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RESPOSTA ANTIOXIDATIVA E AJUSTAMENTO OSMOTICO DE Helianthus
annuus L. SUBMETIDO AO DEFICIT HIDRICO E SALINIDADE

RESUMO

Resumo: O girassol (Helianthus annuus L.) é uma espécie considerada moderadamente
tolerante a salinidade e a seca e tem se destacado como oleaginosa promissora para producao
de biodiesel. Seu cultivo pode ser realizado em regides aridas e semiaridas onde a
produtividade agricola pode ser afetada pela seca e por elevadas concentracdes de sais
soltveis no solo. O conhecimento dos mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares
implicados na tolerancia e/ou susceptibilidade aos estresses, salino e déficit hidrico pode
contribuir para o desenvolvimento de programas de melhoramento genético para essa espécie.
Esta pesquisa foi realizada para avaliar os efeitos do estresse salino e déficit hidrico nos
indicadores de crescimento, status hidrico e integridade de membranas, bem como a possivel
contribuicdo de solutos organicos e inorganicos envolvidos no ajustamento osmotico e a 0
dano oxidativo e o sistema de defesa enziméatico e ndo enzimético antioxidativo em trés
6rgdos de gendtipos de girassol submetidos aos agentes estressores cloreto de soédio (NaCl) e
polietilenoglicol (PEG 6000) simulando, respectivamente, a salinidade e a seca. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticbes. Os
tratamentos foram arranjados em fatorial 2x3, com o primeiro fator correspondente aos dois
gendtipos de girassol (Catissol 01 e Helio 253) e 0 segundo aos trés tratamentos (controle;
100 mM de NaCl e -0,50 MPa de PEG 6000). Os resultados mostraram que o NaCl e o PEG
6000 provocaram alteracGes negativas nos indicadores de crescimento, no status hidrico e na
integridade de membranas dos dois genotipos, sendo Catissol 01 o mais sensivel.
Independente do gendtipo e 6rgdo analisado, o NaCl provocou aumento de Na* e diminuigo
de K*, aumentando a relagdo Na'/K* acima de 1 e gerando a toxidez idnica. O NaCl e o PEG
6000 induziram alteracbes no metabolismo dos carboidratos e dos compostos nitrogenados
evidenciando a participacdo de aminoacidos e prolina na osmorregulacdo de plantas girassol.
Observou-se que ambos 0s genotipos, tanto submetidos a seca quanto a salinidade,
apresentaram danos oxidativos representados pelo aumento da peroxidacéo lipidica e aumento
da carbonilacdo das proteinas, e diminuicdo na concentracdo de proteinas em alguns orgaos,
principalmente quando submetidos a seca. Nas plantas submetidas a salinidade, o mecanismo
de defesa antioxidativa enzimético parece ter sido eficiente na remogdo de H,O, e contribuiu

para 0 aumento de pigmentos fotossintetizantes, sendo caracterizado pelo aumento da



atividade das enzimas superdxido dismutase, peroxidase de ascorbato e peroxidase de fendis.

Tais respostas variaram entre 0s gendtipos, os tratamentos e 0s 6rgaos.

Palavras-chave: Girassol, indicadores de crescimento, status hidrico, danos de membranas,

osmorreguladores, enzimas antioxidantes, espécies reativas de oxigénio (EROs).

ANTIOXIDATIVE RESPONSE AND OSMOTIC ADJUSTMENT OF Helianthus
annuus L. SUBMITTED TO WATER DEFICIT AND SALINITY

Abstract: Sunflower is moderately tolerant to salinity and drought. Cultivation can be carried
out in arid and semi-arid regions where agricultural productivity is affected by drought and by
high concentrations of soluble salts in the soil. In addition, sunflower is promising species for
biodiesel production. Knowledge of the physiological, biochemical and molecular
mechanisms involved in tolerance and / or susceptibility to stress, saline and water deficit are
not yet clearly understood for sunflower, this study aimed to evaluate the effects of saline
stress and water deficit on growth indicators, water status and membrane integrity, the
possible contribution of organic and inorganic solutes involved in the osmotic adjustment and
oxidative damage and the enzymatic and non-enzymatic antioxidative defense system in three
organs of sunflower genotypes submitted to stressors sodium chloride (NaCl) and
polyethylene glycol (PEG 6000) simulating salinity and drought respectively. The
experimental design was completely randomized, with a 2x3 factorial, with two sunflower
genotypes (Catissol 01 and Helio 253) and three treatments (control, 100 mM NaCl and -0.50
MPa PEG 6000), with 5 replicates for each treatment and each genotype. The results showed
that NaCl and PEG 6000 cause negative changes in growth indicators in the water status and
in the membrane integrity of the two genotypes, with Catissol 01 being the most sensitive.
Considering the inorganic solutes, regardless of genotype and organ analyzed, NaCl caused an
increase in Na * and decrease of K *, increasing Na * / K" ratio above 1 and generating ionic
toxicity. Regarding organic solutes, NaCl and PEG 6000 induced alterations in the
metabolism of carbohydrates and nitrogen compounds evidencing the participation of amino
acids and proline in the osmoregulation of sunflower plants. It was observed that both
genotypes, submitted to drought and salinity, presented oxidative damages represented by
increased lipid peroxidation and increased carbonylation of proteins, and decreased protein

concentration in some organs, especially when submitted to drought. In plants submitted to



salinity, the enzymatic antioxidative defense mechanism seems to have been efficient in the
removal of H’0? and contributing to the increase of photosynthetic pigments, being
characterized by the increase of the enzymes superoxide dismutase, ascorbate peroxidase and

phenol peroxidase. Such responses varied between genotypes, treatments and organs.

Key-words: Sunflower, growth indicators, water status, membrane damage, osmoregulators,
antioxidant enzymes, reactive oxygen species (ROS).
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CAPITULO I
1- INTRODUCAO GERAL

A salinidade e o déficit hidrico s@o uns dos principais fatores abioticos limitantes
da producdo agricola no semiarido (MAIA et al., 2013). O efeito em comum de ambos
0s estresses nas plantas é a perda da homeostase hidrica, caracterizada pelo componente
osmatico. Tal efeito afeta os processos de absorcao, acimulo e manutengéo do contetdo
de &gua e de ions nos tecidos, o que desencadeia danos celulares levando a desidratacédo
e a perda de turgor nas células induzidas por solutos externos (FLOWERS et al, 2014;
MELO et al., 2016).

O semiarido corresponde a quase 70% da regido Nordeste. Este clima
caracteriza-se pelas frequentes secas, devido a baixas precipitacdes e irregularidades
pluviométricas da regido (PARAHYBA et al., 2009). Estas caracteristicas, somadas as
mas condi¢des de drenagem, a presenca de camadas impermedveis do solo e as elevadas
taxas de evapotranspiracdo, contribuem para o aumento da concentragdo de sais solUveis
na solucdo do solo (RIBEIRO, 2010), o que caracteriza o estresse salino.

A concentracio excessiva de jons salinos (principalmente Na* e CI) pode causar
perda da homeostase hidrica, toxicidade ibnica, gerando danos metabdlicos,
fisiologicos, e estresse oxidativo (CARVALHO et al.,2015). As consequéncias lesivas
da elevada salinidade podem ser notadas na planta inteira, resultando na inibicdo do
crescimento, diminuicdo da produtividade e em casos mais severos, a morte (MELO et
al., 2017).

A reducdo no potencial hidrico dos tecidos causada pelo excesso de sais e/ou
pelo déficit hidrico provoca restrigdo no crescimento uma vez que as taxas de elongagédo
e de divisdo celular dependem diretamente do processo de extensibilidade da parede
celular. Dessa forma, o equilibrio osmético é essencial para o crescimento dos vegetais
em meio salino e qualquer falha resultard em injarias semelhantes aos da seca, como a
perda de turgescéncia, desidratacdo e finalmente a morte das células (MAIA et al.,
2013; FLOWERS et al., 2014).

Uma estratégia para garantir a manutencdo da homeostase hidrica é o
ajustamento osmotico, que consiste na sintese e acumulacdo de solutos organicos
compativeis no citosol (ADEM et al., 2014) e na absorcdo de ions inorganicos que sdo
compartimentalizados nos vacuolos, fazendo assim com que haja um aumento na

concentracdo de solutos na célula. Desta forma, esse mecanismo permite a reducdo no
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potencial osmoético e aumento no potencial de turgescéncia da célula, garantindo a
absorcdo de &gua e a manutencdo do crescimento celular (SILVEIRA et al., 2010;
JOSEPH et al., 2015).

Solutos organicos, mais especificamente 0s osmolitos compativeis, ou
osmoprotetores sdo sintetizados em condicdes de estresse hidrico e salino, auxiliando no
ajustamento osmotico, na protecdo subcelular e na reducdo de danos oxidativos
(BUCHANAN et al., 2002).

Os osmoprotetores mais comumente estudados e que contribuem na
osmoregulacdo em diferentes espécies sdo os acUcares redutores e ndo redutores, 0s
compostos quaternérios de aménio como a glicina betaina, as proteinas, aminoécidos e a
prolina (OLIVEIRA et al., 2014). Dentre os solutos inorganicos, e em algumas espécies,
foi evidenciado que o acimulo de ions, tais como Na*, K* e CI', também favorecem o
ajustamento osmético (KHOLOVA et al., 2010).

Adicionalmente o estresse salino possui um segundo componente, o0 i6nico, que
envolve a interferéncia dos ions salinos na absorcdo, distribuicdo e utilizacdo dos
nutrientes minerais, acarretando distirbios na homeostase ionica celular (SHABALA, et
al., 2012). Estas alteracGes afetam a atividade de enzimas que atuam em processos
metabdlicos fundamentais como a sintese de proteinas, a respiracdo e a fotossintese
(ELLOUZI et al., 2011; SHABALA et al., 2012).

Estrategicamente e em relacdo ao componente osmético, as plantas tem
desenvolvido mecanismos complexos para suportar o estresse salino (MELO et al.,
2016) que incluem: acumulacdo dos ions nos diferentes tecidos da planta para assegurar
a absorcédo de agua (ajustamento osmotico); capacidade para evitar translocacdo de ions
desde a raiz a parte aérea; compartimentagdo de ions toxicos em vacuolos das células e
IV mecanismo de exclusdo de Na* através da membrana plasmatica (TAIZ & ZEIGER,
2017).

Em geral, as plantas submetidas a estresse hidrico e salino apresentam respostas
negativas, como a geragdo de espécies Reativas de Oxigénio (EROS) (MILLER et al.,
2010). Estas EROs, em pequenas concentracdes podem ser Uteis como moléculas
sinalizadoras na rota de traducéo de sinais redox em plantas. No entanto, a subprodugéo
de EROs em células vegetais diante o estresse € destrutivo para o tecido vegetal porque
oxidam as membranas celulares, as quais, as conduzem a um dano celular irreversivel
nos lipidios das membranas, proteinas e acidos nucleicos (POTTER et al., 2010; MAIA
etal., 2013).
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As plantas desenvolveram mecanismos de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos
capazes de neutralizar a citotoxidade das EROs. O sistema celular de defesa
antioxidante enzimatico envolve as enzimas superdxido dismutase (SOD), peroxidase
de ascorbato (APX), peroxidase de fenois (POX) e catalase (CAT), capazes de eliminar
as espécies reativas de oxigénio, como sdo o caso dos: radical superéxido (O;),
oxigénio singleto (*O,), peroxido de hidrogénio (H,O,), radical hidroxila (OH"). J& o
sistema ndo enziméatico envolve componentes tais como: o ascorbato (AsA), a
glutationa (GSH) e o PB-caroteno. Tais antioxidantes podem evitar a formacdo de
radicais livres, sequestra-los ou promover sua degradacdo, prevenindo a ocorréncia de
danos as células das plantas (SERKEDJIEVA, 2011). Contudo, o equilibrio entre a
producdo e a neutralizacdo pode ser alterado, aumentando significativamente os niveis
intracelulares de ERQOS, ocasionando o estresse oxidativo. (CERQUEIRA et al., 2015;
NUNES JUNIOR et al., 2017; FREITAS, 2017).

Neste contexto, é importante considerar que ao se explorar comercialmente
qualquer cultura, os conhecimentos dos efeitos dos sais e da seca sobre a mesma séo
extremamente importantes, pois isto pode levar a um manejo adequado do cultivo, a fim
de aumentar o rendimento da cultura. Diante disso, estudos de mecanismos de tolerancia
a salinidade e a seca, e a identificacdo de espécies resistentes a tais fatores ambientais
sdo de fundamental importancia, pois sdo formas econdmicas e mais vidveis de
aumentar a produtividade agricola em regides aridas e semiéaridas.

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma espécie caracterizada por ampla
aclimatacdo, alto teor e qualidade do 6leo de suas sementes, sendo uma das culturas de
maior potencial para a producdo de biocombustivel, o que a insere no programa
nacional de producdo e de uso de biodiesel (SCHWERZ et al., 2016). Além da
qualidade do 6leo e do farelo, o girassol apresenta ampla adaptabilidade as condigdes
edafoclimaticas do Brasil e € mais tolerante a seca, a salinidade ao frio e ao calor do que
a maioria de outros cultivos agricolas no pais (DALCHIAVON et al., 2016; SOARES et
al., 2016).

O sucesso do estabelecimento da cultura do girassol no sistema produtivo
brasileiro depende, entre outros fatores, da utilizagdo de genoOtipos adaptados e com
caracteristicas mais adequadas as regides de cultivo, que facilitam as préaticas culturais,
diminuem o risco de perdas de producdo e aumentam a rentabilidade do produtor.
(DALCHIAVON et al., 2016).
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Portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da salinidade e da seca
sobre o crescimento, status hidrico, integridade as membranas celulares bem como a
contribuicdo de solutos organicos e inorganicos na contribuicdo ao ajustamento
osmotico e a resposta do dano oxidativo e do sistema antioxidante enzimatico e nédo

enzimatico em plantas de girassol (Helianthus annuus).

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da cultura do girassol.

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma dicotileddnea anual da familia
Asteraceae, originaria do continente americano, tendo como centro de origem o México.
A espécie adapta-se a diferentes condi¢fes ambientais, podendo ser cultivada do Norte
ao Sul do Brasil (SANTOS et al., 2016; SIMOES et al., 2018).

A planta do girassol apresenta grande diversidade de caracteristicas fenotipicas.
Possui caule robusto e ereto, com ou sem pelos, geralmente sem ramificagbes, com
diametro variando entre 15 e 90 mm e altura entre 0,5 a 4,0 m (MELO, 2012). Suas
folhas podem apresentar diversos formatos e tamanhos, sdo pecioladas, alternadas, com
comprimento e quantidades variadas. O sistema radicular é do tipo pivotante que,
quando deixado apos a colheita, promove uma consideravel reciclagem de nutrientes e
aumento da matéria organica do solo (CASTRO et al., 1996a).

O cultivo do girassol € uma opgéo viavel para os sistemas de rotacdo e sucessao
de culturas por apresentar caracteristicas agronémicas desejaveis, como ciclo curto,
ampla adaptabilidade as diferentes condicfes edafocliméticas, alta capacidade de
adaptacdo a variagdes de latitude, longitude e fotoperiodo. Além disso, é uma cultura
resistente ao frio e ao calor, ao ataque de pragas e doencas e potencializam cultivos
subsequentes devido seu sistema radicular promover melhoria nas condi¢fes quimicas,
fisicas e bioldgicas do solo (CARVALHO et al., 2015).

O girassol apresenta 6leo de alta qualidade para consumo humano e producéo de
biocombustiveis. A partir da extracdo do Oleo sdo gerados sub-produtos (tortas e
farelos) que podem ser utilizados na ragdo animal (SANTOS et al.,2015).

A inflorescéncia desta espécie é do tipo capitulo com formacédo plana, convexa
ou cdncava com didmetros de 6 a 50 cm, com numero de flores variando de 100 a 8000
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por capitulo (CASTRO et al., 1996b). As flores do disco produzem os frutos,
denominados aquénios (graos). As flores do raio, que sdo estéreis, servem para atrair
insetos polinizadores, particularmente abelhas que propiciam a fecundagdo cruzada
(CASTRO et al., 1996a).

