transpiragdo das plantas do genétipo BRS 321 foi maior
que aquela do gendtipo Catissol, tanto em condi¢6es controle como de salinidade (Figura 5B).
Né&o foram observadas alteracdes significativas na condutancia estomatica e na transpiracdao em
funcdo do estresse salino, em ambos 0s genoétipos avaliados (Figura 5B, C). Na auséncia de
estresse, a eficiéncia de carboxilacdo, expressa pela relagdo entre a fotossintese liquida e a
concentragéo interna de CO-, das plantas do genoétipo Catissol foi superior aquela do gendtipo
BRS 321. No entanto, a salinidade reduziu em cerca de 14 % essa variavel das plantas do
genotipo Catissol, enquanto que nao foram registradas alteracdes significativas no genétipo
BRS 321 (Figura 5D).

4.5 Fluorescéncia da clorofila

Sob condic@es de salinidade, a eficiéncia fotoquimica efetiva do fotossistema Il (¢PSII)
foi reduzida significativamente nas plantas do gendtipo Catissol, enquanto que houve
incremento dessa eficiéncia no gendtipo BRS 321, quando comparado ao respectivo controle.

Em relacdo a eficiéncia fotoquimica méxima do fotossistema Il (Fv/Fm), ndo houve qualquer
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Figura 4. Teores de antocianinas de plantas de girassol, genotipos Catissol e BRS 321,
crescendo em solugéo nutritiva sem NaCl (controle,[]) e com NaCl a 100 mM (estresse, [).
Médias seguidas por letras minusculas iguais, em uma mesma condigdo de crescimento, ou
maiusculas iguais, em um mesmo gendtipo, ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). As

barras representam o erro padréo.
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Figura 5. Fotossintese liquida (A), taxa de transpiracdo (B), condutancia estomatica (C) e

eficiéncia da carboxilacdo (A/Ci, D) medidas entre 10:30 h e 11:30 h, no dia anterior & coleta,

de plantas de girassol, gendtipos Catissol e BRS 321, crescendo em solugdo nutritiva sem NaCl

(controle,

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

em uma mesma condicao de crescimento, ou maiusculas iguais, em um mesmo gendtipo, ndo

diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). As barras representam o erro padrao.
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diferenca significativa entre as plantas de ambos os genotipos, independente das condicGes
impostas. Na auséncia de NaCl, plantas do gendtipo BRS 321 apresentaram quenching nédo
fotoquimico (NPQ) de dissipacdo de energia superiores aqueles do genétipo Catissol. Quando
expostos a salinidade, plantas do genotipo Catissol apresentaram incrementos de 25% no NPQ
em relacdo ao controle, enquanto que as do genotipo BRS 321 ndo apresentaram alteraces
significativas nesse parametro. Alteracdes significativas no quenching fotoquimico (gP) de
dissipacéo de energia entre 0s genotipos foram observadas somente na auséncia de estresse, em
que plantas do gen6tipo BRS 321 apresentaram valores menores que as do Catissol. Na auséncia
de NaCl, plantas do gendtipo Catissol apresentaram taxa de transporte de elétrons (ETR)
superiores aquelas do gendtipo BRS 321; Porém quando submetidos a salinidade, plantas do
gendtipo BRS 321 apresentaram aumentos na ETR, enquanto que as do genotipo Catissol

mostraram reducdes, em relacéo aos respectivos controles.

Tabela 1. Eficiéncia efetiva do fotossistema II (® PSII), eficiéncia méxima do fotossistema Il (Fv/Fm),
“quenching” ndo-fotoquimico (NPQ), “quenching” fotoquimico (qP) e taxa de transporte de elétrons
(ETR) de plantas de girassol, genétipos Catissol e BRS 321, ap6s 10 dias de estresse salino com NaCl
a 0 (controle) e 100 mM (estresse). Em um mesmo gendtipo, médias seguidas por letras mailsculas
iguais ndo diferem estatisticamente entre si, enquanto que, em um mesmo tratamento, médias seguidas
por letras mindsculas iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). As barras representam a

média de cinco repeti¢des + erro padréo.

-~ _— Parametros Fotoquimicos
Genotipo Condicgao a

ETR
@ PSII Fv/IFm NPQ gP
(umol.m=2.s™)
Controle 0,50+0,01Aa 0,76+0,01Aa 0,78+0,03Bb 0,66+0,01Aa 209,98+3,12Aa
Catissol
Estresse  0,47+0,01Ba 0,75+0,01Aa 0,98+0,08Aa 0,64+0,01Aa 199,47+3,28Ba
Controle 0,47+0,00Bb 0,75+0,00Aa 1,00+0,05Aa 0,62+0,00Ab 195,32+1,91Bb
BRS 321
Estresse  0,49+0,01Aa 0,75+0,00Aa 0,92+0,03Aa 0,66+0,01Aa 207,83+3,48Aa

4.6 Teores de ions

De modo geral, sob condicdes controle, os teores de Na* e K* apresentaram valores

semelhantes nas folhas e raizes dos dois genotipos estudados, exceto para os teores de Na* das



44

raizes 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 genétipos foram similarmente aumentados, sendo o
valor medio nas condicdes de estresse salino 513% superior aos dos controles (Figura 6A). Nas
raizes, 0 acumulo de Na* foi mais proeminente nas plantas do gendtipo 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 acimulo de Na* nas raizes
das plantas estressadas do gendtipo Catissol foi 91% maior que o do genotipo BRS 321 (Figura
6B).

Em condicGes salinas, os teores de K" das folhas dos dois gendétipos analisados
apresentaram reducgdes semelhantes, em media de 23%, quando comparados aos dos controles
(Figura 6C). Nas raizes, os teores de K* no genétipo Catissol foram fortemente reduzidos pelo
estresse salino (61% de reduc¢éo), enquanto que no BRS 321essa reducdo foi de 30% (Figura
6D), fazendo com que este ultimo gendtipo em condicdes salinas acumulasse cerca de 72% de
K" a mais que o gendtipo Catissol. A relacdo Na'/K* de folhas em ambos os gendtipos foi
significativamente aumentada pelo estresse salino (Figura 6E). Nas raizes, sob salinidade, a
relacdo Na*/K* foi mais proeminente no genétipo Catissol, com valor cerca de 244% maior do
que o genotipo BRS 321 (Figura 6F).

No presente estudo, o carregamento no xilema, em termos de concentracdo dos ions Na*
e K*, foi regulado diferencialmente entre os genoétipos de girassol estudados (Figura 7). Sob
condigdes salinas, a concentracdo de Na* foi fortemente aumentada em ambos os genétipos (36
vezes no Catissol e 52 vezes no BRS 321), sendo que 0 BRS 321 apresentou concentracdes de
Na*, no xilema, 20% maiores que o gen6tipo Catissol. Na auséncia de estresse, a concentracdo
de K* na seiva do xilema das plantas do genétipo BRS 321 foi superior ao de plantas do Catissol.
Ja sob estresse salino, plantas do gendtipo Catissol apresentaram incremento de 22% na
concentracdo de K*, ao passo que as do genétipo BRS 321 mostraram reducdo de 52%, quando

comparado aos respectivos controles.

Em condicOes controle, ndo foram observadas alteracOes significativas nos teores de
NOs entre 0s gendtipos estudados, tanto nas folhas como nas raizes. O estresse salino reduziu
drasticamente os teores de NO3z™ nas folhas, sendo os maiores decréscimos observados no
genotipo BRS 321 (Figura 8A). Nas raizes, embora ndo tenham ocorrido variagdes

significativas pela salinidade, os teores de NO3™ das plantas estressadas do gendtipo BRS 321
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Figura 6. Teores de sodio (Na*), potassio (K*) e relacdo Na*/K* em folhas (A e C) e raizes (B
e D) de plantas de girassol, gendtipos Catissol e BRS 321, crescendo em solucdo nutritiva sem
NaCl (controle, )ecom NaCla 100 mM (estresse, ). Médias seguidas por letras minusculas
iguais, em uma mesma condicao de crescimento, ou maiusculas iguais, em um mesmo genotipo,

nao diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). As barras representam o erro padrao.
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foram superiores (30% de aumento) aqueles de plantas do gendtipo Catissol (Figura 8B). Além
Além disso, em termos absolutos, os teores de NO3™ foram mais elevados nas raizes do que nas

folhas, principalmente em condicGes salinas.

De modo geral, independente das condicGes impostas, os teores de NH4* foram maiores
nos tecidos das plantas do genotipo BRS 321, exceto para as raizes submetidas ao salino (Figura
8C, D). O estresse salino aumentou significativamente os teores desse ion nos 6rgdos de ambos
0s genotipos, com excecdo das raizes do genétipo BRS 321, que apresentaram teores de NH4*

similares ao controle.

Na auséncia de salinidade, os teores de NOs™ na seiva do xilema foram similares em
ambos 0s gendtipos avaliados (Figura 9A). O estresse salino reduziu severamente o teor de
NOs™ na seiva do xilema, sendo os efeitos mais conspicuos nas plantas do genétipo BRS 321.
Por outro lado, o teor de NH4" na seiva do xilema foi maior nas plantas do genétipo BRS 321,
tanto em condicBes controle como de estresse salino (Figura 9B). Sob salinidade, plantas desse
genoétipo apresentaram incrementos de 86% nos teores de NHs™ no xilema, em relacdo ao
controle, enquanto ndo houve mudanca do gendtipo Catissol. Além disso, os teores de NH4*
das plantas estressadas do genétipo BRS 321 foram 178% superiores as do gendtipo Catissol,
nessas mesmas condicOes (Figura 9B). Além disso, os teores de NOs™ foram, em média, 51 e 11

vezes mais elevados que os de NH4*, em condicGes controle e estresse, respectivamente.

4.7 Assimilacdo do nitrogénio

Em condic¢bes controle, a atividade da NR das folhas foi maior no gendtipo Catissol em
relacdo ao BRS 321 (Figura 10A). O estresse salino afetou consideravelmente a atividade dessa
enzima, com reducdes de 57 e 41%, respectivamente, nos gendtipos Catissol e BRS 321, quando
comparados aos respectivos controles. Por outro lado, nas raizes, ndo foram observadas
variacdes significativas na atividade da NR, independente das condic¢des impostas e do genotipo
estudado (Figura 10B). Vale ressaltar que, em termos absolutos, a atividade da NR foi maior
NR foi maior nas folhas do que nas raizes (10 e 5 vezes nas condic¢des controle e estresse,

respectivamente).
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genotipos Catissol e BRS 321, crescendo em solucédo nutritiva sem NaCl (controle,
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) e com
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genotipos Catissol e BRS 321, crescendo em solucéo nutritiva sem NaCl (controle, []) e com

NaCl a 100 mM (estresse, ). Médias seguidas por letras mindsculas iguais, em uma mesma
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A atividade da redutase do nitrito (do inglés, Nitrite Reductase, NiR) foi alterada
diferencialmente entre os gendtipos e condic¢des analisadas (Figura 11). Sob condigdes controle,
a atividade da NiR das folhas das plantas do geno6tipo Catissol foi superior aquela do gendtipo
BRS 321. O estresse salino promoveu reducgdes drasticas na atividade da NiR das folhas, sendo
observadas reducdes de 53 e 65% respectivamente nos genotipos BRS 321 e Catissol, quando
comparada aos controles (Figura 11A). Nas raizes, alteracGes significativas na atividade da NiR
pela salinidade foram observadas somente no genotipo Catissol, com decréscimos de 50% em

relacdo ao controle (Figura 11B).