Os aquénios tém formas oblongas, geralmente achatada, composto de pericarpo,
mesocarpo e endocarpo de tamanho, cor e teor de Oleo variavel conforme as
caracteristicas de cada cultivar. As améndoas contém baixo teor de fibras, entretanto so
ricas em Oleo e proteinas. Ja a casca contém uma baixa percentagem de 6leo (0,4 a
1,7%) e proteina bruta 1,7 a 4,5% com cerca de 50% de fibra crua (BORTOLINI et al.,
2012) (Figura 1).

A maturacdo das sementes de girassol é bastante complexa, pois em uma mesma
época podem ocorrer diferencas no grau de maturacdo entre capitulos de diferentes
plantas. Para Anderson (1975), a antese no girassol ocorre de forma desigual no
capitulo, da margem para o centro, de modo que as sementes de uma mesma planta se
encontram em diferentes estadios de desenvolvimento, o que dificulta a realizacdo da
colheita no ponto de maturidade fisiol6gica, comprometendo assim a qualidade das
sementes, pois para que um lote contenha boa qualidade € imprescindivel que a colheita
ocorra 0 mais proximo da maturidade fisioldgica das sementes (CASTRO et al., 1996b;
NEVES et al., 2005).

(© we. armstrong 2001 P —

Corolla of Ray Flower

Ovary of Ray Flower

Corolla of Disk Flower

.. T 1
A Ovary of Disk Flower / sty 3
e ?] Bract (Phyllary) (©WP. Amstrong 2001

Figura 1: Aspectos morfolégicos do capitulo de girassol (Helianthus annuus L.).

Devido suas caracteristicas morfofisiologicas o girassol é indicado para a
producéo de racdo animal e uso humano (alimenticio ou farmacéutico). Dos gréos pode
ser extraido cerca de 400 kg de 6leo, 250 kg de casca e 350 kg de torta para os animais,
com 45 a 50% de proteina bruta por tonelada (SIMOLIRA et al., 2011).

Na composicao das sementes de girassol, os lipidios absorvem menor quantidade

de agua do que sementes com baixo conteddo de 6leo (BALESEVIC-TUBIC et al.,
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2005). Dentre os dleos vegetais, o 6leo de girassol destaca-se por suas excelentes
caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais. Possui alta relacdo de &cidos graxos poli-
insaturados (69%) e saturados (11%), sendo que o teor de poliinsaturado é constituido,
em grande parte, pelo &cido linoléico (69%) (Tabela 1). Por essas caracteristicas, € um
dos oOleos vegetais de melhor qualidade nutricional e organoléptica do mundo
(DALCHIAVON et al., 2016). Adicionalmente, esse 6leo vem sendo também utilizado
para a producdo de biodiesel devido as suas qualidades excepcionais (NUNES JUNIOR
etal., 2017).

Tabela 1: ComposicGes de acidos graxos em sementes de girassol.

Oleo Monoinsaturado Polinsaturado Saturado
Alto oleico 82% 9% 9%
Meédio Oleico 65% 26% 9%
Girassol linoleico 20% 69% 11%
Canola 62% 32% 6%
Oliva 77% 9% 14%

Fonte: Embrapa Soja, 2007.

O girassol possui ciclo vegetativo relativamente curto variando entre 90 a 130
dias. Em média, o florescimento ocorre 60 dias apds a semeadura, possibilitando a
fecundacdo cruzada. Em lavouras comerciais, durante a floracao, as abelhas propiciam
aumento da producdo pela polinizagdo, ou seja, associada a producdo de aquénios, a
producdo de mel pode ser outra fonte de renda, visto que chega a produzir de 30 a 40 kg
de mel por hectare (MELO, 2012).

A cultura do girassol é pouco influenciada pela latitude, longitude e pelo
fotoperiodo. As faixas de temperatura toleradas pelo girassol giram em torno de 10 a 34
°C. As necessidades hidricas variam de 200 mm até 900 mm por ciclo, sendo que 200
mm bem distribuidos até os 70 dias apds a semeadura, sdo suficientes para obter uma
boa produtividade (Figura 2). O periodo de maior necessidade de agua é entre os 10 e 0
15 dias, anterior ao inicio do florescimento e de 10 a 15 dias apds o final da floracao
(INMET, 2015; DALCHIAVON et al., 2016).
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Fase vegetativa I Fase reprodutiva
. = Enchimento o
("'""m_""""/ Crescimento HForagio de M.ﬂur‘.n\.m
Emergéncia = fisiologica
aquénios
Lento | Acckrado
Duragio Duragio: Duragio: Duragio:
4 a 10 dias S0 a70 dias 10 a 15 dias 20 a 30 dias Duragio:
Temp. 23°C Temperatura 23 a 28°C Temp. <35°C | Temp. 202 24°C 15 a 25 dias
Agua/dix Agua/dia: Aguv/dix Agun/dix Periodo seco
05207 mm 0.7 a6,0 mm 6,0 28,0 mm 40260 mm

Figura 2: Representacdo esquematica da duracdo das principais fases de desenvolvimento do
girassol (Helianthus annuus L.), com as respectivas exigéncias térmicas e hidricas. (Adaptado
da apresentacdo de Sergio Gongalves da Embrapa Soja).

Toda a area agricola do Brasil é adequada para o cultivo do girassol devido a
condigBes climéticas satisfatorias e caracteristicas agrondmicas desta cultura, como
tolerancia ao déficit hidrico, baixa incidéncia de pragas e doencas e rendimento nédo
afetado por latitudes, altitudes e fotoperiodo (EMBRAPA, 2013). No entanto, para o
plantio do girassol sdo indicados os solos de textura média, profunda com boa
drenagem, razodavel fertilidade e pH variavel de acido a neutro (superior a pH 5,2)
(LIRA et al., 2011).

A alta eficiéncia em explorar a &gua disponivel no solo para seu
desenvolvimento e sua tolerancia a ampla faixa de temperatura, faz com que o girassol
seja capaz de produzir grande quantidade de matéria seca sob condi¢cbes de estresse

hidrico, sem reducdo significativa da produgdo (CASTRO & FARIA, 2005).

2.2 Importancia econdmica do girassol

O girassol é uma espécie produtora de gréos e forragem de facil adaptacdo aos
diversos ambientes, apesar de ndo ter a mesma tradicdo de cultivo no pais como o

algoddo, o milho e a soja, dentre outras culturas. Produz um o0leo com excelente
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qualidade industrial e nutricional, sendo sua principal utilizagdo como 6leo comestivel.
Além disso, a torta produzida como subproduto da extracdo do 6leo é uma excelente
racdo animal; associagdes do cultivo de girassol com a apicultura aumentam tanto a
producdo de mel como o proprio 06leo, pela a¢do polinizadora e; o 6leo vem ganhado
espaco no mercado do biocombustivel por sua excelente qualidade fisico-quimico
(LIRA et al., 2011).

Caracterizada como uma glicofita da familia Asteraceae, o girassol é
economicamente importante e possui ciclo fenolégico anual. No Brasil, o interesse pelo
plantio de girassol vem crescendo devido a busca por novas op¢oes de cultivo para a
agricultura familiar e diversificacdo de culturas, além do aumento da demanda das
indUstrias por 6leo de melhor qualidade para producdo de biocombustiveis (CONAB,
2010; SCHWERZ et al., 2016).

O girassol destaca-se entre as oleaginosas devido ao elevado teor de 6leo em
suas sementes com quantidades superiores a 50%. O 06leo apresenta um contetdo de
acido linoleico, acima de 68%, ideal para a producdo de biodiesel (WU et al., 2015;
SCHWERZ et al., 2016). Somando-se a estes fatores, o0 alto potencial desta espécie para
o cultivo em larga escala, inclusive nas regides aridas e semiaridas, esta ligado a sua
resisténcia a falta de agua e a baixas temperaturas. Ainda, com base em indicadores de
estresse hidrico, é considerada uma espécie de tolerancia moderada a seca e salinidade
(OLIVEIRA et al., 2014; NUNES JUNIOR et al., 2017)

A implantacdo do Programa de Biodiesel no Brasil, que determina a adi¢ao
crescente de 6leos de origem vegetal ao diesel, serviu como incentivo a producdo de
varias culturas, particularmente as oleaginosas (SILVA & FREITAS, 2008). As
espécies mais cultivadas para producdo de biodiesel no pais sdo: algodao, amendoim,
canola, crambe, girassol, soja, dendé, mamona e pinhdo manso (TRZECIAK et al.,
2008).

A produtividade media nacional de girassol, prevista para a safra 2016/17 devera
ser da ordem de 1.419 kg/ha, significando aumento de 14,9%, em relagdo a safra
2015/16 (CONAB, 2017). A cotacdo média da saca de 60 kg nos principais estados
produtores teve registro de baixa em reais, devido a maior oferta do produto no més de
mar¢o/17, ficando abaixo da meédia anual de 2016, em 3,5%. Por sua vez, a cotacao
média do dolar no periodo de 05/03/2017 a 04/04/2017 foi de R$ 3,13 (BACEN, 2017)
(Tabela 2).

Tabela 2: Pregcos(R$) recebidos por produtor para cada saca de 60 kg de gréos de girassol.
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Periodo GO MT RS Meédia mensal

01/2016 64,50 60,00 75,51 66,67
02/2016 68,75 60,00 74,67 67,81
03/2016 66,50 60,00 69,06 65,19
04/2016 66,80 60,00 68,00 64,93
05/2016 59,96 60,00 72,19 64,05
06/2016 61,2 60,00 79,30 66,83
07/2016 56,63 60,00 73,94 63,52
08/2016 59,87 60,00 68,88 62,92
09/2016 62,13 60,00 68,47 63,53
10/2016 63,25 60,00 66,63 63,29
11/2016 66,00 60,00 66,78 64,26
12/2016 68,92 60,00 68,50 65,81
Média anual 63,71 60,00 70,99 64,90
01/2017 65,58 62,00 66,44 61,67
02/2017 57,83 62,00 65,68 61,84
03/2017 55,10 66,80 62,50 61,47
Média anual 59,50 63,60 64,87 62,66

Fonte: Conab/Geint (2017)

Em relacdo a produtividade de girassol, enquanto a media mundial é de cerca de
1300 kg/ha, no Brasil a produtividade média estd em torno de 1500 kg/ha. Mesmo com
a expansdo desordenada da cultura, falta de zoneamento agroclimatico e fitossanitério,
além da assisténcia técnica ser pouco capacitada, em condi¢Ges de campo e em regides
com mais tradi¢do de cultivo as produtividades medias alcangam 2000 kg/ha.

Considerando que o girassol ¢ uma cultura de segunda safra (ou safrinha) no
Brasil, baseando nas produtividades alcancadas, estima-se que o pais podera vir a ser
um dos protagonistas na cultura, ndo sé em produtividade, como também em area
cultivada (EMBRAPA SOJA, 2017).

O cultivo do girassol vem-se consolidando como cultura alternativa em sucessédo
ao milho e a soja, pela tolerancia ao déficit hidrico. Sua elevada capacidade de ciclagem
de nutrientes proporcionada pela absor¢cdo em maiores profundidades e sua reduzida
taxa de exportacdo de nutrientes, tém favorecido o interesse dos produtores pela cultura
(AQUINO et al., 2013).

O Nordeste brasileiro € outra regido que vem testando o girassol, com grandes

possibilidades de sucesso. Nessa regido, o girassol consiste numa cultura de interesse
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para a pequena propriedade, ja que, pelo alto teor de 6leo no grao, permite a extracao
mecanica do 6leo, que pode ser centralizada nas comunidades e associa¢des rurais,
utilizando prensas simples. Esse aspecto proporciona a agregacao de valor ao produto,
contribuindo para a sustentabilidade da agricultura familiar, que além de fornecer dleo
comestivel de excelente qualidade, fornece como coproduto, torta de girassol para o
arracoamento da pecuéria local (EMBRAPA SOJA, 2017).

Segundo o Conab (Campanha Nacional de Abastecimento — Agricola, 2014), o
Nordeste brasileiro contribuiu com 2% do total produzido no pais, destacando-se apenas
os estados do Rio Grande do Norte e Ceara (Tabela 3). A introducdo do girassol, em
areas desmatadas e degradadas do semiarido, para producdo do biodiesel representa um

grande ganho ambiental para esta regiao.

Tabela 3: Girassol no Nordeste e Centro-oeste nas safras de 2012/2013 e 2013/2014.

Discriminacéo Safra 2012/2013 Safra 2013/2014
NORDESTE NORDESTE NORDESTE
Area (mil ha) 0,5 0,2

Producéo (mil t) 0,2 --

Produtividade (kg/hd) 422 kg/ha 428 kg/ha
CENTRO-OESTE CENTRO-OESTE CENTRO-OESTE
Area (mil ha) 55,2 122,7

Producéo (mil t) 91,9 250,3
Produtividade (kg/ha) 1.666 2.040

Fonte: Conab, 2014

A rotacdo com culturas alimenticias também favorece a preservacdo do meio
ambiente, pois a partir da utilizacdo destas areas, que outrora ndo estavam sendo
aproveitadas, ndo haverd a necessidade de desmatamentos de novas areas para O
suprimento alimentar/industrial da populagdo (EMBRAPA SOJA, 2011). A ma
distribuicdo e a ndo ocupacdo das terras abandonadas, parecem contribuir para que a
producdo, o processamento e 0 consumo da oleaginosa, bem como dos seus principais
derivados sejam cotados para o cultivo e o aproveitamento destas regides (LEITE et al.,
2005).

Desde 0 ano de 2005, os dados da exploracdo de girassol no Nordeste tém sido
levantados pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica). Estudos
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realizados pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Norte (EMPARN)
tem mostrado que o girassol possui ampla adaptabilidade a diversos ambientes, podendo
inclusive ser cultivado em regides semiéridas e tropicais de praticamente todo o Estado.
Ensaios realizados nos municipios Norte-Riograndenses de Apodi, Ipanguacu e
Canguaretama, em duas redes experimentais nos anos agricolas de 2006 e 2007,
registraram médias de producdo que variaram de 1300 a 2700 kg ha™, superiores &
média nacional de 1500 kg ha™, o que evidencia as condicdes edafoclimaticas propicias
ao desenvolvimento de cultura do girassol no Rio Grande do Norte (LIRA et al., 2011).

O girassol pode ter todas as suas partes vegetais aproveitadas, com funcdes
diversas e 0 seu cultivo tem despertado interesse em todo o mundo, devido a sua
reconhecida importancia socioeconémica; especialmente pelo uso como planta
forrageira para alimentacdo animal, como planta melifera, ornamental, na producdo de
6leo para alimentacdo humana e producédo de biocombustiveis (ANDRADE et al., 2014)

Além dos inimeros produtos finais que a cultura do girassol disponibiliza para
0s produtores que a cultiva, desde 2006 no Brasil os produtores obtiveram um estimulo
com a busca por energias renovaveis. Assim, o girassol comeca a competir com outras
culturas e com os interesses dos seus produtos finais, por exemplo, a producdo do seu
6leo destinado a fins comestiveis ou ainda para producdo de biocombustivel. O girassol
apresenta-se como uma cultura promissora para a reparacao de solos degradados e como
uma cultura de segunda safra, aumentando o lucro final, sobretudo, para o pequeno
produtor (SOARES et al., 2016)

No entanto, como qualquer outra cultura o girassol e apesar dessa cultura se
adaptar facil a ambientes hostis (com déficit hidrico elevado e solos salinizados), ela

ainda precisa de estudos para suprir as suas exigéncias nutricionais.

2.3 A seca e a salinizacéo dos solos do Nordeste brasileiro.

A agricultura, em varias partes do mundo, porém mais intensamente em regides
aridas e semiaridas, esta enfrentando problemas com a falta de recursos hidricos
adequados. No entanto, a irrigacdo foi adotada nestas regides como a melhor prética
para garantir a producdo agricola mediante a seca. Contudo, a gestdo inadequada da
irrigacdo, através do uso de agua contendo altas concentracbes de sais, associada a
evaporacéo elevada e chuvas insuficientes para lixiviar os sais do solo, contribuem para

a acumulacdo de sais e a salinizagdo de areas irrigadas, acarretando problemas
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ambientais como a contaminacdo de lengois freaticos. (CARVALHO et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2014).

De acordo com Travassos et al. (2012), na regido Nordeste do Brasil sdo
explorados milhares de pogos cujas aguas sdo utilizadas para a irrigacdo, representando
um importante insumo na cadeia produtiva. Contudo, quando salobra (CE> 2,2 dSm™),
a agua pode salinizar as areas, agravando os problemas de salinidade e desertificacdo do
solo (LACERDA et al., 2011).

O uso de aguas salinas na irrigacdo para producdo vegetal ¢ um desafio que vem
sendo superado com o sucesso em diversas partes do mundo, com a adoc¢édo de praticas
de manejo da cultura, do solo e da &gua de irrigacdo (RIBEIRO et al., 2010). Dentre as
préaticas de manejo recomendadas para se produzir satisfatoriamente, em condicdes de
solo ou de agua com altos riscos de salinizacdo, destaca-se o uso de plantas tolerantes a
salinidade, o que torna importante os estudos que visem avaliar a sensibilidade das
espécies ao estresse salino ou déficit hidrico (TRAVASSOS et al., 2012).

Apesar de o Brasil apresentar um grande potencial para a produgdo de espécies
que podem ser utilizadas na agricultura familiar ou na producéo do biodiesel, como é o
caso das oleaginosas, o0 pais vem perdendo constantemente areas consideradas
agricultaveis (DANTAS et al., 2006). Na regido Nordeste do Brasil, por exemplo, de
aproximadamente 1.600.000 km? de terras, cerca de 90% sdo caracterizados como
insuficientes em agua, constituindo o chamado “poligono das secas”, onde 88,6% do
territério do Rio Grande do Norte esta inserido (DANTAS et al., 2002).

Na regido Nordeste do Brasil, onde a viabilidade de diversificagdo de cultivo
agricola é escassa, 0 mercado emergente de biodiesel pode auxiliar no desenvolvimento
do setor agricola local. Esta regido do pais possui imensa diversidade de plantas
oleaginosas que na sua maioria ainda precisam ser estudadas, exploradas e, em alguns
casos, domesticadas e preservadas (BELTRAO & OLIVEIRA, 2007). Apesar disto,
devido a aridez da regido, a agricultura irrigada, pela escassez de chuva, vem se
expandindo e com ela, a salinidade dos solos vem crescendo e ocupando areas cada vez
mais extensas (RIBEIRO, 2010).

2.4 Efeitos do déficit hidrico e estresse salino nas plantas.

A seca é provavelmente um dos mais importantes fatores que limita a

produtividade agricola nas grandes regides do mundo, principalmente nas regides
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semiaridas (ZANETTI et al., 2016). Tal condigdo afeta a absorcdo de agua e nutrientes,
a germinacdo da semente, o fechamento e abertura dos estdmatos, a atividade
fotossintética, a transpiracdo, a atividade enzimtica e VArios outros processos
fisioldgicos e metabolicos (CASTRO & FARIAS, 2005). O efeito desse estresse na
planta é caracterizado pelo componente osmotico, sendo a perda de turgor um dos
primeiros sintomas da falta de &gua nos tecidos vegetais, com consequente reducdo do
crescimento celular, na taxa de expansdo foliar e em menor grau, na taxa de
aparecimento das folhas (GHOBADI et al., 2013).

O estresse salino, assim como o déficit hidrico, apresenta o componente
osmético, causado por uma diminuigdo no potencial hidrico do solo, e pode levar as
plantas a uma condicdo de seca fisioldgica, onde a 4gua esta presente no ambiente, mas
ndo esta disponivel, devido a hiperosmolaridade da solucdo do solo (SMITH et al.,
2010). Adicionalmente, a salinidade possui ainda o componente iénico, gerado pela
absorcdo e acumulagio de fons como Na® e CI" nos diferentes 6rgdos da planta
(GUEDES FILHO, et al., 2015). O excesso de Na" e principalmente o excesso de CI" no
protoplasma, ocasionam disturbios em relacdo ao balanco i6nico, bem como o efeito
especifico dos ions sobre as enzimas e membranas (LARCHER, 2004). Para Koyro
(2006), o estresse osmatico gerado pela seca e salinidade representam 0s mais comuns
estresses ambientais, que limitam o crescimento vegetal e a produtividade das culturas.

Em condi¢cbes de déficit hidrico e salinidade determinados processos como a
sintese de proteinas, metabolismo de lipidios e fotossintese sdo afetados.
Uma das respostas iniciais das plantas aos estresses é a reducdo da expansdo da
superficie foliar, que acompanha a intensificagdo do estresse, promovendo redugédo nas
concentragfes de carboidratos tornando-os indispensaveis para o desenvolvimento
celular (GUEDES FILHO, et al., 2015). Contudo, as plantas desenvolvem mecanismos
para manter o status hidrico, denominado ajustamento osméticos (CARVALHO et al.,
2015).

2.5 O ajustamento osmatico nas plantas

Uma estratégia para garantir a manutencdo da homeostase hidrica € o
ajustamento osmotico, ou osmorregulacdo, que consiste na sintese e acumulacdo de
solutos orgénicos compativeis no citosol (BUCHANAN et al., 2009) e na absorcdo de

fons inorganicos, tais como Na*, K* e CI', que sdo compartimentalizados principalmente
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nos vacuolos. Como consequéncia dessas acdes, o potencial osmotico é reduzido e o
potencial de turgescéncia da célula é aumentando, garantindo a absorcdo de &gua e a
manutenc¢do do crescimento celular (SILVEIRA et al., 2010), além de mudancas na rota
fotossintética, inducdo de enzimas antioxidantes, aumento no crescimento da raiz,
dentre outros (MELO, 2012).

Solutos orgénicos, mais especificamente 0s osmdlitos compativeis, sao
sintetizados em condigcdes de estresse hidrico e salino, auxiliando no ajustamento
osmotico, na protecdo subcelular e na reducdo de danos oxidativos (BUCHANAN et al.,
2002). Os osmoprotetores mais comumente estudados e que contribuem na
osmorregulacdo em diferentes espécies sdo 0s acUcares, as proteinas, a prolina e
aminodcidos livres totais (KOSKEROSGLU & TUNA, 2010; OLIVEIRA et al., 2014).
Esses osmolitos tém sido estudado intensamente em plantas sob condicdes de estresse
salino e déficit hidrico (MELO et al., 2016), pois plantas com altas concentracfes de
prolina, manitol ou outros produtos provenientes do metabolismo de acUcares,
comumente estdo associados a possivel tolerancia aos efeitos causados pelo déficit
hidrico ou toxicidade por ions salinos (TAJI et al., 2004).

Esses osmorreguladores sdo importantes para o balango osmético e a0 mesmo
tempo, compativeis com o metabolismo celular e podem se concentrar distintamente em
diferentes partes da planta e cada um deles pode apresentar um efeito fisioldgico
diferente, ou seja, enquanto alguns podem proteger enzimas e estruturas Orgao-
especificas, outros podem contribuir para o balango osmético parcial da planta, evitando
o0 acumulo de solutos inorganicos (ALBUQUERQUE et al., 2013).

Os osmdlitos intracelulares incluem os ions inorganicos, que sédo absorvidos
principalmente do meio em que as plantas se encontram, sendo esses sequestrados no
vacuolo, transportados para balancear o baixo potencial osmotico nos vacuolos
(SHABALA et al., 2011; 2012). Em algumas espécies, a acumulagio dos ions Na* e CI’
também favorece o ajustamento osmotico e a reducdo do potencial hidrico da planta.
Porém, a exposi¢do ao excesso de sais por um longo periodo pode causar na planta
danos por toxicidade, quando ndo exportados, secretados ou compartimentados
adequadamente (FRICKE et al., 2006).

2.6 Danos oxidativos e a resposta antioxidativa
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Dentre todas as atividades que dependem do turgor celular a fotossintese é uma
das varidveis que apresentam maior sensibilidade a seca (LAWLOR; TEZARA, 2009).
Assim, os teores de pigmentos fotossintéticos sdo frequentemente utilizados para
estimar a capacidade fotossintética das plantas na ocorréncia de diversos estresses
ambientais (LEPEDUS et al., 2017). Neste caso, fatores ligados & eficiéncia
fotossintética e consequentemente ao crescimento e adaptabilidade a diversos ambientes
estdo diretamente relacionados aos teores das clorofilas a e b, além dos carotendides,
(SANTOS et al., 2011).

Uma consequéncia direta dos efeitos primarios do estresse salino e/ou do déficit
hidrico é o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo prejudiciais as
células vegetais em concentracGes elevadas, mas que, em niveis relativamente baixos,
podem atuar como moléculas sinalizadoras de mecanismos que minimizam o estresse
abiotico (PANG & WANG, 2008). Essas EROs, produzidas durante o estresse salino,
podem causar danos nas membranas celulares, nos pigmentos fotossintéticos, nas
proteinas e nos lipidios e nos &cidos nucleicos (OLIVEIRA, 2012). Contudo, a
peroxidacdo lipidica e a carbonilacdo de proteinas, induzidas por radicais livres, sdo 0s
danos moleculares mais expressivos deste processo metabélico degenerativo molecular
(REN et al., 2016; NUNES JUNIOR et al., 2016)

Existem muitas fontes das EROs na planta, algumas delas estdo envolvidas em
reaces normais do metabolismo, como na fotossintese e a respiracdo. Nesses
processos, 0 oxigénio molecular pode seguir duas rotas, a das oxidases, a qual consiste
na formacdo de agua pela transferéncia de quatro elétrons para o oxigénio na cadeia
respiratoria (reducao tetravalente), acoplada a fosforilacdo oxidativa que forma ATP; e a
rota das oxigenases, culminando na formacgdo das EROs, na forma de oxigénio singleto
(20,), perdxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OHe) e 4nion superdxido (O;7),
através da transferéncia de um elétron de cada vez para o oxigénio (reducdo univalente)
(MITTLER, 2002; BARBOSA et al., 2014).

Essas moléculas toxicas sdo formadas durante funcbes metabolicas normais nos
peroxissomos ou induzidas por estimulos ambientais aos quais as plantas estdo
constantemente expostas (SHARMA et al., 2012; NUNES JUNIOR et al., 2016). As
EROs sdo, sobretudo, subprodutos do metabolismo celular regular, mas podem ser
geradas com a destruicdo do sistema de transporte de elétrons durante condicdes de

estresse. O principal ponto de producdo de EROs na célula durante o estresse séo as
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organelas com alta atividade de oxidacdo metabolica ou com fluxos de elétrons
sustentados: cloroplastos e mitocondrias (ARAUJO et al., 2017).

Nos cloroplastos, a formagdo de EROs esta relacionadas com eventos da
fotossintese e nas mitocondrias a produ¢do de EROs esta relacionadas ao fenémeno de
fotorrespiracdo e outra forma de producdo de H,0,. A producdo de EROs em
mitocondrias de plantas recebeu pouca aten¢do no passado, mas dados recentes sugerem
que tais organelas podem ser fontes de EROs sobre condic¢Oes de estresse especifica
(VITAL, 2014).

Ainda, ndo estd totalmente elucidado o papel da producdo e controle das
concentragfes de EROs durante o estresse hidrico em plantas. De maneira geral, 0s
estresses abidticos estdo associados a producdo de EROs, sendo, em baixas
concentragdes, necessarios como sinalizadores do processo de aclimatacdo das plantas
(REN et al., 2016). No entanto, quando ha um desequilibrio entre producdo e
eliminacdo, desencadeiam-se danos as proteinas e aos &cidos nucleicos, além da
peroxidacao de lipidios de membrana, podendo levar as células do organismo a morte
(MILLER et al., 2010). Todavia, as plantas apresentam mecanismos de defesa contra as
EROs representadas por enzimas antioxidantes que incluem a superéxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT), a ascorbato peroxidase (APX), peroxidase de fen6s (POX),
dente outros (MUNNE-BOSCH et al., 2013; ARAUJO et al., 2017).

2.7 Enzimas antioxidantes

As superdxido dismutases (SOD) desempenham papel chave no sistema de
defesa antioxidante por serem enzimas catalisadoras da dismutacdo do superoxido (O,")
a perdxido de hidrogénio (H,O;) e oxigénio (O,) (CATANEDO, et al., 2010). As SOD’s
sdo metaloenzimas que ocorrem em trés diferentes formas moleculares, podendo estar
ligadas a um grupo metalico (Cu/Zn, Mn e Fe). As plantas normalmente tém Cu/Zn-
SOD no citosol, Cu/Zn e/ou Fe-SOD no cloroplasto e Mn-SOD na mitocondria. As
SOD’s sdo consideradas importantes agentes antioxidantes, porém, em elevadas
concentracdes nas células animais e bacterianas, podem induzir disfuncdes e morte
celular (BAKER & ORLANDI, 1995; CATANEDO, et al., 2010).
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Ja a Catalase ¢ uma hemeproteina (uma enzima que contém um grupamento
heme em sua estrutura) citoplasmatica que catalisa a redugdo do H,O, em &agua e O,,
sem utilizar antioxidante ndo enziméatico (MAIA, 2008). Essa enzima é encontrada em
todos os eucariotos aerobios e € muito importante na remocdo do perdxido de
hidrogénio produzido nos peroxissomas e glioxissomas pelas oxidases, envolvidas na -
oxidacdo de &cidos graxos, nas reacdes do glioxilato (fotorrespiragdo) e no catabolismo
das purinas (CARVALHO, 2011).

As peroxidases sdo, provavelmente, as enzimas mais amplamente distribuidas na
célula, sendo aparentemente, as mais estaveis das enzimas associadas com a oxidacgéo
em tecidos de plantas (MAIA, 2004). As peroxidases de plantas sdo glicoproteinas que
contém um grupamento heme em sua estrutura e possuem a fungdo bésica de catalisar a
oxidacdo do peroxido de hidrogénio a partir de numerosas espécies de substratos
organicos e inorganicos, tais como citocromo C, nitrito, ascorbato e outros
(ZAMOCKY et al., 2001; CAVALCANTE, 2007).

No grande grupo das peroxidades as ascorbato peroxidases (APX) sdo heme-
peroxidases cujo grupo prostético é uma protoporfirina. As APXs apresentam alta
especificidade por ascorbato, o qual funciona como substrato redutor. Em geral, sdo
inibidas por cianeto e azida e, em conjunto com as CATSs, catalisam a reducéo de H,0,
para agua no meio intracelular (MAIA, 2004). Adicionalmente, as peroxidases de fendis
(POX) sdo ativas principalmente na lignificacdo da parede celular. A oxidacdo dos
alcoois hidroxicinamico, precursores imediatos da lignina, é catalisada por POXs,
resultando na producdo de radicais fenoxi-mesoméricos que reagem espontaneamente
durante a deposicao de lignina na parede celular (DATTA & MUTHUKRISHUNAN,
1999).

O conhecimento sobre as diversas estratégias utilizadas pelas plantas para
sobreviver mediante os estresses abiotico, déficit hidrico e estresse salino, permite o
melhor manuseio das culturas, principalmente para a expansdo agricola no nordeste
Brasileiro. E levando em consideragdo a importancia da expanséo agricola utilizando a
cultura do girassol, como planta promissora para o cultivo nas regides aridas e

semiaridas do nordeste.
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CAPITULO 11

ALTERACOES EM INDICADORES FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS EM
GENOTIPOS DE GIRASSOL SUBMETIDOS A SECA E SALINIDADE

Resumo — Este trabalho avaliou efeitos da salinidade e da seca nos indicadores de
crescimento, status hidrico e integridade de membranas e a possivel contribuicdo de
solutos organicos e inorganicos envolvidos no ajustamento osmético da cultura do
girassol. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 5 repetices.
Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2x3, com o primeiro fator
correspondente aos dois genotipos de girassol avaliados (Catissol 01 e Helio 253) e o
segundo aos agentes estressores [cloreto de sddio (NaCl), polietilenoglicol (PEG 6000)
e controle], simulando a salinidade e a seca. Os resultados mostraram que o NaCl e o
PEG 6000 provocam alteraces negativas nos indicadores de crescimento, status hidrico
e integridade de membranas dos dois genoétipos, sendo Catissol 01 o mais sensivel.
Independente do gen6tipo e 6rgdo, o NaCl provocou o aumento de Na* e diminuicéo de
K", aumentando a relacdo Na'/K* acima de 1 e gerando a toxidez idnica. O NaCl e o
PEG 6000 induziram alteragdes no metabolismo dos carboidratos e dos compostos
nitrogenados. Tais respostas variaram entre 0s genotipos, tratamentos e 6rgaos
evidenciando a participacdo de aminoacidos e prolina na osmorregulacdo de plantulas

de girassol.