Nas folhas, a atividade da sintetase da glutamina (do inglés, Glutamine Synthetase, GS)
foi maior nas plantas de girassol do genétipo BRS 321, tanto em condic¢Ges controle como de
salinidade (Figura 12A). O estresse salino aumentou consideravelmente a atividade da GS,
sendo os efeitos mais pronunciados no genotipo BRS 321. Na exposi¢cdo ao NaCl, plantas desse
genotipo apresentaram valores de atividade da GS 269% maiores que as do genétipo Catissol
(Figura 12A). Em contraste, nas raizes, alteracdes na atividade da GS, pela salinidade, foram
registradas somente no genétipo BRS 321, com reducédo de 65% em relacdo ao controle (Figura
12B).

Sob condicBes controle, plantas do genotipo Catissol mostraram atividade da sintase do
glutamato (do inglés, Glutamine 2-oxoglutarate Aminotransferase, GOGAT) nas folhas
superiores aquelas do BRS 321 (Figura 13A), enquanto nas raizes, nessas mesmas condicdes,
a atividade dessa enzima foi a mesma nos dois genétipos. Por outro lado, quando expostas a
100 mM de NaCl, plantas do Catissol apresentaram reducdes significativas na atividade da
GOGAT em ambos os 6rgaos, sendo os maiores decréscimos registrados nas raizes, com valor
69% inferior ao do controle (Figura 13B). Vale ressaltar que, em termos absolutos, os niveis de

atividade dessa enzima foram maiores nas raizes em comparacéo as folhas.

4.8 N-aminossolUveis

Na auséncia de estresse, 0s teores de N-aminossollveis foram maiores nas plantas do
gendtipo Catissol, tanto nas folhas quanto nas raizes (Figura 14). A salinidade aumentou 0s
teores desses solutos orgénicos nas folhas dos dois genotipos, sendo os aumentos de 14% e

128%, respectivamente, nos genotipos Catissol e BRS 321. Assim, as plantas do BRS 321



_ (A) Aa (B)

g T
o 2 6,4 1
£ g Aa Aa
C - ] Ab
o 'o 48 T Ab
3 g Ba I L
£ a2 !
3 E Ba Ba
ia E )

£ 1,6 1

0,0
Catissol BRS 321 Catissol BRS 321

r 6,4

r 4.8

r3.2

r 16

0,0

Redutase do nitrito

52

. mg 1 proteina)

-1

(nmol.min

Figura 11. Atividade da redutase do nitrito em folhas (A) e raizes (B) de plantas de girassol,

gendtipos Catissol e BRS 321, crescendo em solugdo nutritiva sem NaCl (controle, [1 ) e com

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

condicdo de crescimento, ou maidsculas iguais, em um mesmo genoétipo, ndo diferem

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

genotipos Catissol e BRS 321, crescendo em solugéo nutritiva sem NaCl (controle, [] ) e com

NaCl a 100 mM (estresse, [1). Médias seguidas por letras minusculas iguais, em uma mesma

condicdo de crescimento, ou maidsculas iguais, em um mesmo genoétipo, ndo diferem

estatisticamente entre si (p > 0,05). As barras representam 0 erro padréo.
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Figura 13. Atividade da sintase do glutamato em folhas (A) e raizes (B) de plantas de girassol,
genotipos Catissol e BRS 321, crescendo em solucdo nutritiva sem NaCl (controle,[] ) e com
NaCl a 100 mM (estresse, D). Médias seguidas por letras minusculas iguais, em uma mesma
condicdo de crescimento, ou maidsculas iguais, em um mesmo genoétipo, ndo diferem

estatisticamente entre si (p > 0,05). As barras representam 0 erro padréo.



o Aa (A) (8)
2 100
i
(@]
= Ab Aa
e Ab
g 75 1 Ba . = Ba Aa
4 = Bb T
E 50
2
g
o 25 4
:
z

0

Catissol BRS 321 Catissol BRS 321

r 100

r 75

r 50

r 25

N-aminossoliveis (p.mol.g'1 MS)

55

Figura 14. Teores de N-aminossollveis em folhas (A) e raizes (B) de plantas de girassol,

gendtipos Catissol e BRS 321, crescendo em solugdo nutritiva sem NaCl (controle, []) e com

NaCl a 100 mM (estresse, 1 ). Médias seguidas por letras minGsculas iguais, em uma mesma

condicdo de crescimento, ou maidsculas iguais, em um mesmo genoétipo, ndo diferem

estatisticamente entre si (p > 0,05). As barras representam 0 erro padréo.
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apresentaram 53% mais N-aminossollveis que as do Catissol (Figura 14A). Em contraste, 0
estresse salino promoveu reducdo nos teores de N-aminossollveis nas raizes do genotipo
Catissol, ndo tendo sido registrada diferenca significativa entre as condi¢Ges de estresse salino

dos dois gendtipos avaliados (Figura 14B).

4.9 Aminoacidos livres

Na auséncia de salinidade, folhas de ambos os gendtipos apresentaram teores de
glutamato similares, no entanto, nas raizes, o genétipo BRS 321 apresentou valores 3 vezes
superiores ao Catissol (Figura 15A). O estresse salino promoveu reducdo, em média, de 71%
nos teores de glutamato das folhas de ambos os genoétipos e de 50% nas raizes do BRS 321,
quando comparados aos respectivos controles. Os teores de glutamato nas raizes do genétipo

Catissol ndo foram afetados pela salinidade (Figura 15B).