Palavras-chave: Helianthus annuus L. indicadores de crescimento. status hidrico.

danos de membranas. osmorreguladores.

CHANGES IN PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL INDICATORS IN
SUNFLOWER GENOTYPES SUBMITTED TO DROUGHT AND SALINITY

Abstract: This work evaluated the effects of salinity and drought in growth indicators,
water status and membrane integrity as well as the possible contribution of organic and
inorganic solutes involved in the osmotic adjustment of two sunflower genotypes

submitted to stress agents sodium chloride (NaCl) and polyethylene glycol (PEG 6000)
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simulating respectively salinity and drougth. The experimental design was completely
randomized, with a 2x3 factorial, with two sunflower genotypes (Catissol 01 and Helio
253) and three treatments (Control, 100mM NaCl and -0.50 MPa PEG 6000), with 5
replicates for each treatment and each genotype. The results showed that NaCl and PEG
6000 cause negative changes in growth indicators, water status and membrane integrity
of the two genotypes, with Catissol 01 being the most sensitive. Considering the
inorganic solutes, regardless of genotype and organ analyzed, NaCl caused an increase
in Na" and decrease of K", increasing Na'/K" ratio above 1 and generating ionic
toxicity. Regarding organic solutes, NaCl and PEG 6000 induced changes in the
metabolism of carbohydrates and nitrogen compounds. Such responses varied between
genotypes, treatments and among the organs evidencing the participation of amino acids
and proline in the osmoregulation of sunflower plants.

Keywords: Helianthus annuus L. growth indicators. water status. membrane damage.

osmoregulators.

1. INTRODUCAO

A salinidade e o déficit hidrico sdo fatores abioticos limitantes da producéo
agricola no semiarido, causando graves perdas no rendimento agricola de inumeras
espécies (HA et al., 2014). O efeito em comum de ambos 0s estresses nas plantas é a
perda da homeostase hidrica, afetando os processos de absor¢do, acimulo e manutencao
do conteido de &gua e de ions nos tecidos. A limitada disponibilidade de agua nos
tecidos desencadeia danos celulares levando a desidratagéo, perda de turgor nas células
e restricdo no crescimento, uma vez que as taxas de elongacdo e de divisdo celular
dependem diretamente do processo de extensibilidade da parede celular (D’ SOUZA e
DEVERAJ, 2010; GHOBADI et al., 2013).

As concentracdes excessivas de jons salinos (principalmente Na* e CI), além de
causar a perda da homeostase hidrica, pode provoca uma toxicidade i6nica gerando,
danos metabolicos, fisioldgicos, estresse oxidativo, e desbalan¢o nutricionais causado
pela interferéncia na absorcdo de nutrientes essenciais (RAHDARI & HOSEINI, 2012;
MONTEIRO, et al., 2014).

Os fons salinos (Na* e CI) afetam a absorcéo de nutrientes através da interagdo
competitiva com o calcio e o potassio que ocorre na rizosfera e interfere diretamente nas

relagdes Na*/Ca®* e Na'/K*, induzindo a deficiéncia de Ca** e K*, importantes para a
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manutencdo do metabolismo vegetal (NING et al., 2015; SILVA et al., 2015). As
plantas tém desenvolvido mecanismos complexos para suportar o estresse salino que
incluem: 1) acumulacdo dos ions nos diferentes tecidos da planta para assegurar a
absorcdo de agua (ajustamento osmdtico), 1) capacidade para evitar translocacdo de
ions desde a raiz a parte aérea. 1l1) compartimentalizacdo de ions toxicos em vacuolos
das células e IV) mecanismos de exclusdo de Na* através da membrana plasmatica.
(RODRIGUES et al., 2013; ROY; NEGRAO & TESTER, 2014)

Uma estratégia para garantir a manutencdo da homeostase hidrica é o
ajustamento osmotico, ou osmorregulacdo, que consiste na sintese e acumulo de solutos
organicos compativeis no citosol e na absorcao de ions inorganicos, tais como Na+, K+
e Cl-, que sdo compartimentalizados nos vacuolos, reduzindo o potencial osmotico e
aumentando o potencial de turgescéncia celular (MELO et al., 2017).

Nas células, os compostos inorganicos e organicos agem como osmdlitos
citoplasmaticos, diminuindo o potencial hidrico foliar (Yw), o que aumenta a
capacidade de absorcdo de agua das plantas e atenua os efeitos do déficit hidrico no
conteddo relativo de adgua da planta, pois facilita a absorcdo e retém agua nos tecidos e
ainda, protege e estabiliza macromoléculas (ex. proteinas) e estruturas celulares como
membranas e cloroplastos (ZRIG et al., 2015).

Os osmoprotetores mais comumente estudados e que contribuem na
osmorregulacdo em diferentes espécies sdo os agucares (D’SOUZA & DEVARAJ,
2010), as proteinas (OLIVEIRA et al., 2014), a prolina (SANTOS et al., 2014) e
aminoacidos livres totais. Dessa forma, a homeostase osmética e ibnica € essencial para
0 crescimento dos vegetais em condi¢des de seca e salinidade.

No Brasil, as areas salinizadas estdo localizadas principalmente na regido
semiarida do Nordeste (SANCHES et al., 2015). O girassol & uma oleaginosa de grande
importancia no contexto energético brasileiro. Contudo, apesar da variabilidade na
exploracdo desta espécie em regides semiaridas, a falta de 4gua e a salinidade do solo
podem inibir o seu crescimento e rendimento resultando em perdas de qualidade de
aquénios e 6leo (CENTENO et al., 2014; DANTAS et al., 2017).

Informacdes sobre os efeitos da salinidade e déficit hidrico sobre o girassol pode
contribuir para a elaboracéo de estratégias para mitigar seus efeitos negativos, como por
exemplo, 0 manejo mais adequado da irrigacdo. Neste sentido, este trabalho foi
realizado para investigar: 1) Os efeitos da salinidade e da seca nos indicadores de
crescimento, status hidrico e integridade de membranas do girassol; 2) Analisar a
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possivel contribuicdo de solutos organicos e inorganicos envolvidos no ajustamento

osmatico da cultura.

2.MATERIAIS E METODOS

Conducéo do experimento

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Laboratério de Estudos
em Biotecnologia Vegetal, no Centro de Biociéncias da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte — UFRN, Natal-RN (5°47’ de latitude ao sul; 35°12” de longitude a
oeste e altitude de 30,9 m) durante o primeiro semestre de 2016.

Para isso, utilizou-se sementes de girassol dos gendtipos Catissol 01 de gendtipo
aberto e Hélio 253 de gendtipo fechado, fornecidas pela Empresa de Pesquisa
Agropecuaria do Rio Grande do Norte — EMPARN e HELIAGRO, respectivamente. As
sementes foram selecionadas e desinfestadas para posterior germinacdo em sistema de
rolo em papel toalha do tipo Germitest® (VIEIRA & CARVALHO, 1994).

Apoés a germinacdo, as plantulas com sete dias e com aproximadamente 15 cm
foram fixadas em placas de isopor e colocadas dentro de frascos plasticos individuais
flutuando sobre 0,85 L de solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) com Y4 de
forca e pH 6,0. Diariamente, o volume da solucdo nutritiva foi completado para
compensar a perda por evapotranspiragdo. Os frascos contendo as plantulas foram
mantidos durante 22 dias em casa de vegetacdo sob a temperatura de 30+5°C e umidade
relativa do ar de 40+10%. A cada sete dias a solugéo hidropdnica foi renovada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco
repeticdes. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2x3, em que o
primeiro fator correspondeu aos dois genotipos avaliados (Catissol 01 e Helio 253) e, 0
segundo, agentes estressores [cloreto de sddio (NaCl), polietilenoglicol (PEG 6000) e

controle].

Determinacéo dos indicadores de crescimento
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Ap0s 22 dias de aclimatacgdo, as plantulas de girassol dos dois genotipos foram
selecionadas e padronizadas para desenvolvimento deste experimento. Dentre as 100
plantas cultivadas; de cada genotipo, 11 foram coletadas no tempo zero (T0). A coleta
destes dados permitiu a determinacdo de indicadores de crescimento (SILVA et al.,
2000).

Logo apds a primeira coleta, as plantas foram submetidas aos trés agentes
estressores, que foram distribuidos em solucgdes nutritivas de Hoagland e Arnon (1950)
com modificagOes e constituidos de: controle — solugdo nutritiva; sal — solucéo nutritiva
+ 100 mM de NaCl; e PEG — solucdo nutritiva + 212 g.L* de PEG 6000
(correspondente a -0,50 MPa), sendo as solucGes de PEG 6000 isosmética da salina
calculadas de acordo com Vilella et al, 1991. As plantas foram entdo mantidas em casa
de vegetacdo, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente, durante 48 horas.

Ao final das 48 horas de cultivo nos tratamentos, determinado pela tolerancia
das plantas ao PEG, as plantas foram coletadas no tempo final (T1) e feito 0 mesmo
processo da coleta do tempo 0 (TO). Nos dois periodos avaliados (TO e T1) foram
avaliados o comprimento radicular, a area foliar e as massas frescas e secas iniciais e
finais dos diferentes 6rgaos das plantas. Para a determinacdo da area foliar (AF), as
folhas foram dispostas em uma superficie contrastante de coloracdo branca juntamente
com uma referéncia de escala de 1cm e escaneadas. Para a medida direta da area foliar
as imagens digitais foram manuseadas utilizando o Software ImageJ® (Powerful Image
Analysis) de dominio publico. Este software captura a imagem da folha completa e
através de procedimentos de contraste de cores calcula a area total real da folha.

Apos a coleta destes dados foram determinados os seguintes indicadores de
crescimento (BENINCASA, 2003).

Razao de area foliar (RAF) foi obtida através da formula RAF = (A, — A1)(In W,
—InWy) / (W2 —W;)(In Az — In A;); onde A, e A; séo as areas foliares final e inicial da
planta, respectivamente, W, e W; sdo as massas seca final e inicial das plantas,
respectivamente. E In Wy, In Wy e In A; e In A; sdo os logaritmos neperianos das
massas e areas finais e inicias das plantas, respectivamente; Relacdo sistema
radicular/parte aérea/sistema radicular (RR/PA) foi obtida através da relagdo
MSr/MSf+MSc; onde MSr é a massa seca da raiz, MSf é a massa seca das folhas e MSc

€ massa seca do caule.

Determinacéo dos indicadores status hidrico e integridade de membranas.
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Para aferir o estado hidrico dos diferentes 6rgdos da planta, foi realizada a
determinacdo do percentual de umidade (%U) segundo Slavick (1974), com
modificagdes. O célculo do percentual de umidade foi determinado utilizando-se a
relacdo %U = [(MF — MS) / MF] x 100. Onde os tecidos vegetais de cada plantula
foram pesados para obtencdo da massa fresca (MF) e, em seguida, a massa seca (MS)
foi obtida pela desidratacdo da MF por 72 h a 75 °C.

A integridade das membranas foi determinada atraves do vazamento de
eletrolitos (VE), estimado de acordo com Blum e Ebercon (1981), utilizando a equacgéo
VE = (L1/L2) x 100, onde: L1 corresponde a primeira leitura da condutividade elétrica
(CE) da solucéo do frasco, realizada ap6s 6 horas e L2 representa a segunda leitura da

CE realizada apds o aquecimento dos tecidos em banho-maria a 100 °C.

Determinacéo dos solutos inorganicos

-Na*, K" e Relagdo Na*/K™*

Os solutos inorganicos foram obtidos a partir da massa seca de folhas, caules e
raizes das plantas de girassol. A extracdo foi feita utilizando 25 mg do tecido vegetal
(folhas, caule e raizes) para 5 mL de &gua deionizada em banho-maria a 100 °C por 1
hora. O extrato obtido foi centrifugado e seu sobrenadante foi analisado em fotémetro
de chama (Micronal B462) para determinacdo dos contetdos de Na* e K*. A relacio
Na'/K* também foi determinada (SILVA et at., 2009a).

Determinacéo dos solutos organicos

- Acucares soluveis totais (AST)

A afericdo da concentracdo de agUcares soluveis totais (AST) foi realizada pelo
método “fenol-sulfurico” descrito por Dubois et al. (1956), onde os AST foram
determinados com base na curva padrdo de D-Glicose, com seus resultados expressos
em mg. g-1 de massa fresca. A leitura foi realizada em espectrofotobmetro a 490 nm de

absorbancia.

-Proteinas soluveis totais (PST)
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A concentracdo de proteinas solUveis totais (PST) foi determinada segundo
método descrito por Bradford (1976), com base em curva padrdo obtida a partir de

albumina bovina (BSA) e os resultados expressos em mg. g-1 de massa fresca.

- Aminoécidos livres totais (AALT)

A concentracdo de aminoacidos livres totais (AALT) foi determinada segundo o
método descrito por Peoples et al. (1989), onde os AALT foram determinados com base
em uma curva padréo de L-Glutamina, sendo os resultados expressos em pumol . g-1 de

massa seca. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro a 570 nm de absorbancia.

-Prolina ( PRO)

A concentracdo de prolina (PRO) foi determinada segundo metodologia descrita
por Bates (1973), onde a PRO foi determinada com base em curva padrao de L-Prolina,
com seus resultados expressos em umol. g-1 de massa seca e a leitura realizada em

espectrofotdmetro a 520 nm de absorbancia.

Delineamento experimental e analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e o teste de Tukey. Em todas
as andlises foi utilizado o nivel nominal a = 0,05 de probabilidade, utilizando o

Software ASSISTAT verséo 7.7 beta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Indicadores de crescimento

Os estresses salino e déficit hidrico afetaram negativamente o comprimento de
raiz (CR), massa fresca total (MFT), razdo da area foliar (RAF), area foliar especifica
(AFE) e relagdo raiz/parte aérea (RR/PA) dos dois genotipos de girassol (Catissol 01 e
Helio 253) (Figura 1, 2 e 3). Os processos de crescimento sdo particularmente sensiveis
ao efeito dos sais e do déficit hidrico, tornando anélises de crescimento como altura
média, area foliar, biomassa, e outros, bons critérios para a avaliacdo da severidade do
estresse e da capacidade da planta de supera-lo (SANTOS JUNIOR et al., 2015).
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A reducdo do comprimento radicular foi de 13% para o Catissol em presenca de
NaCl e de 35% e 14% para Catissol e Helio 253, respectivamente, em solu¢do com PEG
(Figura 1). O déficit hidrico, pelo efeito osmotico isolado, afetou mais negativamente
que o estresse salino que contornou a seca fisioldgica induzida previamente com o
excesso de sais, permitindo que uma regulacdo momentanea no potencial osmético das
as plantas permitindo que as mesmas absolvessem agua. J& o PEG 6000, teve um efeito
mais forte por ser uma dosagem de estresse severa. Apesar de ser uma isosmaotica para
o sal, no entanto o sal possui um componente i6nico que 0 permite uma pequena
regulacdo no potencial osmético, fazendo com que essa dosagem de NaCl seja menos

severa que sua isosmotica no PEG 6000.
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Catissol 01 Helio 253
Gendtipos

Figura 1: Comprimento da raiz (CR) de plantas de dois geno6tipos de girassol (Catissol 01 e
Helio 253), cultivadas durante 48 horas nos tratamentos: controle (CTRL), 100 mM NaCl (Sal)
e 212 g.Ll' PEG 6000 (PEG), sendo isosmédticas a -0,50 MPa. Valores seguidos pelas mesmas
letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). * Letras minusculas
comparam diferencas entre 0s genotipos e letras mailsculas comparam diferencas entre 0s
tratamentos.

O NaCl e o PEG reduziram a massa fresca de forma diferenciada entre os
gendtipos. No gendtipo Catissol 01, todos os 6rgdos foram afetados negativamente
(Figura 2). Contudo o efeito foi mais pronunciado quando as plantas foram tratadas com
PEG. Nas folhas, caule e raizes das plantas submetidas ao PEG houve uma reducédo de
54; 32 e 34%, respectivamente. Enquanto nas plantas tratadas com NaCl esta reducao
foi de 16% nas folhas; 19% no caule e 20% nas raizes. No genotipo Helio 253, o PEG
reduziu a MF das folhas (40%) e do caule (8%), contudo o NaCl somente alterou a MF

com 12% de reducéo (Figura 2).
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Figura 2: Massa fresca total (MFT), (A —folha, B — caule, C —raiz), de plantas de dois gendtipos
de girassol (Catissol 01 e Helio 253), cultivadas durante 48 horas nos tratamentos: controle
(CTRL), 100 mM NaCl (Sal) e 212 g.Ll' PEG 6000 (PEG), sendo isosmoticas a -0,50 MPa.
Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(p=<0,05). * Letras mintisculas comparam diferengas entre os genoétipos e letras maitsculas
comparam diferengas entre os tratamentos.

A reducdo da massa fresca provavelmente se deve ao efeito osmdtico, pois
ambos 0s estresses possuem em comum o componente osmético que induz a perda da
homeostase hidrica provocando como consequéncia a diminuicdo de crescimento, de
vigor e do ganho de massa na maioria das espécies vegetais. Dentre outros motivos, isto
ocorre devido ao suprimento de agua se dar em quantidades inferiores as requeridas,
baixando o componente de potencial de pressdo do protoplasto sobre a parede da célula,
resultando em diminuicdo de turgor, e, por fim, afetando a elongacdo e a divisdo celular
(TAIZ & ZEIGER, 2017). A reducdo e/ou inibicdo do crescimento causadas pela
salinidade e pela seca tem sido bem documentada em diferentes espécies como Jatropha
curcas (DIAZ-LOPEZ et al., 2012), Glycine Max, (L.) (GAVA et al., 2016) e
Gossypium hirsutum L. (ZONTA, et al., 2017).

Resultados semelhantes foram obtidos por Travassos et al. (2012) avaliando o
crescimento em quatro variedades de girassol em relacdo a irrigacdo com agua salina,
onde tais autores concluiram que a solucdo salina reduz a fitomassa fresca das plantas.

Segundo Ribeiro et al. (2015), os mesmos observaram que o crescimento das plantas de
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girassol, ao longo do ciclo de cultivo, foi afetado significativamente pelo nivel de
salinidade da agua de irrigacéo.

A razdo da area foliar (RAF e a area foliar especifica (AFE) foram reduzidas
quando submetidas ao estresse salino e ao déficit hidrico (Figura 3 A e B). A
diminuicdo da RAF e da AFE foi maior nas plantas submetidas ao déficit hidrico.

A RAF observada nas plantas de Catissol 01 tiveram uma redugéo de 89 e 19%
para os tratamentos com PEG e NaCl, respectivamente. Enquanto que, no genotipo
Helio 253, a reducéo no deficit hidrico foi de 94% e no estresse salino de 41% (Figura 3
A). A mesma tendéncia de resposta biologica foi observada para a area foliar especifica
(AFE). Independente do gendtipo, observou-se que a diminui¢do da AFE foi maior nas
plantas submetidas ao déficit hidrico que nas tratadas com NaCl. A AFE nas plantas de
Catissol 01 tiveram uma reducdo de 90 e 21% para os tratamentos com PEG e NaCl
respectivamente, em relacdo ao controle. Enquanto que no gendtipo Helio 253, a
reducdo no déficit hidrico foi 96% e no estresse salino foi de 55% em relacdo ao
controle (Figura 3 B). Na figura 4 observa-se claramente a reducdo da area foliar. Em
ambos genotipos e o efeito preponderante do PEG sobre o estresse salino induzido pelo
NaCl.
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200 bB

RAF {cm2.g-1)
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15}

o
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Catissol 01 Helio 253 Catissol 01 Helio 253

Figura 3: Razdo da Area Foliar (A-RAF) e Area Foliar Especifica (B-AFE) de trés 6rgdos
(folha, caule e raiz) de plantas de dois gendétipos de girassol (Catissol 01 e Helio 253),
cultivadas durante 48 horas nos tratamentos: controle (CTRL), 100 mM NaCl (Sal) e 212 g.L"
PEG 6000 (PEG), sendo isosmdticas a -0,50 MPa. Valores seguidos pelas mesmas letras ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). *Letras minusculas comparam
diferencas entre os genotipos e letras maiusculas comparam diferengas entre os tratamentos.

A reducdo observada nas RAF e AFE provavelmente foi devido & perda de
turgor da célula vegetal que provoca desidratacdo e, consequentemente, inibe a
expansdo celular. A figura 4 mostra a reducéo da area foliar devido ha desidratacao dos

tecidos em presenca do PEG e os resultados referentes a umidade (Figura 6) também

56



reforcam tal hipotese. Adicionalmente, uma das alternativas para explicar o motivo do
sal ter reduzido menos em relacdo ao PEG (indutor do estresse hidrico) € que
provavelmente os ions salinos absorvidos tenham diminuido o potencial osmético da
planta para manter o turgor celular, minimizando assim os efeitos do estresse osmatico

pela salinidade.
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Figura 4: Folhas escaneadas de plantas de dois genotipos de girassol (Catissol 01 e Helio 253),
cultivadas durante 48 horas nos tratamentos: controle (CTRL), 100 mM NaCl (Sal) e 212 g.L*
PEG 6000 (PEG), sendo isosmoticas em -0,50 MPa.
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Plantas submetidas ao estresse hidrico sofrem prejuizos nos processos de
absorcdo, acumulo e manutencdo do conteddo de agua e de ions nos tecidos,
desencadeando modificacGes no potencial hidrico, na nutricdo mineral, no balango de
ions e na eficiéncia fotossintética (IMADA et al., 2009).

Resultados semelhantes foram observados em outros genétipos de girassol por
Silva et al. (2011), Guedes Filho et al. (2015) e Ribeiro, et al. (2015), onde verificaram
que o aumento da salinidade contribuiu para a reducdo da &rea foliar das plantas.
Adicionalmente, Nobre et al. (2014) também observaram diferencas significativas na

area foliar do girassol irrigado com agua salina. Embora fique claro o efeito “negativo”
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do componente osmdtico da seca e/ou da salinidade sobre a area foliar, tal evento
celular pode estar relacionado a um dos mecanismos de adaptacdo da planta, que reduz
a superficie transpirante para diminuir a perda de &gua por transpiracdo (NOBRE et al.,
2014).

Os estresses salino e déficit hidrico reduziram a relacdo raiz e parte aérea
(RR/PA) em ambos gendtipos. Contudo o efeito foi mais pronunciado em presenca de
PEG do que em NaCl. Independente do gend6tipo, houve uma reducéo entre 47 a 49% no
PEG e no NaCl tal reducéo situou-se entre 12 e 14% (Figura 5). A diminuicao da razdo
RR/PA em relacdo ao controle em plantas de girassol indica que o efeito da salinidade e
da seca foi mais evidente no sistema radicular que na parte aérea. Resultados
semelhantes foram obtidos por Centeno et al. (2014) onde observaram que a salinidade

reduziu mais a fitomassa do sistema radicular que a parte aérea em plantas de girassol.
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Figura 5: Relacdo Raiz/Parte Aérea (RR/PA) de plantas de dois gendtipos de girassol (Catissol
01 e Helio 253), cultivadas durante 48 horas nos tratamentos: controle (CTRL), 100 mM NaCl
(Sal) e 212 g.L* PEG 6000 (PEG), sendo isosméticas em -0,50 MPa. Valores seguidos pelas
mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). * Letras minasculas
comparam diferencas entre 0s genotipos e letras mailsculas comparam diferencas entre 0s
tratamentos.

Indicadores status hidrico e integridade de membranas

O percentual de umidade (%U) diz respeito ao percentual bruto de 4gua presente
na planta, podendo ser considerado um bom indicador indireto de status hidrico no
vegetal.
O déficit hidrico, simulado pelo PEG 6000, afetou o status hidrico das plantas de
girassol expresso pelo percentual de umidade apenas em folhas dos dois genotipos,
contudo o gendtipo Helio 253 sofreu uma reducéo (25%) maior que o Catissol 01 (12%)

quando comparados aos seus respectivos controles (Figura 6).
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Figura 6: Percentual de umidade (%U) (A, C e E), vazamento de eletrélitos (%VE) (B, D e F),
(folha, caule e raiz), das plantas de dois genétipos de girassol (Catissol 01 e Helio 253),
cultivadas durante 48 horas nos tratamentos: controle (CTRL), 100 mM NaCl (Sal) e 212 g.L*"
PEG 6000 (PEG), sendo isosméticas em -0,50 MPa. Valores seguidos pelas mesmas letras ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). * Letras minasculas comparam
diferencas entre os genotipos e letras maitsculas comparam diferengas entre os tratamentos.

As membranas celulares sdo uma das primeiras estruturas afetadas pelos
estresses salino e hidrico em condices tipicas de ambiente semiarido. A condutividade
elétrica mede o vazamento de eletrolitos (VE) para a solugdo, sendo utilizada como
medida indireta para avaliar os danos as membranas celulares causadas pelos estresses
salino e déficit hidrico.

O vazamento de eletrolitos (VE) em ambos os genotipos, foi maior nas folhas
tratadas com PEG, sendo superior a 400% em relagdo aos seus respectivos
controles (Figura 6 B, D e F). Contudo tal efeito foi mais pronunciado em Catissol.

Com relagdo aos demais 0Orgdos, caule e raizes, 0 vazamento de eletrolitos foi mais
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evidente nas plantas tratadas com NaCl, sendo mais pronunciado nas raizes (100%) de
ambos genotipos.

O estresse salino e o déficit hidrico aumentaram o vazamento de eletrolitos, nas
folhas, caule e raizes de ambos os gendtipos de girassol em comparacdo ao controle, tal
efeito foi mais marcante nas folhas e em presenca do PEG, evidenciando, portanto um
efeito osmédtico. Com a diminuicdo do conteddo de 4agua do solo, h4,
proporcionalmente, uma diminuic¢do da pressdo hidrostatica, podendo fazer com que os
valores desta pressdo sejam negativos e que as plantas percam a forca de sucgdo
suficiente para absorver a agua do solo.

Como consequéncia do decréscimo do conteldo de &gua da planta, as células se
contraem, havendo uma diminuicdo da pressdo de turgescéncia contra as paredes
celulares e um aumento da concentracdo de solutos nessas células (TAIZ & ZEIGER,
2017). Curiosamente, nas raizes o efeito predominante foi o idnico, provavelmente esse
aumento no VE em presenga do NaCl ocorreu devido a um contato direto deste 6rgao
com a solucdo salina e/ou possivelmente a uma maior retencdo dos sais nas partes

baixas evitando sua translocacdo para as partes mais altas da planta.

Contetido de solutos inorgéanicos (Na* e K*) e Relacdo Na*/K”

O estresse salino e o déficit hidrico afetaram significativamente o contetudo de
sodio (Na"), potassio (K*) e a relacio sddio/potassio (Na*/K™) nas folhas, caules e raizes
de ambos os gendtipos de girassol.

Nas plantas submetidas ao tratamento salino, o contetido de Na’ aumentou
significativamente em todos os 6rgaos de ambos os genotipos. Nas folhas e raizes do
genotipo Catissol 01, o aumento nos niveis de Na® foram de 73% e 121%,
respectivamente. No caule do mesmo gendtipo, e em presenca de NaCl, observou-se um
aumento de 12 vezes nos niveis de Na*, comparado as plantas do grupo controle. Ainda,
evidenciou-se que o caule foi 0 6rgdo que mais acumulou Na* (343 mg Na*. g MS™),
seguido das raizes e posteriormente as folhas (Figura7 A, D e G).

O genodtipo Helio 253 também apresentou aumentos nos niveis de Na' nas
plantas submetidas ao tratamento salino. Nesse grupo de plantas, os niveis de Na*
aumentaram em 12, 10 e 7 vezes em folhas, caule e raizes, respectivamente,
comparados aos seus grupos controle. Nesse genotipo, os trés orgdos acumularam Na*
de forma semelhante, com valores proximos a 260 mg Na*. g MS™ (Figura7 A, D e G).
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Os niveis de K* reduziram em 42% no caule e aumentaram em 27% nas raizes
do gendtipo Catissol 01, quando submetido ao tratamento salino. Em condi¢des de
déficit hidrico, Catissol 01 reduziu os niveis de K™ em caule (24%) e raizes (68%),
comparados aos seus respectivos grupos controles. O gendtipo Helio 253, submetido ao
tratamento salino, apresentou reducdo nos niveis de K* de 34% em folhas, quando
comparados ao controle. No caule, tanto o tratamento salino quanto o déficit hidrico
aumentaram os niveis de K" em 106% e 102%, respectivamente, comparados ao
controle. Ja em raizes, tanto a salinidade quanto o déficit hidrico reduziram os niveis de

K" em 67% e 38%, respectivamente, comparados ao grupo controle (Figura 7 B, E e H).

61



300 - 4000 -
A FOLHA O CONT BSALBPEG FOLHA C 0,20 - FOLHA CCONT BSAL @PEG
EY CJCONT MSAL BPEG
3000 77 ah 015 4
w200 - "
: $
& 2000 T o0
. E z
L} +
Z 100 - aB =
bB aC 1000 | 0,05 bA
bC
bB
0 0 0,00
D Catissol 01 Helio253 E Catissol 01 Heh’oz% Catissol 01 Helio253
400 OCTRL WSAL BPEG
aA CAULE OCTRL MSAL BPEG A CAULE OCTRL WSAL BPEG CAULE
aA aA
0,80 -
1000 - A
300 bA
» | 0,60
g 750
- w
% 200 = &
-
E W 5og T 0,40
z o z
E bA
100 .
250 - 0,20
G z 2 ® ® a8 a8 8 a8
0 0 0,00 1
Catissol 01 Helio253 Catissol 01 Helio253 Catissol 01 Helio253
400 4 RAIZ OCTRL BSAL BPEG 800 - RAIZ OCTRL mSAL @PEG 18 RAIZ OCTRL WSAL EIPEG
A
aA E
300 - 3A 600 - bA
") bA @ 1,2
: S a8 ¢
wp 200 5 100 3
£ g 8
; £ z
z ¥
z 0,6 -
100 - bB 200
aB
bC aB bB
bC
0 0 0,0 -
Catissol 01 Helio253 Catissol 01 Helio253 Catissol 01 Helio253

Figura 7: Concentracdes de sodio (Na*) (A, D e G), potassio (K*) (B, E e H); e relagdo Na'/K" (C, F e 1) em folhas, caules e raizes dos genotipos de girassol Catissol 01 e
Helio 253, submetidos aos tratamentos: controle, 100 mM NaCl (Sal) e 212 g.L* PEG 6000 (PEG), sendo isosmdticas em -0,50 MPa. Valores sequidos pelas mesmas letras

ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). *Letras mintisculas comparam diferencas entre os genotipos e letras maitisculas comparam diferengas entre os
tratamentos.
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Ao avaliar a relagdo Na'/K" nos dois gendtipos expostos ao tratamento salino,
observou-se apenas nas raizes o efeito toxico do NaCl, onde valores da relacdo
superaram 0,6 (Figura 7 1).

Neste trabalho, o tratamento salino provocou o acimulo de Na“ em niveis
superiores aos observados no grupo controle de ambos os gendétipos. Contudo, as
plantas de Catissol 01 acumularam Na* em maior quantidade no caule e nas suas raizes,
enquanto que o gendtipo Helio 253 apresentou uma parti¢do uniforme de Na* entre os
diferentes 6rgdos, evidenciando uma resposta genétipo dependente.