Sob condigdes controle, os teores de glutamina das folhas nas plantas do gendtipo
Catissol foram maiores que os do BRS 321 (Figura 15C). Ja na presenca de NaCl, as
concentracdes desse aminoacido foram fortemente aumentados em ambos os genotipos, sendo
os efeitos mais proeminentes no BRS 321 (aumento de 24 vezes), quando comparados ao
controle. J& nas raizes, na auséncia de salinidade, ambos o0s gendétipos apresentaram
concentracdes similares de glutamina (Figura 15D). Em contrapartida, o estresse salino
promoveu aumentos nos niveis de concentracdo desse aminoacido, sendo os acréscimos de 60%
e 55%, respectivamente, nos genotipos Catissol e BRS 321, quando comparados ao controle
(Figura 15D).

Na auséncia de NaCl, os teores de serina apresentaram valores similares nos tecidos das
plantas dos dois genotipos avaliados, enquanto que sob condi¢des de estresse, plantas do
gendtipo Catissol mostraram teores desse aminoacido inferiores as do BRS 321, independente
do 6rgdo investigado (Figura 15E). Nas folhas, o estresse salino originou grandes acréscimos
nos teores de serina em ambos 0s genotipos de girassol (aumento de 3 vezes no Catissol e 14
vezes no BRS 321). Ja nas raizes, os teores de serina foram pouco afetados pela salinidade,
sendo observada somente uma leve reducdo nas condigdes de estresse salino do gendtipo
Catissol (Figura 15F).
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Figura 15. Teores dos amino&cidos glutamato, glutamina e serina em folhas (A, C e E) e raizes
(B, D e F) de plantas de girassol, genétipos Catissol e BRS 321, crescendo em solucdo nutritiva
sem NaCl (controle,[J ) e com NaCl a 100 mM (estresse, [0 ). Médias seguidas por letras
minusculas iguais, em uma mesma condi¢do de crescimento, ou maidsculas iguais, em um
mesmo genotipo, ndo diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). As barras representam o erro

padréo.
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Figura 16. Teores dos aminoacidos aspartato e asparagina em folhas (A e C) e raizes (B e D)

de plantas de girassol, gendtipos Catissol e BRS 321, crescendo em solugdo nutritiva sem NaCl

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

em uma mesma condicao de crescimento, ou maiusculas iguais, em um mesmo gendtipo, ndo

diferem estatisticamente entre si (p > 0,05). As barras representam 0 erro padréo.
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Os teores de aspartato nas folhas, sob condi¢des controle, foram significativamente
maiores no genotipo Catissol (Figura 16A). Com o estresse salino, os teores desse aminoacido
foram reduzidos nesse genotipo e permaneceram inalterados no BRS 321. Nao foram
registradas diferencas significativas nos teores de aspartato entre os genotipos submetidos ao
estresse salino (Figura 16A). Diferentemente do ocorrido para as folhas, os teores desse
aminoéacido nas raizes, na auséncia de estresse, foram superiores no genoétipo BRS 321 (Figura
16B). A salinidade reduziu consideravelmente os teores desse aminoacido nas raizes de ambos
0s genotipos, contudo, nessa condicdo de estresse, 0 gendtipo Catissol apresentou 34% mais
aspartato que o gendétipo BRS 321 (Figura 16B).

Com relacdo aos teores de asparagina, os controles do genétipo Catissol apresentaram
valores superiores aos do gendtipo BRS 321, tanto em folhas como em raizes (Figura 16C, D).
O estresse salino imposto afetou diferentemente os teores desse aminoacido, variando em
funcgéo do 6rgéo e do gendtipo analisado. Nas folhas, a salinidade aumentou drasticamente o0s
teores de asparagina em relacdo ao controle, em ambos os genétipos de girassol, sendo esses
aumentos de 67% no Catissol e 516% no BRS 321, propiciando valores para o BRS 321 127%
maiores que aqueles do genotipo Catissol (Figura 16C). Em contraste, nas raizes das plantas
sob estresse salino, os teores de asparagina diminuiram em relacdo ao controle, tanto no
genotipo Catissol (reducdo de 30%) quanto no BRS 321 (reducédo de 21%) (Figura 16D). Sob

condicGes de salinidade, os teores de asparagina ndo diferiram entre os dois gendtipos.
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5 DISCUSSAO

5.1 Gendtipos de girassol exibem tolerancia diferencial a salinidade

A biomassa da parte aérea e das raizes de ambos os genotipos foi significativamente
reduzida pela salinidade. No entanto, uma maior tolerancia a salinidade foi exibida pelo
gendtipo BRS 321, em relacédo ao genotipo Catissol, sendo observados efeitos negativos menos
acentuados nos teores de massa seca da parte aerea e da area foliar desse gendtipo (Figura 1A,
D). Esses resultados sdo contraditorios aos estudos de selecdo de gendtipos de girassol
contrastantes a salinidade realizados por Mota et al. (2012), em que o genétipo Catissol é
considerado tolerante a condi¢es salinas. Essa contradi¢do possivelmente esta envolvida com
0 método de avaliacdo utilizado por esses autores, que envolveu somente medidas de massas
secas. Diversos estudos apontam o acimulo de biomassa como um indice essencial para avaliar
o0 grau de tolerancia das plantas a estresses abiéticos (JANMOHAMMADI et al., 2012; ABREU
et al., 2014). Varios autores tém mostrado o efeito inibitorio do estresse salino na producéo de
biomassa de folhas e das raizes (HAJLAOUI et al., 2010; ZORB et al., 2013). Zahra et al.
(2014) em estudos com cultivares de trigo com tolerancia diferencial a salinidade, observaram
que o crescimento da parte aérea e raizes foi reduzido pelo estresse salino (150 e 300 mM de
NaCl), porém a reducéo foi relativamente menor no gendtipo tolerante.

Diversos estudos apontam que um dos primeiros sintomas do estresse salino nos tecidos
das plantas é a diminuicdo do teor relativo de agua (TRA) (HALDER; BURRAGE, 2003;
FARKHONDEH et al., 2012). No presente estudo, o estresse salino imposto ndo foi capaz de
alterar o TRA das plantas de girassol dos genétipos Catissol e BRS 321, possivelmente pela
utilizacdo do sistema hidrop6nico no experimento, que ndo permite que as plantas fiquem
sujeitas a estresse hidrico. Qin et al. (2010) em estudos com Shepherdia argentea submetidas
a varias concentracfes salinas (200, 400 e 600 mM de NaCl) observaram que a salinidade
reduziu significativamente o TRA em folhas somente nas concentrag¢des superiores a 400 e 600
mM.

A maior sensibilidade ao estresse salino das plantas do genotipo Catissol, evidenciada
pelos menores indices de massa seca e de area foliar, foi relacionada com a menor assimilagéo
de CO: sob salinidade (Figuras 1 e 5A), enquanto no gendtipo mais tolerante ndo foram

registradas alteracdes nas taxas de fotossintese liquida (Figura 5A). De certa forma esses
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resultados corroboram com trabalhos que mostram que a fotossintese tem sido selecionada um
indicador bioquimico de toleréncia a salinidade em diversas culturas (QIU et al., 2011; ZAHRA
etal., 2014).

Em geral, a reducdo da fotossintese de plantas sob estresse salino pode ocorrer em
funcdo de fatores estomaticos e ndo-estomaticos (CHEN et al., 2005; YAMANE et al., 2012).
Dentre os fatores estomaéticos, pode-se citar principalmente a reducdo da disponibilidade de
CO. para a atividade da Rubisco (HURA et al., 2007); enquanto que os fatores ndo estomaticos
sdo atribuidos aos decréscimos na eficiéncia dos processos bioquimicos, tais como ao baixo
transporte de elétrons através cadeia transportadora de elétrons do cloroplasto e a inibi¢do da
atividade de diversas enzimas relacionadas a assimilacdo de CO. (WISE et al., 2004;
THIAGARAJAN et al., 2007). Lima Neto et al. (2014) em estudos com espécies que exibem
respostas contrastantes a salinidade, Ricinus communis (tolerante) e Jatropha curcas (sensivel),
mostraram que a fotossintese diminuiu intensamente em ambas as espécies, mas a reduc¢éo foi
mais acentuada em Jatropha curcas, com a maior reducdo da fotossintese na espécie sensivel

ao sal sendo atribuida a diminuicdo na atividade inicial da Rubisco sob estresse salino.

No presente estudo, a reducdo da fotossintese nas plantas do gendtipo Catissol parece
estar mais relacionada a danos no aparato fotossintético do que a limita¢cdes estomaticas (Figura
5). Evidéncia disso é que, em ambos 0s gendtipos, tanto a condutancia estomatica quanto a

concentracgéo interna de CO> (dados ndo mostrados) ndo foram alteradas pela salinidade.

AlteragBes mais drésticas nas medidas de crescimento e redugdes nos teores de clorofila
e carotendides nas plantas do gendtipo Catissol, possivelmente estdo relacionados com a
reducdo da fotossintese nesse genotipo. Outro fator preponderante para a reducdo da
fotossintese, nas plantas do gendtipo sensivel, pode ter sido o maior acimulo de Na* nos tecidos
bem como a baixa eficiéncia dos processos de transporte que controlam o acumulo deste ion
toxico no citosol das células (OLIAS et al., 2009; CRAIG-PLEIT; M@LLER, 2010).

No presente estudo, pode-se afirmar que a maior tolerancia a salinidade do genotipo BR
321 foi diretamente correlacionada com o melhor controle da homeostase Na*/K* nos tecidos
radiculares (Figuras 1 e 6F). Sob salinidade, plantas desse genotipo exibiram maiores teores de
K™ e restringiram o acimulo de Na*, quando comparadas aquelas do genétipo Catissol (Figura
6). Como resultado, principalmente, do menor acimulo de Na* nas raizes do gen6tipo BRS 321,
uma menor relacdo Na*/ K* foi estabelecida sob estresse salino (Figuras 6B e 6F).
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O reestabelecimento da homeostase idnica envolvendo o maior acimulo de K* e baixas
concentracOes de Na* tem sido outro fator determinante para o crescimento de plantas expostas
ao estresse salino (WANG et al., 2009; CRAIG PLETT; M@LLER, 2010; DING et al., 2010).
No entanto, diferentes autores consideram que a toleréncia a salinidade estd mais fortemente
correlacionada a manutencdo de uma menor relagdo Na*/ K* (ou maior relagdo K*/Na*), do que
apenas a manutencdo de baixos teores de Na* (SHABALA, 2009; ABIDEEM et al., 2014).
Evidéncias experimentais para essa hipdtese foram obtidas em estudos com gendtipos de soja
sob estresse salino, em que a manutencdo da homeostase K*/Na" nas células das raizes do
genotipo Lee 68 (tolerante) foi maior que o gendtipo Jackson (sensivel) (MA et al., 2014). A
elevacdo dos teores de K* é considerada fundamental para a homeostase iénica das células
vegetais, pois 0 K™ atua como cofator para varias enzimas citosélicas (ARMENGAUD et al.,
2009). A manutencdo das concentracOes intracelulares de K™ em células vegetais e a particao
desse ion entre diferentes tecidos e 6rgdos da planta € um processo regulado pela atividade de
diversas proteinas de transporte (CUIN; SHABALA, 2007; ANSCHUTZ et al., 2014). Com
isso, o0s sistemas de absorcdo desse ion possibilitam as plantas se adaptarem as variacdes
ambientais de K, permitindo manutencdo de niveis adequados desse ion para as funcGes
fisiologicas e bioquimicas das plantas (DEINLEIN et al., 2014).