Em Catissol 01, provavelmente a estratégia utilizada pode estar relacionada a um
controle da translocagéo do Na* para as folhas, garantindo assim um maior aporte de K*
para as mesmas. Fato este evidenciado pelo contetdo de K* e a relagdo Na*/K” inferior
a 0,6 (Figura 7), o que garante a manutencdo da eficiéncia do metabolismo em plantas
ndo-haldfitas (GREENWAY & MUNNS, 1980).

Ja em Helio 253, apesar de ter apresentado uma distribuicdo uniforme dos ions
Na’ entre seus 6rgdos, o contelido de K* diminuiu nas folhas e raizes das plantas
submetidas a salinidade, gerando assim um aumento na relacdo Na'/K" acima de 0,6. A
reducdo dos niveis de K™ em Helio 253 pode ter ocorrido em detrimento ao aumento dos
niveis de Na* no mesmo 6rgdo. Segundo Shabala et al. (2012) a inducdo do efluxo de
K" citosélico em condicdes salinas, prejudica a relagdo K'/Na‘, que reduz
drasticamente. A reducdo nos niveis de K* é resultado da despolarizacdo da membrana
induzida pelo NaCl, conduzindo & ativacio de canais inespecificos de K™ que acabam
por incorporar Na* ao ambiente intercelular (Silveira et al., 2010; Willadino & Camara,
2010).

Conteudo de solutos organicos

Em plantas de girassol, os efeitos do estresse salino e do déficit hidrico
influenciaram significativamente o conteudo de acucares sollveis totais (AST), de
proteina sollveis totais (PST), de aminoacidos livres totais (AALT) e da prolina (PRO),
tanto em folhas quanto em caule e raizes, em ambos 0s genotipos.

Em condi¢bes de salinidade, os niveis de AST em Catissol 01 aumentaram em
folhas (42%) e caule (13%); e reduziram em raizes (26%), comparados aos Seus
respectivos grupos controle (Figura 9). Nesse mesmo genotipo, submetido ao déficit

hidrico, observou-se reducdes nos niveis de AST em caule (36%) e raizes (60%),
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comparados aos seus respectivos controles (Figura 8 B e C). Tanto em condicOes de
estresse salino quanto de déficit hidrico, o caule foi 0 6rgdo que mais acumulou AST.

Em Helio 253, 0 aumento nos niveis de AST foi mais evidente no caule (4
vezes) e nas raizes (11 vezes), apenas nas plantas submetidas ao tratamento salino,
atingindo valores préximos a 20 mg AST . g MS, comparados aos seus respectivos
controles (Figura 8 B). Em condi¢Bes de salinidade, a raiz foi o 6rgdo que mais
acumulou AST em plantas de girassol (22,2 mg AST . g MS). O déficit hidrico
diminuiu a concentracdo de agucares solUveis totais em caule e raiz das plantas de
Catissol 01, em respectivamente, 36% e 60% em relacdo aos seus respectivos controles
(Figura8 B e C).
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Figura 8: ConcentracBes de AST (folhas-A, caules-B e raizes-C) dos gen6tipos de girassol
Catissol 01 e Helio 253, submetidos aos tratamentos: controle, 100 mM NaCl (Sal) e 212 g.L*
PEG 6000 (PEG), sendo isosméticas em -0,50 MPa. Valores seguidos pelas mesmas letras ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). *Letras minusculas comparam
diferengas entre os genotipos e letras maitisculas comparam diferencgas entre os tratamentos.

Os agUcares contribuem em cerca de 50% ou mais para 0 potencial osmotico
total sob estresses abidticos, além de prevenir contra a desidratacdo e serem fonte de
energia para células ativas sob condicdes de estresse (SANTOS et al., 2014). Contudo,
altas concentracbes de NaCl podem causar desbalangco no perfil de carboidratos,
podendo aumentar ou reduzir os niveis deste soluto organico em todo o vegetal (SILVA
etal., 2010).
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No presente estudo, o tratamento salino provocou um acumulo de agUcares
soluveis totais (AST) em ambos os gendtipos. Em Helio 253, o acumulo foi maior no
caule e nas raizes e em Catissol 01 nas folhas e caule (Figura 8).

Novamente, a resposta em relagdo ao metabolismo dos carboidratos é genotipo
dependente. Aparentemente o gendtipo Helio 253 investe os AST na translocagdo para
as partes mais basais, seja devido a uma menor utilizacdo desses carboidratos nas folhas
ou ainda devido hd uma maior necessidade de energia para manter a homeostase nas
regibes basais da planta. Ja Catissol 01, provavelmente utiliza os AST como fonte
energética para manter o crescimento de suas raizes e respostas metabolicas
relacionadas ao combate do estrese salino, o que em parte explica a reducdo dos AST
em raizes. Adicionalmente, no caule e nas raizes de plantas de Catissol 01 submetidas
ao déficit hidrico, observou-se uma reducdo do AST, reforcando a ideia de que
provavelmente os AST podem ficar retidos na parte aérea foliar ou ainda existir um
maior consumo de energia para manter a homeostase no caule e raizes.

Ao avaliar as concentracfes de proteinas (PST), observou-se redugdes nas raizes
expostas a ambos os tratamentos estudados, tanto no gendtipo Catissol 01 (salinidade —
57% e déficit hidrico — 38%) quanto no Helio 253 (salinidade — 64% e déficit hidrico —
56%), comparados aos seus respectivos grupos controle (Figura 9 G). Em Helio 253,
observou-se ainda um aumento nos niveis de PST em folhas submetidas ao tratamento
salino (11%) e reducdo nesse mesmo 6rgdo submetido ao déficit hidrico (7%),
comparados aos grupos controle (Figura 9D). Em ambos os genotipos, as folhas foram
0 6rgdo que mais acumulou proteinas, comparada aos demais Orgdos estudados,

independente do tratamento aos quais foram submetidos.
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Figura 9: Concentragdes de proteinas sollveis totais-PST (A, D e G), aminoacidos livres totais-AALT (B, E e H) e prolina- PRO (C, F e I) em folhas, caules e raizes dos
gendtipos de girassol Catissol 01 e Helio 253, submetidos aos tratamentos: controle, 100 mM NaCl (Sal) e 212 g.L.* PEG 6000 (PEG), sendo isosméticas em -0,50 MPa.
Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). *Letras minusculas comparam diferencas entre 0s genotipos e letras
maiusculas comparam diferencgas entre 0s tratamentos.
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O acumulo de compostos nitrogenados em plantas € comumente relacionado a
tolerancia a salinidade. A seca e a salinidade induzem um aumento na concentracdo proteinas
e de alguns aminoécidos, dentre eles a prolina, que é um soluto osmoticamente compativel e
possui funcbes destinadas ao ajustamento osmdtico, estabilizacdo de membranas e proteinas,
protecdo contra temperaturas extremas, sais e danos oxidativos (SANTOS et al., 2014).

Neste trabalho, o conteldo de proteinas foi reduzido nas raizes das plantas dos dois
gendtipos quando submetidas a ambos os estresses (salino e seca) provavelmente a
diminuicdo no teor de proteinas solUveis totais nas plantas submetidas a salinidade seja uma
consequéncia da diminuicdo da sintese proteica e/ou aumento da proteélise (PARIDA E DAS,
2005). Contrariamente, o genotipo Helio 253 apresentou nas suas folhas o conteldo de
proteina aumentado, em presenca de NaCl. Sabe-se que salinidade e a seca podem também
estimular a sintese de proteinas sollveis que participam do ajustamento osmotico, da
manutencdo da estrutura de outras proteinas e ainda atuar na estabilizacdo das membranas
celulares e na sinalizacdo de resposta ao estresse salino e déficit hidrico (SANTOS et al.,
2014).

Os niveis de AALT aumentaram em mais de 4 vezes nas folhas do gend6tipo Catissol
01 submetido ao déficit hidrico, comparado ao grupo controle, atingindo a concentracéo de 84
-umol AALT . g MS™ (Figura 9 B). Em Helio 253, observou-se aumentos de 23 e 26% em
folhas das plantas submetidas aos tratamentos salino e de déficit hidrico, respectivamente,
comparados ao grupo controle (Figura 9 B). Em ambos os gendtipos, as maiores
concentracdes de AALT foram observadas em folhas, independente do tratamento estudado.

Considerando-se que, tanto em Catissol 01 como em Helio 253 (exceto em PEG), os
contetdos de suas proteinas nas folhas ndo foram alterados, possivelmente o aumento de
AALT pode esta relacionado com um mecanismo de sintese “de novo” no ambiente
intracelular (SILVA et al., 2009b) e consequentemente com um provavel ajustamento
osmotico. O acumulo de aminoacidos soliveis foi também observado em J. curcas
submetidas ao déficit hidrico, sendo tal resposta parte do mecanismo de ajustamento osmético
que impede a perda de agua pela planta (DIAZ-LOPEZ et al., 2012).

Em relacdo a prolina (PRO) e em ambos os genotipos submetidos ao deficit hidrico,
observou-se aumentos nos niveis de PRO em folhas de Catissol 01 (quase 3 vezes) e em Helio
253 (pouco mais de 5 vezes) (Figura 9 C). Também foram observados aumentos nos niveis de
PRO em raizes das plantas tanto do gendtipo Catissol 01 (71%) quanto de Helio 253 (291%),
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submetidos ao tratamento salino e ao déficit hidrico (Catissol 01 — 60% e Helio 253 — 220%),
comparados aos seus grupos controle (Figura 9 I). Em ambos os gendtipos, a PRO acumulou
preferencialmente em folhas submetidas ao déficit hidrico e em raizes submetidas ao estresse
salino.

Nesse trabalho, o aumento dos teores de prolina foi observado nas folhas nos dois
genotipos, quando as plantas foram submetidas ao agente estressor PEG 6000, simulando o
déficit hidrico. Nesta situacdo, é possivel que a prolina (PRO) esteja atuando como um
osmorregulador em ambos 0s genotipos. Entretanto, o aumento de prolina, nas raizes das
plantas de Catissol 01 e Helio 253 podem estar relacionados ha uma alteracdo no metabolismo
dos compostos nitrogenados relacionados, sobretudo, a uma prote6lise visto que o teor de
proteinas nas raizes de ambos os genétipos diminuiu em relacdo aos seus respectivos
controles (Figura 9). Resultados semelhantes foram obtidos por Santos et al., 2014 em plantas
de girassol submetidos ao déficit hidrico. Tais autores observaram acumulagdo de prolina nas
partes aérea e nas raizes sugerindo que o aumento na sintese de novo e/ ou inibicdo da
degradacdo de aminoacidos foram o0s mecanismos que propiciaram o acumulo de
aminoécidos, incluindo a prolina.

Varios mecanismos de protecdo sdo ativados nas plantas em resposta a condigdes
adversas de crescimento (MONTEIRO et al., 2014). O ajustamento osmético constitui-se um
dos mecanismos fisiologicos mais eficazes para manutencdo da turgescéncia celular, sob
condi¢cdes de baixo potencial hidrico no solo (MARIJUAN & BOSCH, 2013. Esse
mecanismo se estabelece mediante o acumulo, no vacuolo ou no citosol, de solutos
compativeis (prolina, glicina betaina, sacarose, manitol, entre outros) que contribuem para a
manutencdo de equilibrio hidrico e a preservacdo da integridade de proteinas, enzimas e
membranas celulares (ASHRAF et al., 2011; MARIJUAN & BOSCH, 2013).

Neste trabalho o acimulo de solutos organicos como agucares sollveis, proteina, e
principalmente aminoacidos e prolina, em ambos os gendétipos quando submetidos ao deficit
hidrico e estresse salino sugerem, portanto, tanto uma desordem no metabolismo dos
carboidratos como dos compostos nitrogenados assim como e dependendo do genotipo,
tratamento e/ou 6rgdo estudado a participagdo de alguns desses solutos organicos no

ajustamento osmatico de girassol.
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4. CONCLUSOES

1. Plantas de girassol respondem de forma diferenciada ao estresse salino e déficit
hidrico, induzidos por solucdes de cloreto de sodio (NaCl) e polietilenoglicol (PEG 6000),
respectivamente.

2. Os tratamentos com NaCl e PEG 6000 sdo capazes de induzir alteragcdes negativas nos
indicadores de estresse associados ao crescimento, status hidrico e as membranas celulares
das plantas de ambos gendtipos de girassol.

3. Plantas de girassol de ambos os genotipos sdo mais sensiveis ao déficit hidrico isolado
devido ao efeito osmotico, que no caso da salinidade, € minimizado devido a presencga dos
ions salinos.

4. Os solutos inorganicos (Na* e K*) foram acumulados e/ou reduzidos em todos 0s
orgdos estudados (folha, caule e raiz) e nos dois gendtipos (Catissol 01 e Helio 253) de forma
diferenciada. O Catissol 01 acumulou Na* sobretudo no caule e raizes evitando a translocagéo
para as folhas e garantindo assim um maior aporte de K* para as mesmas.

5. A salinidade e a seca provocaram alteracfes no metabolismo dos carboidratos e dos
compostos nitrogenados dos dois gendétipos de girassol. Tais respostas variaram entre 0s
6rgdos, os tratamentos e genotipo, dependendo do gendtipo e érgdo estudados os aminoacidos
livres totais e a prolina participam do ajustamento osmético em girassol.

6. A salinidade e a seca afetaram negativamente o crescimento, o status hidrico, a
integridade das membranas e 0s solutos organicos e inorganicos das plantas de girassol, e a

resposta das plantas é tratamento, genotipo e 6rgao dependente.
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CAPITULO 111

DEFESA E DANO OXIDATIVO EM GIRASSOL SUBMETIDO A ESTRESSE
SALINO E DEFICIT HIDRICO

Resumo: Neste trabalho foi avaliado o dano oxidativo e o sistema de defesa enzimatico e ndo
enzimatico antioxidativo do girassol submetidos a salinidade e seca. O experimento foi
realizado no delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticdes. Os tratamentos
foram arranjados em esquema fatorial 2x3, com o primeiro fator correspondente aos dois
genotipos avaliados (Catissol 01 e Helio 253) e, o segundo, aos agentes estressores (controle;
salinidade: NaCl; e seca: Polietilenoglicol 6000). Observou-se que ambos 0s genétipos, tanto
submetidos a seca quanto a salinidade, apresentaram danos oxidativos representados pelo
aumento da peroxidacdo lipidica e aumento da carbonilagdo das proteinas, e diminuicdo na
concentracdo de proteinas em alguns 6rgdos, principalmente quando submetidos a seca. Nas
plantas submetidas a salinidade, o mecanismo de defesa antioxidativa enzimatico parece ter
sido eficiente na remocdo de H,O, e contribuindo para o aumento de pigmentos
fotossintetizantes, sendo caracterizado pelo aumento da atividade das enzimas superdxido
dismutase, peroxidase de ascorbato e peroxidase de fendis. A raiz foi 0 6rgdo mais responsivo
as EROs. Assim, conclui-se que 0 mecanismo antioxidativo enzimatico atua de forma
diferenciada dependendo do gendtipo estudado, tipo de estresse e 6rgdo avaliado de plantas de

girassol.

Palavras-chave: Helianthus annuus L., salinidade, seca, enzimas antioxidantes, espécies

reativas de oxigénio (EROs)

DEFENSE AND OXIDATIVE DAMAGE IN SUNFLOWER SUBJECT TO SALINE
STRESS AND WATER DEFICIT

Abstract: In this work, the oxidative damage and enzymatic and non - enzymatic
antioxidative defense system of sunflower submitted to salinity and dry matter were
evaluated. The experiment was carried out in a completely randomized design, with five
replications. The treatments were arranged in a 2x3 factorial scheme, with the first factor

corresponding to the two evaluated genotypes (Catissol 01 and Helio 253) and the second one
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to stressors (control: salinity: NaCl and dry: Polyethylene glycol 6000). It was observed that
both genotypes, both submitted to drought and salinity, presented oxidative damages
represented by increased lipid peroxidation and increased carbonylation of proteins, and
decreased protein concentration in some organs, especially when submitted to drought. In
plants submitted to salinity, the enzymatic antioxidative defense mechanism seems to have
been efficient in the removal of H,O, and contributing to the increase of photosynthetic
pigments, being characterized by the increase of the enzymes superoxide dismutase, ascorbate
peroxidase and phenol peroxidase. The root was the most responsive organ to ROS. Thus, it is
concluded that the enzymatic antioxidative mechanism acts differently depending on the

studied genotype, type of stress and organ evaluated from sunflower plants.