A reducdo do acimulo de Na*, nas raizes do gen6tipo BRS 321, pode ter sido ocasionada
pelo influxo limitado de Na* através da membrana plasmatica das raizes, bem como pela
ativacdo de mecanismos de exclusdo desse ion toxico das células (CRAIG PLETT; M@LLER,
2010). Além disso, os dados obtidos neste estudo sugerem a participacdo de mecanismos de
controle de Na™ nas plantas do genétipo tolerante. O menor contetdo de Na* nas raizes do
genotipo tolerante (Fig. 6B) pode ter sido resultado de um maior transporte desse ion para a
parte aérea, via carregamento do xilema (Figura 7A), através dos transportadores SOS1 (OLIAS
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 vactolos
das folhas através dos transportadores NHX. Dessa forma, o Na* néo interferiu na atividade das
enzimas citosdlicas dependente de K" (M@LLER et al., 2009), evidéncia disso é que a
fotossintese das plantas do gen6tipo BRS 321 (Figura 5A) ndo foi alterada pelo estresse salino.
No entanto, o aumento da tolerancia ao sal por meio da reducéo do transporte de Na* das raizes
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 acumulo

de Na* nas raizes sob alta concentracdo de NaCl (150 mM) em comparacgdo aqueles de caules
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e folhas. Esses autores sugerem que, para manter baixas concentracdes de Na+ no citoplasma,
0 excesso de Na* nas raizes pode ter sido sequestrado para o interior dos vactolos por meio da

atividade de transportadores Na+/H+ (NHX) presentes no tonoplasto.

5.2 Os pigmentos fotossintetizantes tem influéncia direta na performance fotossintética de
plantas tolerantes a salinidade

Para avaliar se a manutencdo da assimilacdo de CO2 do gendtipo de girassol mais
tolerante ao estresse salino (o BRS 321) tem relacdo com o incremento ou conservacdo dos
pigmentos fotossintéticos, os teores de clorofila e carotendides foram mensurados. Embora
tenha sido registradas reducgdes pela salinidade nos pigmentos de ambos o0s genétipos, os efeitos
mais pronunciados foram encontrados no genotipo Catissol (Figura 3). Dessa forma, a
manutencdo dos parametros fotossintéticos nas plantas do gendtipo mais tolerante pode ser
atribuida, pelo menos em parte, ao maior contetido de clorofila e carotendides (Figuras 1 e 3).
Essa resposta corrobora com os dados relatados na literatura, em que varios estudos tém citado
reducdes 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 diminuiram com o aumento da concentragdo de NaCl e
da duracéo do estresse. Esses pesquisadores utilizaram a reducdo nos teores de clorofila como
um indicador de tolerancia a salinidade e observaram que a variedade Urvashi (sensivel)
apresentou maior degradacdo nos teores de clorofila quando comparada a variedade Bio902
(tolerante). Em plantas de girassol, a reducdo dos menores teores de clorofila no genotipo
sensivel pode ter sido resultado do aumento de sua degradacdo bem como da reducdo na sintese
das enzimas responsaveis por esse processo, assim como observado para plantas de sorgo
(MIRANDA et al., 2014).

Nesse estudo, o0 genotipo tolerante apresentou maiores teores de clorofila provavelmente
pelo menor contetdo de Na* encontrado nas folhas desse gendtipo. Por outro lado, a menor
eficiéncia do gendtipo sensivel para controlar o0 acimulo Na*, resultou em um maior contetido
desse ion no citosol que provavelmente interferiu na atividade das enzimas de sintese de
clorofila e carotendides (Figuras 3 e 6) (JAMIL et al., 2007; AL-ABDOULHADI et al., 2012).

O acumulo de antocianinas sob estresse salino tem sido relatado como essencial para
prevenir danos foto-oxidativos as células das folhas, uma vez que essas moléculas séo

conhecidas por proporcionar fotoprotegéo 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
gendtipo tolerante ndo apresentaram danos oxidativos em excesso nas folhas, uma vez que os
teores de antocianinas e os parametros fotossintéticos permaneceram inalterados (Figuras 4 e
5). Por outro lado, sob salinidade, o genétipo Catissol acumulou 36% mais antocianinas que o
controle (Figura 4). Dessa forma, pode-se especular que as reduc@es nas taxas de fotossintese
liquida e na eficiéncia da carboxilacdo da Rubisco, nas plantas estressadas do gendtipo sensivel

ao NaCl, foram ocasionadas diretamente por danos oxidativos aos tecidos foliares (Figura 5).

5.3 A eficiéncia do fotossistema Il revela papel chave na fotossintese e na aclimatacdo de
plantas de girassol ao estresse salino

Para investigar se o melhor desempenho da fotossintese de plantas de girassol do
gendtipo mais tolerante a salinidade (0o BRS 321) ocorre em funcdo de uma maior eficiéncia da
maquinaria fotossintética, os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram mensurados. De
modo geral, os genotipos apresentaram mecanismos diferenciais de eficiéncia fotoquimica, bem
como padrdes distintos de regulacdo em condi¢cfes de estresse salino. Plantas do gendétipo
tolerante exibiram valores de eficiéncia efetiva do PSII (DPSII) 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 regulagdo positiva da ETR, sugerindo que o gendétipo
BRS 321 obteve maior eficiéncia no sistema fotoquimico quando submetido a condigdes de
estresse. De modo contrario, plantas do Catissol mostraram redugdes nos valores de ®PSII e
ETR, o que sugere um comprometimento na eficiéncia do sistema fotoquimico, provavelmente

devido a danos causados pelo excesso de energia.