Keywords: Helianthus annuus L., salinity, drought, antioxidant enzymes, reactive oxygen
species (ROS).

1. INTRODUCAO

A seca e a salinidade séo alguns dos principais fatores limitantes da producdo agricola
nas regifes aridas e semiaridas (MAIA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014). Nesses
ambientes, as plantas podem enfrentar situacdes de déficit hidrico devido a limitada
disponibilidade de agua no ambiente radicular, causados pela falta de agua ou pelo aumento
da taxa de evapotranspiracdo da planta, ou pelo excesso de sais no solo. (GHOBADI et al.,
2013).

O déficit hidrico pode afetar o metabolismo da planta, levando a alteracbes
morfofisioldgicas e bioquimicas que compreendem desde a reducdo da area foliar,
crescimento do sistema radicular e aumento da atividade enzimatica, até o fechamento
estoméatico (SHARIF et al., 2017). Ja o estresse salino, além do fator osmético, também
envolve a interferéncia de ions salinos na absor¢éo, distribuicdo e utilizacdo de nutrientes
minerais, causando disturbios na homeostase ionica da célula (OLIVEIRA et al., 2014).

AlteracBes metabolicas, sejam causadas pelo estresse salino ou déficit hidrico,
provocam, secundariamente, o estresse oxidativo, que consiste no aumento da producédo
desordenada de espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como o radical superéxido (O;"),
radical hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio (H»0,) e oxigénio singleto (*O,) (OLIVEIRA
et al., 2014). O aumento nos niveis de EROs culmina em diversos processos degenerativos
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que incluem a peroxidacdo dos lipidios de membrana, carbonilacdo de proteinas e a morte
celular programada (ELLOUZI et al., 2011; SHABALA et al., 2012).

Na tentativa de contornar os problemas causados pelo estresse oxidativo, 0s vegetais
desenvolveram vias metabdlicas especificas para eliminacdo de moléculas oxidantes (GILL E
TUTEJA, 2010). Uma dessas vias sdo os sistemas enzimaticos antioxidantes que constituem
uma importante defesa primaria contra os radicais livres gerados sob condi¢des de estresse,
como a as enzimas superoxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do radical
superdéxido em H,0, e Oy, a catalase (CAT), a ascorbato peroxidase (APX) e peroxidase de
fendis (POX), que podem quebrar o H,0O, em H,0 e O, (CARNEIRO et al., 2011; LISAR et
al., 2012).

Pigmentos fotossintéticos como as clorofilas (a e b), carotendides e antocianinas
também podem atuar como antioxidantes ndo enzimaticos (AMARANTE et al., 2007). Esses
pigmentos, especialmente os carotenoides, sdo fitocromos que, sob estresse oxidativo, podem
evitar danos aos fotossistemas ao absorverem o excedente de fétons prevenindo assim, a
fotoinibicdo (SIMAOQ, 2010).

Grande parte da regido Nordeste Brasileira estd concentrada em ambiente semiarido e
caracterizado por regimes pluviométricos irregulares e alta concentracdo de sais nos solos, o
que se faz necessario identificar espécies mais adaptadas as condi¢es do semiarido e que
possuam rentabilidade econémica para o pequeno agricultor. Neste sentido, o girassol
(Helianthus annuus L.) é uma oleaginosa que se destaca por apresentar caracteristicas
importantes de resisténcia a seca e calor, com facil adaptacdo a diferentes condicdes de solo e
clima, podendo ser cultivada durante todo o0 ano (GAZZOLA et al.,2012). Ainda, a cultura é
considerada uma das quatro principais produtoras de biodiesel no Brasil (CENTENO et al.,
2014), o que expande gradualmente a sua area plantada e gera novas oportunidades de renda e
trabalho para a agricultura familiar.

Assim, devido a escassez de estudos relacionados ao efeito da seca e da salinidade na
referida espécie, principalmente relacionados as respostas oxidativas, evidencia-se a
necessidade de melhor compreender os diferentes mecanismos de resisténcia e estratégias
metabdlicas antioxidativas adotadas pelas plantas frente as condigBes estressantes. Tais
estudos poderdo auxiliar, também, o desenvolvimento de tecnologias destinadas ao

melhoramento vegetal desta espécie.
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Neste sentido, 0 presente estudo teve como objetivo principal avaliar o envolvimento
de componentes enziméticos e ndo enzimaticos no metabolismo de defesa antioxidante em

combate ao estresse oxidativo da cultura do girassol.

2. MATERIAS E METODOS
Conducao do experimento

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Laboratério de Estudos em
Biotecnologia Vegetal, no Centro de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte — UFRN, Natal-RN (5°47°S e 35°12°W), durante o primeiro semestre de 2016.

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas sementes de girassol dos
gendtipos Catissol 01 de gendtipo aberto e Hélio 253 de gendtipo fechado, fornecidas pela
Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Norte — EMPARN e HELIAGRO,
respectivamente. As sementes foram selecionadas e desinfestadas para posterior germinacao
em sistema de rolo em papel toalha do tipo Germitest® (VIEIRA & CARVALHO, 1994).

Apds a germinacdo, as plantulas foram transferidas para sistema hidropénico na casa
de vegetacdo, fixadas em vasos plasticos contendo solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon
(1950) e mantidas em condigdes controladas de temperatura (30£5 °C) e umidade relativa do
ar (40£10%), por um periodo de aclimatizacdo de 22 dias.

Apbs 22 dias de aclimatacdo, as plantas de girassol dos dois genotipos foram
selecionadas e padronizadas para desenvolvimento deste experimento. Dentre as 100 plantas
cultivadas, de cada genotipo, as plantas foram submetidas aos trés tratamentos, que foram
distribuidos em solugdes nutritivas de Hoagland e Arnon (1950) com modificacbes e
constituidos de: controle — solugdo nutritiva; sal — solucdo nutritiva + 100 mM de NaCl; e
PEG - solucdo nutritiva + 212 gL' de PEG 6000 (correspondente a -0,50 MPa), sendo as
solugdes de PEG 6000 isosmotica da salina calculadas de acordo com Villela et al. (1991). As
plantas foram entdo mantidas em casa de vegetacdo, nas mesmas condicdes descritas
anteriormente, durante 48 horas.

Ao final das 48 horas de cultivo nos tratamentos, tempo e dose limite de PEG 6000
para as plantas de girassol, foram coletadas cinco plantas de cada tratamento, para cada
gendtipo, e foram separadas em trés 6rgdos, folha, caule e raiz.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco

repeticdes. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2x3, em que o primeiro fator
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correspondeu aos dois genotipos avaliados (Catissol 01 e Helio 253) e, o segundo, agentes
estressores [cloreto de sodio (NaCl), polietilenoglicol (PEG 6000) e controle].

Extracdo das amostras

O processo de extracdo foi adaptado a partir do protocolo de Peixoto (1999). Foram
maceradas 500 mg do material vegetal em almofariz de porcelana, na presenca de nitrogénio
liquido, até obtencdo de farinha homogénea. Em seguida, foram adicionados 1,5 mL de
tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,0, contendo 1 mM de &cido L-ascorbico, 0,1 mM de
EDTA. O macerado foi transferido para microtubos de 2 mL e centrifugados a 10.000 G, por
20 minutos, a temperatura de 4 °C, para posterior analise dos compostos organicos

pretendidos.

Dano oxidativo

Determinacdo da peroxidacdo lipidica

A extensdo da peroxidacdo lipidica foi estimada pela determinagcdo da
concentracdo de malondialdeido (MDA) produzido pelo acido tiobarbittrico (TBA) seguindo
0 método de Heath e Packer (1968) e Osawa et al. (2005). O material vegetal (200 mg) foi
homogeneizado em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1 % (m/v). O homogenato foi
centrifugado a 10.000 x g por 10 min e 500 uL do sobrenadante obtido foi adicionado em 2
mL de 0,5 % de TBA (m/v) em 20 % de TCA (m/v). A mistura foi incubadaa 95 °C por1he
a reacdo foi interrompida em banho de gelo. As absorbancias foram lidas a 532 e 660 nm. A
concentracdo de MDA foi calculada a partir do coeficiente de extingdo molar de 155 mM-1
cm-1 (Heath e Packer, 1968) e expressa como nmol MDA-TBA g-1 MS.

Determinagéo da concentragdo de peroxido de hidrogénio (H,0)

A concentracdo de H,O, foi determinada pelo método de FOX, descrito por Gay et al.
(1999) e Gay e Gebicki (2000). Neste ensaio, o peréxido de hidrogénio reage com o Fe*? a pH
baixo, na presenca do corante alaranjado de xilenol (XO), formando o Fe™. A extracdo do
H,0, de tecidos foliares foi realizada de acordo com a recomendacéo de Zhou et al. (2006).
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Carbonilacao de proteinas (Espectrofotometria)

O grau de oxidacéo de proteinas foi realizado conforme método descrito por Levine et
al. (1990). Neste método, 200 mg de massa fresca foi macerado em almofariz a 0 °C na
presenca de 1 mL de tampdo fosfato de potassio KH,PO4/K,HPO,4, 25 mM, pH 7,0. Em
seguida o homogeneizado foi centrifugado a 10000 G durante 5 min e aliquotas de 750 pL do
extrato foram acrescidos de 250 pL de uma solucdo 8 mM de 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) em 2 M de HCI. Ap6s uma hora mantida no escuro sob agitagdo, a cada 10 min, foi
adicionado 500uL de acido tricloacético (TAC) a 30% em volume para precipitacdo das
proteinas. Em seguida, os tubos foram agitados e centrifugados a 10.000 G por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado trés vezes com solucdo de metanol e
acetato de etila (proporgéo 1:1).

Apos lavagem, 500uL de Guanidina 6 M em 20 mM de KH,PO,4, pH 2,3, foram
adicionados, as proteinas resuspendidas por agitacdo em vortex a 37 °C e a mistura
centrifugada novamente a 10.000 G, por 5 min. Em seguida foi medida a absorbancia do

sobrenadante na faixa entre 380 nm.
Conteudo dos pigmentos fotossintéticos

Os conteudos de clorofilas, carotenoides e antocianinas foram obtidos pelos métodos
de Lichtenthaler (1987) e Sims e Gamon (2002). Amostras de 200 mg de tecido foram
homogeneizadas em acetona 85% (v/v) e 15% (v/v) de Tris 1% (pH 8). As amostras foram
centrifugadas a 10.000 G, por 10 min, a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e, em seguida,
ajustado para o volume inicial de 5 mL. As leituras foram aferidas em absorbancias de 663
nm, 647 nm, 470 nm e 537 nm. O resultado de clorofila total foi expresso em pg.g* MS,

enquanto que os demais foram expressos em pmol.g™* MS.
Determinacg&o das concentracfes de proteinas soluveis

A determinacdo do conteldo de proteinas sollveis totais foi realizada pelo método

descrito por Bradford (1976). Aliquotas de 66 pL do extrato proteico (sobrenadante) diluido
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foram transferidas para tubos de ensaio e entdo adicionado 2 mL do reagente de Bradford
(105,26 mg de Coomassie Briliant Blue G-250).

Apos leve agitacdo, os tubos foram incubados a 25 °C por 15 minutos e entdo foi
realizada leitura da reacdo a 595 nm em espectrofotdbmetro. A concentracdo de proteinas
sollveis totais foi obtida pela comparacdo com curva padrdo de Albumina Sérvica Bovina

(BSA) e expressas em mg . g™ MS.

Mecanismos de defesa antioxidante

Atividade da superdxido dismutase (SOD)

A atividade enzimatica foi determinada segundo metodologia adaptada de Peixoto
(1999) a partir de Del Longo et al (1993) e Gianopolitis e Ries (1977).

Aliquotas de 100 pL do extrato proteico foram transferidas para tubos de ensaio
protegidos da luz, contento tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, 0,1 mM de EDTA, 13
mM de L-metionina e 75 uM de NBT.

A reacdo foi iniciada pela adicdo de 2 puM de riboflavina e a concomitante
transferéncia dos tubos para uma camara iluminada por uma lampada fluorescente circular de
30 Watts, por periodo de 15 minutos. Em seguida, leituras de absorbancia a 560 nm foram
tomadas em espectrofotdbmetro. Para efeito de corre¢do nos célculos, foram considerados
como branco da reagdo, tubos que ndo continham extrato, expostos e ndo expostos a luz. A
atividade foi determinada pelo calculo da quantidade de extrato que inibiu 50% da reducdo de
NBT (BEAUCHAMP & FRIDOVICH, 1971) e expressa em UA g™ MS min™.

Atividade de peroxidases de ascorbato (APX)

A atividade de APX foi determinada de acordo com o método de Nakano e Asada
(1981), modificado por Koshiba (1993). Para tanto, 100 uL do extrato proteico foram
transferidos para tubos de ensaio e ao meio de reacdo foram adicionados 2,7 mL de tampé&o
fosfato de potéssio (50 mM), pH 6,0, contendo 0,8 mM de acido L-ascorbico P.A.

A reacdo foi iniciada pela adi¢do de H,O, ao meio, observando o decréscimo da leitura
no intervalo de 60 segundos, a absorbancia de 290 mm em espectrofotdmetro.

Adicionalmente, leituras de tubos controle, com e sem a amostra, na auséncia de peréxido de
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hidrogénio, foram realizadas. A atividade de APX foi expressa em pmol ascorbato g* MS

min™™.

Atividade de peroxidase de fendis (POX)

A atividade da POX nos tecidos foi determinada pelo método de Kar e Mishra (1976).
Aliquotas de 20 pL do extrato proteico foram transferidas para tubos de ensaio e a estes,
adicionados 4,9 mL de tampdo fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, contendo 20 mM de
pirogalol (acido pirogalico)e 20 mM de H,0,. A mistura foi incubada a 25 °C, por periodo de
60 segundos, e posterior interrupcdo da reacdo, pela adicdo de 0,5 mL da solucdo de H,SO4
0,5% (v/v). As leituras foram realizadas a absorbancia de 420 nm, contra o branco preparado
com 5 mL do tampé&o de ensaio e 0,5 mL de H,SO,4 a 0,5 % (v/v). A atividade de POX foi

expressa em pmol purpurogalina . g"MS min™.
Atividade de catalase (CAT)

A atividade de catalase (CAT) foi determinada pelo método definido por Havir e
McHale (1987).

Aliquotas de 0,05 mL de extrato proteico foram adicionadas a 2,95 mL de tampéo
fosfato de potéassio 50 mM (pH 7,0), contendo H,0, (20 mM). A reacgdo ocorreu a 30 °C e foi
acompanhada pelo decaimento da absorbancia a 240 nm durante 300 seg., com leituras
sucessivas a cada 30 seg. A atividade da enzima foi calculada com base no coeficiente de
extingdo molar de 36 M™ cm™ para H,0,, em 240 nm, expressa em nmol H,0, g™ MS min™
(HAVIR & MCHALE, 1987).

Delineamento experimental e analise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia e o teste de Tukey. Em todas as

andlises foi utilizado o nivel nominal a = 0,05 de probabilidade, utilizando o Software
ASSISTAT verséo 7.7 beta.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Plantas submetidas ao déficit hidrico tiveram um aumento na producdo de clorofila a
(32% e 22%), clorofila b (255% e 100%) e carotenoides (55% e 33%), em ambos 0S
genotipos estudados (Figura 1). Estes resultados comparados aos seus respectivos controles.

O aumento nos niveis de pigmentos do girassol pode estar relacionado a sua fungéo
sinalizadora em plantas submetidas ao estresse (SILVA et al., 2014; 2015) e sua agdo na
mitigacdo dos danos aos fotossistemas, pois tais pigmentos absorvem o excedente de fotons
prevenindo assim, a fotoinibicao (SIMAO, 2010).