A OPSII estima a eficiéncia com que a luz absorvida pelo PSII ¢ usada para reducdo da
quinona A (QA), ou seja, indica a fracdo de energia absorvida pela clorofila associada ao PSI|
que foi utilizada em atividade fotoquimica. J& a ETR, outro parametro fotoquimico, estima a
taxa de transporte ndo ciclico de elétrons através PSIl (BAKER, 2008). Esses parametros
apresentam forte correlacdo, pois se a ETR que passa através do PSII é reduzida, isso significa
que o PSII estd sofrendo regulacdo negativa na captacdo de energia. Assim, a energia em

excesso reduz ainda mais sua eficiéncia.

Neste estudo, os valores de Fv/Fm nos genoétipos de girassol ndo apresentaram

alteracdes significativas com a salinidade (Tabela 1), o que indica que ndo ocorreu fotoinibigédo
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e/ou fotodano ao PSII. Tais resultados diferem daqueles encontrados em diversas espécies de
plantas, em que reducdes na relacdo Fv/Fm séo frequentemente relatadas quando as plantas sao
expostas a estresses ambientais e estdo associadas a danos nos cloroplastos, principalmente nas
membranas dos tilacdides (YAMANE et al., 2003; ARAGAO et al., 2012).

Uma consequéncia da reducdo da fotossintese causada por estresses abidticos é a
exposicdo da planta ao excesso de energia, o qual, se ndo for seguramente dissipada, pode
causar mudancas no estado funcional dos cloroplastos (SANTOS et al., 2013). Dessa forma, 0s
mecanismos de dissipacdo de energia constituem um importante indicativo da eficiéncia do
aparato fotossintético de plantas sob estresse salino. O quenching fotoquimico (qP) resulta do
uso da energia de excitacdo no PSII para dirigir o transporte de elétrons do P680 para a QA
(BAKER, 2008). Neste estudo, a auséncia de alteracdes significativas no qP e a maior ETR no
gendtipo BRS 321 (Tabela 1) sugere a participacdo de mecanismos diferenciais de dissipacao
de energia entre os gendtipos estudados. Para o genétipo mais tolerante, a maior da parte da
energia absorvida foi utilizada para manter o fluxo de elétrons entre os fotossistemas e,
consequentemente, para a formacdo de NADH e ATP (BAKER, 2008). Para o gendtipo
sensivel, os dados sugerem que uma quantidade substancial da energia absorvida nao foi
direcionada para os centros de reacdes, como evidenciado pelos decréscimos no ®PSII e na
ETR. Nesse genotipo, a energia em excesso sob estresse salino foi dissipada por meio de
processos ndo fotoquimicos, tais como pela dissipacdo térmica ou pelo ciclo das xantofilas,
resultando em um aumento do quenching ndo fotoquimico (NPQ) (Tabela 1) (JUNEAU et al.,
2005; YIN et al., 2010).

A dissipacdo de energia por meio do NPQ é um importante mecanismo de protecdo do
aparato fotossintético contra o excesso de energia fotossintetizante (LI et al., 2010). Contudo,
apesar dos mecanismos utilizados pelas plantas do genotipo Catissol para evitar danos ao
aparato fotossintético, tais como, estabilidade na relacdo Fv/Fm e aumento do NPQ, ndo foi
possivel evitar o comprometimento do fotossistema gerado pelo estresse salino, ja que as ®PSII

e ETR sofreram reducgdes significativas em tais condi¢Oes (Tabela 1).

Em geral, os resultados obtidos mostraram que a salinidade ndo promoveu danos
fotoquimicos no genotipo BRS 321, possivelmente pelo consumo mais eficiente de energia.
Como consequéncia, esse genotipo conseguiu manter a estabilidade na fotossintese, mesmo em
condicBes de estresse. Diversos autores relacionam a importancia do mecanismo de dissipar o

excesso de energia para evitar fotoinibicdo e fotodano sob estresses abioticos (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 fotoprotecdo mais eficiente, possivelmente por dissipar o

excesso energia na forma de calor e, assim, proteger o PSII contra danos.

A anélise conjunta dos dados de fotossintese, pigmentos fotossintéticos e eficiéncia do
fotossistema Il sugere que o genotipo 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 gP das plantas do genOtipo tenha se mantido inalterado, outro mecanismo de
dissipacdo de energia parece ter atuado sob estresse salino, uma vez que menos moléculas
antenas, tais como as clorofilas (Figura 3; Tabela 1), estavam disponiveis para a absorcdo de
energia. Uma provavel via de utilizagdo direta de energia seria a assimilacdo do nitrogénio,
tendo em vista que é um processo em que alguns passos ocorrem dentro dos cloroplastos e
apresentam consumo razoavel de elétrons (FOYER et al., 2009; ARAGAO et al., 2012).
Portanto, é plausivel lancar a hipdtese de que os processos de reducdo, envolvidos na
assimilacdo do N, atuaram como um dissipador de elétrons na cadeia transportadora de
transporte de elétrons da membrana dos tilacoides e, dessa forma, minimizaram os efeitos
nocivos provocados pelo excesso de energia em virtude da reducdo dos pigmentos pela
salinidade (ARAGAO et al., 2012; MIRANDA et al., 2014).

5.4 A assimilacdo do nitrogénio pode estar envolvida na reducéo dos efeitos deletérios da

salinidade sob a maquinaria fotossintética

Para verificar se a assimilacdo do nitrogénio opera como um possivel mecanismo
dissipador do excesso de elétrons nas plantas submetidas a salinidade, a atividade das enzimas
envolvidas na assimilagdo de N, os teores de NOs™ e NH4" e de aminoacidos livres de plantas
de ambos 0s gendtipos de girassol foram investigados. A assimilacdo de nitrogénio e a sintese
de aminoéacidos sdo processos que consomem quantidades consideraveis de energia (elétrons e
ATP) (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010; ARAGAO et al., 2012) e, dessa forma, esses

processos agem atenuando os efeitos causados pela salinidade.

Neste estudo, as principais alteragdes nos processos de assimilacdo do nitrogénio
ocorreram nos tecidos aéreos (Figuras 10 a 16). A reducdo do influxo de NO3s™ na seiva do
xilema das plantas de ambos 0s genotipos, acoplada aos teores inalterados deste ion nas raizes,
bem como a manutengdo da atividade da RN nesse 6rgéo, sugere a rapida conversao do NOz™ a

NH4" nos tecidos radiculares e subsequente transporte para a parte aérea (Figuras 8 e 9).
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Ademais, as reducgdes dos teores de NO3™ nas raizes de plantas sensiveis a salinidade ndo podem
ter sido originadas do decréscimo na sua absor¢éo pelos tecidos radiculares, 0 que ocasionaria
diminuigdes no carregamento de NO3z™ no xilema (DEBOUBA et al., 2006; MILLER et al.,
2007; DEBOUBA et al., 2013). Evidéncia para essa hipdtese é que os teores de NOs™ 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 NOsz em condi¢des salinas
(Figuras 8A, 10 e 11). Vale ressaltar ainda que, a regulacdo negativa mais conspicua na
atividade das enzimas RN e NiR das raizes das plantas do genotipo sensivel pode também ter
sido resultado do acimulo 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 reducgdes nos teores de NO3™ e aumentos nos de NH4" em ambos os 6rgdos das
plantas de Arabidopis thaliana expostas a 100 mM de NaCl. Além disso, diversos estudos
evidenciaram que, sob condi¢fes de salinidade, a atividade da RN pode sofrer reducdo
associada, ou ndo, com a diminuicdo na sua expressdo génica (SURABHI et al., 2008).

No presente estudo, 0 aumento da atividade da GS e a manutencdo da atividade da
GOGAT nas folhas do gendtipo BRS 321 sob salinidade sugere fortemente uma assimilacéo
mais efetiva de NH4*, a qual pode ter contribuido para atenuar os efeitos negativos na
fotossintese causados pela salinidade, bem como para evitar efeitos tdxicos provocados por um
provavel excesso de NH4" (Figuras 12 e 13). Adicionalmente, o incremento na atividade das
enzimas GS e manutencdo da GOGAT nas folhas do gendtipo tolerante pode responder a
hip6tese langcada de um mecanismo secundario de dissipacdo de energia sob estresse salino.
Nesse contexto, a energia utilizada para a sintese de aminoacidos pelas GS e GOGAT atuou
como dreno alternativo para a pressdo de elétrons na cadeia transportadora de elétrons dos
cloroplastos sob salinidade aumentando o transporte dos mesmos nos tilacoides (Tabela 1).
Além disso, a maior ativacdo dos processos de assimilacdo de nitrogénio resultou em
incrementos nos teores dos aminoacidos glutamina e serina e, consequentemente, de N-
aminossoluveis (Figuras 14, 15C e 15E). Tais moléculas podem ter operado como solutos
compativeis no ajustamento osmatico das plantas sob estresse, um importante mecanismo de
resposta a estresses abidticos (SILVA et al. 2010b; ZHONGHUA et al., 2011).
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Os resultados obtidos no presente estudo permitiram identificar alguns dos mecanismos
gue medeiam a aclimatacdo de plantas de girassol a salinidade. Dentre os principais processos
envolvidos com a tolerdncia ao estresse salino, destacam-se 0s processos fotossintéticos, a
eficiéncia do fotossistema Il e o controle efetivo da homeostase i0nica. Nossos dados apontam
a participacgéo indireta da assimilacdo do nitrogénio nas respostas das plantas ao estresse salino,
atuando como dreno alternativo na dissipacdo do excesso de energia, em paralelo com a
dissipacdo fotoguimica de elétrons na cadeia transportadora de elétrons. Contudo uma
investigacdo mais detalhada a respeito dos mecanismos envolvidos com a tolerancia ao estresse
salino, especialmente no gendtipo BRS 321, se faz necesséaria de modo que tais conhecimentos
possam ser Uteis para estabelecer um cultivo mais produtivo em solos com altas concentracfes

de sais.
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6 CONCLUSOES

1. O gendtipo BRS 321 apresentou maior tolerancia a salinidade do que o genoétipo Catissol,
comprovado pelos efeitos menos acentuados na producdo de biomassa, ao menor acimulo
de Na* e a manutencdo da fotossintese liquida desse genétipo;

2. O acumulo nos teores de clorofila e carotendides no genotipo BRS 321 resultou em altas
taxas de assimilacdo de CO> sob salinidade;

3. O consumo mais eficiente de energia das plantas do gendtipo BRS 321, evidenciado pelo
aumento na eficiéncia efetiva do fotossistema Il e pela alta taxa de transporte de elétrons,
foi crucial para a maior dissipacdo de energia desse genotipo sob estresse salino;

4. A alta eficiéncia da assimilacdo do No3- a NH4" e do transporte desse, via xilema, para 0s
tecidos aéreos e 0 acumulo desse ion nas folhas do genétipo BRS 321, contribuiu para
aprimorar a assimilacdo do N e manter a sintese de aminoacidos sob condigdes de
salinidade;

5. O melhor desempenho da atividade das enzimas GS e GOGAT e 0 maior acimulo de N-
aminossoliveis e dos aminodcidos glutamina e serina, principalmente nas folhas do
gendtipo BRS 321, atuaram como mecanismo secundario na dissipacdo do excesso de

energia, aliviando os efeitos deletérios do estresse salino;
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