O componente osmético, tanto do déficit hidrico quanto da salinidade, interfere
diretamente nos processos fotossintéticos, uma vez que a falta de agua para a célula vegetal
prejudica o processo de fotdlise da agua, fundamental para a estabilizacdo das clorofilas no

processo fotoquimico da fotossintese (ZANETI et al., 2016).
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Figura 1: Teores de clorofila A (A), clorofila B (B) e carotenoides (C), em plantas de dois genétipos
de girassol (Catissol 01 e Helio 253), cultivadas durante 48 horas nos tratamentos: controle (CTRL),
100 mM NaCl (Sal) e 212 g.L* PEG 6000 (PEG), sendo isosméticas em -0,50 MPa. Valores seguidos
pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). *Letras mintusculas
comparam 0s genotipos e letras mailsculas comparam os tratamentos.

Os agentes estressores, mas de forma mais pronunciadada o PEG 6000, causaram

danos ao metabolismo tanto de Catissol 01 quanto no Helio 253, pelo aumento da
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peroxidacdo lipidica, dos niveis de H,O,, intensificacdo na cabonilacéo de proteinas e reducéao
nos niveis proteicos, para todos os orgdos das plantas avaliados (Figura 2 e 3).

Os danos causados pelo sal e pelo déficit hidrico as membranas celulares devido a
peroxidacdo dos lipidios estdo representados pelo aumento dos niveis de malondialdeido
(MDA) (Figura 2). Observou-se que ambos 0s gendtipos de girassol tiveram aumento
significativo na peroxidacédo de lipidios quando foram submetidos ao déficit hidrico, em todos
0s Orgdos avaliados, com excecdo do caule em Helio 253. Os aumentos na peroxidagédo
lipidica, tanto para o Catissol 01 quanto para o Helio 253, foram de 178% e 543% em folhas;
e 479% e 499% em raizes, respectivamente, comparados aos seus respectivos grupos controle
(Figura 2 A e E). Apenas nos caules de Catissol 01 o aumento da peroxidacéo lipidica foi de

aproximadamente 89%, comparado ao grupo controle (Figura 2C).
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Figura 2: Teores de malodeido (peroxidacdo lipidica) e peroxido de hidrogénio (H,0,), em Folha (A e
B), caule (C e D) e raiz (E e F), de dois gendtipos de girassol (Catissol 01 e Helio 253), cultivadas
durante 48 horas nos tratamentos: controle (CTRL), 100 mM NaCl (SAL) e 212 g.L" PEG 6000
(PEG), sendo isosmdticas em -0,50 MPa. Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). *Letras mintisculas comparam os gendtipos € letras
maiusculas comparam os tratamentos.
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O aumento dos niveis na peroxidacdo de lipidios pode estar associado ao excesso na
producdo e acumulacdo de EROs, que causam sobretudo danos oxidativos ao compartimento
apoplastico e membranas celulares, agravando a desestabilizacdo da homeostase ibnica
(GOLLDACK et al., 2014). Resultados semelhantes relacionados ao aumento da peroxidacéo
lipidica em raizes, caules e folhas de Vigna radiata sob estresse salino foram observados por
Panda e Khan (2009).

O estresse oxidativo € definido como um desequilibrio na relacdo entre compostos
antioxidantes versus compostos pré-oxidantes, levando ao aumento do nivel de espécies
reativas de oxigénio (EROs), dentre elas o perdxido de hidrogénio (CHOUDHURY et al.,
2017). No presente estudo, observou-se aumento nos niveis de peroxido de hidrogénio apenas
nas folhas do gendtipo Catissol 01, tanto ap6s submissdo ao estresse salino (10%) quanto ao
déficit hidrico (7%), comparados ao grupo controle (Figura 2B). Contudo, em folhas do
genotipo Helio 253 e caules de ambos os genotipos, ndo foram observadas alteragdes nos
niveis de H,O,, em nenhum dos tratamentos avaliados (Figura 2B e D). Ainda, observou-se
reducdes nos niveis de H,O, em raizes tanto de Catissol 01 (estresse salino - 13% e déficit
hidrico - 47%) quanto de Helio 253 (estresse salino - 25% e déficit hidrico - 34%),
comparados aos seus respectivos grupos controles (Figura 2 F).

O leve aumento nos niveis de H,O,, observado apenas em folhas do gendtipo Catissol
01, em ambos os estresses, sugerem a acdo deste composto na sinalizacdo molecular
envolvida na aclimatacdo ao estresse imposto, iniciando um processo de tolerdncia aos
estresses estudados (BHATTACHARJEE, 2012). Contudo, nos demais orgaos de Catissol 01
e em todos os orgdos de Helio 253, o H,O, parece ndo ser o principal causador da
peroxidacdo lipidica, observada no presente estudo, principalmente nas plantas submetidas ao
déficit hidrico. O ndo aumento e a reducdo nos niveis de H,O, mesmo em condicBes de
estresse, observados nos demais orgaos dos diferentes gendtipos, sugerem a eficiente remocao
desta classe de EROs por enzimas antioxidantes, como a SOD, CAT, APX e POX
(CHOUDHURY et al., 2017).

O dano oxidativo em proteinas, mensurados pela determinacdo de grupamento
carbonil (carbonilagcdo), aumentou em todos os 6rgdos de ambos 0s genotipos expostos ao
deéficit hidrico, com exce¢do do caule de Catissol 01 (Figura 3). Durante o déficit hidrico,
observaram-se aumentos de 11 e 13 vezes no valor de carbonil do grupo controle, para os
genotipos Catissol 01 e Helio 253, respectivamente. No caule e nas raizes de Helio 253 o
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aumento nos niveis deste grupamento foi de 133% e 491%, respectivamente, enquanto que
nas raizes de Catissol 01 o0 aumento nos niveis de carbonil foi de 63% (Figura 3).

O estresse salino aumentou os niveis de carbonil apenas em folhas (187%) e raizes
(58%) do gendtipo Catissol 01 e apenas em raizes do genotipo Helio 253 (19 vezes o valor
observado no grupo controle) (Figura 3 A e E). J& o déficit hidrico aumentou os niveis de
carbonil em folhas tanto em Catissol 01 (11 vezes o valor do grupo controle) quanto em Helio
253 (13 vezes o valor do grupo controle), em caules apenas do geno6tipo Helio 253 (133%) e
em raizes tanto de Catissol 01 (63%) quanto de Helio 253 (491%) (Figura 3 A, C e E).
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Figura 3: Teores de carbonilagdo de proteinas e contetdo de proteinas solUveis totais (PST), em Folha
(A e B), caule (C e D) e raiz (E e F), dois gendtipos de girassol (Catissol 01 e Helio 253), cultivadas
durante 48 horas nos tratamentos: controle (CTRL), 100 mM NaCl (SAL) e 212 g.L* PEG 6000
(PEG), sendo isosmoticas em -0,50 MPa. Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). *Letras mintisculas comparam os gendtipos € letras
mailsculas comparam os tratamentos.

Contrariamente os niveis de proteinas reduziram principalmente em folhas e raizes em

ambos 0s genotipos submetidos tanto a salinidade quanto ao déficit hidrico (Figura 3B e F).
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Em condigdes de estresse salino, observou-se reducdes de 38% e 26% nos niveis de proteinas
em folhas e de 57% e 64% em raizes, tanto de Catissol 01 quanto de Helio 253,
respectivamente. Nos caules, tanto em Catissol 01 quanto em Helio 253, observou-se aumento
nos niveis de proteinas totais de aproximadamente 103% e 29%, respectivamente,
comparados aos seus respectivos grupos controles. Em condi¢6es de déficit hidrico, observou-
se reducdes de 77% e 78%, em folhas, e 38% e 56%, em raizes, tanto de Catissol 01 quanto de
Helio 253, respectivamente, comparados aos seus respectivos grupos controle. Em caules dos
gendtipos submetidos ao déficit hidrico, observou-se aumentos de aproximadamente 46% e
51% nos niveis de proteinas totais tanto de Catissol 01 quanto de Helio 253, respectivamente
(Figura3B, D eF).

A carbonilacdo de proteinas € um tipo de oxidacdo de proteinas decorrente do estresse
oxidativo, ocorrendo pela oxidacdo direta de residuos proteicos de Lys, Arg, Pro ou Thr
(MOLASSIOTIS et al., 2016). O aumento na intensidade da carbonilacdo de proteinas,
observados em ambos o0s estresses, independente do gendtipo avaliado, pode ter inibido
atividades enzimaticas e aumentado a suscetibilidade protéica em relacdo ao ataque
proteolitico, reduzindo os niveis de proteinas sollveis totais nos diferentes 6rgdos do presente
estudo (MOLASSIOTIS et al., 2016).

Ainda, o aumento da carbonilacdo de proteinas pode ser consequéncia do aumento na
peroxidacao lipidica de gendtipos de girassol, pois a carbonilacdo de proteinas também pode
ser mediada por reacdes indiretas de produtos da peroxidacdo de lipidios com residuos Cys e
His (MADIAN & REGNIER, 2010).

Como resposta de defesa aos estresses, as plantas aumentaram a atividade de enzimas
antioxidativas. Em condi¢des de salinidade, tanto para Catissol 01 quanto para Helio 253,
observaram-se em folhas, aumento na atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD)
(0,57 € 0,78 UA g MS min™) e Ascorbato Peroxidase (APX) (6 e 1,9 pmol de Ascorbato . g°
'MS . min™), respectivamente (Figura 4 e 5). Apenas em folhas de Catissol 01 observou-se
aumento na atividade de Peroxidase de Fenéis (POX) (160 umol purpurogalina . g*MS . min’
1). Em caules de Catissol 01 e Helio 253, submetidos ao estresse salino, observou-se aumento
apenas na atividade de SOD (0,04 e 0,2 UA g™ MS min™). J& em raizes, tanto de Catissol 01
quanto de Helio 253, em condigdes salinas, observaram-se aumento na atividade de SOD
(0,0,63 e 0,53 UA g™* MS min™), Catalase (CAT) (0,58 e 0,67 nmol H,0, g* MS min™%), APX
(8,83 e 7,7 pmol de Ascorbato . g*MS . min™) e POX (760 e 619 pmol purpurogalina . g"*MS
. min), respectivamente, comparados aos seus respectivos grupos controles (Figura 4 e 5).
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Contudo, observou-se que em condic¢des de salinidade, caules de Catissol 01 e Helio
253 apresentaram reducdes na atividade de CAT (51% e 37%, respectivamente) e APX (60%
e 43%, respectivamente), além da reducdo da atividade da POX no caule apenas de Helio 253
(29%), comparados aos seus respectivos grupos controles. Ainda, em condi¢des salinas,

observou-se reducdo na atividade de CAT em folhas apenas de Catissol 01 (58%), comparado
ao controle.
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Figura 4: Atividade das enzimas antioxidativas, superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT),
quantificados em Folha (A e B), caule (C e D) e raiz (E e F), em plantas de dois genotipos de girassol
(Catissol 01 e Helio 253), cultivadas durante 48 horas nos tratamentos: controle (CTRL), 100 mM
NaCl (SAL) e 212 g.L* PEG 6000 (PEG), sendo isosméticas em -0,50 MPa. Valores seguidos pelas
mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). *Letras minusculas
comparam 0s genotipos. *Letras maitsculas comparam os tratamentos.

Tanto em folhas de Catissol 01 quanto de Helio 253, o déficit hidrico aumentou a
atividade da SOD (0,13 e 0,2 UA g™* MS min™) e da APX (4 e 11,4 umol de Ascorbato g*MS
. min™), respectivamente, comparados aos controles. Ja em raizes, tanto de Catissol 01 quanto
de Helio 253, observaram-se aumento da atividade da enzima SOD (0,3 e 0,6 UA g™ MS min®
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1), CAT (0,5 e 0,8 nmol H,0, g™ MS min™) e POX (745 e 678 pumol purpurogalina . g*MS .
min'), respectivamente, comparados aos seus grupos controles. O aumento na atividade da
APX foi observado apenas em raizes de Helio 253 (5,4 umol de Ascorbato . g*MS . min™),
comparado ao grupo controle (Figura 4 e 5).

Entretanto, em condicGes de déficit hidrico, caules de Catissol 01 e Helio 253
apresentaram reducgfes na atividade de CAT (42% e 91%, respectivamente) e APX (47% e
56%, respectivamente), além da reducdo de SOD no caule apenas de Catissol 01 (27%) e de
POX no caule apenas de Helio 253 (35%), comparados aos seus grupos controles. Ainda, em
folhas apenas de Helio 253, submetidas ao déficit hidrico, observou-se redugdes na atividade
da CAT (46%).
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Figura 5: Atividade das enzimas antioxidativa, peroxidase de ascorbato (APX) e peroxidase de fendis
(POX), quantificados em Folha (A e B), caule (C e D) e raiz (E e F), em plantas de dois gendtipos de
girassol (Catissol 01 e Helio 253), cultivadas durante 48 horas nos tratamentos: controle (CTRL), 100
mM NaCl (SAL) e 212 g.L* PEG 6000 (PEG), sendo isosméticas em -0,50 MPa. Valores seguidos
pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). *Letras minusculas
comparam o0s gendtipos e letras maitsculas comparam os tratamentos.
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Um dos principais mecanismos adotados pelas plantas, para garantir a sua
sobrevivéncia quando submetidas a condi¢des de estresse abidtico € a inducéo do sistema de
defesa antioxidante (HOSSAIN et al., 2015). O aumento na atividade das enzimas
antioxidantes, aferidos nos diferentes 6rgdos de ambos os gendétipos do presente estudo,
podem estar relacionados & manutengdo ou reducdo na concentracdo de H,O, nos diferentes
Orgdos avaliados, em ambos 0s gendtipos submetidos a salinidade (ACHARD et al., 2009) e
ao deficit hidrico (MOLASSIOTIS et al., 2016).

O aumento da atividade das enzimas antioxidantes, principalmente SOD e APX em
folhas e raizes, além da CAT e POX apenas em raizes de plantas de girassol submetidas ao
estresse salino, minimizaram os efeitos do estresse sobre a peroxidacdo de lipidios nos
referidos orgdos. O aumento na atividade de SOD, APX e POX em folhas podem ainda ter
contribuido para o aumento nos teores de pigmentos fotossintetizantes no presente estudo,
sugerindo a eficiéncia das enzimas antioxidantes na remocéo de H,O,, evitando a degradagéo
das clorofilas e carotenoides (LIU et al., 2011). As reducdes na atividade da CAT, em folhas
de Catissol 01 submetidas a salinidade e em Helio 253, na condicdo de déficit hidrico, podem
estar relacionadas ao aumento na carbonilacdo de proteinas, que inibe a atividade enzimatica e
aumenta a susceptibilidade protéica a protedlise (MOLASSIOTIS et al., 2016;
CHOUDHURY et al., 2017).

4. CONCLUSOES

A salinidade e o déficit hidrico afetaram de forma diferenciada os gendtipos de
girassol Catissol 01 e Helio 253. Ainda, os orgdos das plantas avaliados apresentaram
respostas diferentes, de acordo com o estresse aos quais foram submetidos.

Principalmente o déficit hidrico promoveu o aumento da peroxidagdo lipidica e da
carbonilacdo de proteinas, porém a degradacdo dos lipidios ndo se d& por meio do H,0, e a
proteolise néo interferiu na atividade das enzimas antioxidantes, em ambos 0s gendtipos de
girassol.

O aumento das atividades enziméticas de SOD, APX e POX minimizaram os efeitos
do estresse oxidativo, através da remocdo de H,O,, e contribuiram para a manutencdo dos
pigmentos fotossintéticos.

Os danos promovidos pelos agentes estressores foram mais pronunciados nas raizes de
ambos os gendtipos, porém este mesmo 6rgao apresentou as melhores a¢6es antioxidativas na

prevencdo aos danos oxidativos.

90



5.REFERENCIAS

ACHARD, P.; GUSTI, A.; CHEMINANT, S.; ALIOUA, M.; DHONDT, S.; COPPENS, F;
BEEMSTER, G.T.; GENSCHIK, P. Gibberellin signaling controls cell proliferation rate in
Arabidopsis. Current Biology, v.19, p.1188-1193, 2009.

AMARANTE, L. do; OLIVEIRA , C. D. S.; ZENZEN, M. L.; BERNARDI, E. Teores de
clorofilas em soja associada simbioticamente com diferentes estirpes de bradyrhizobium sob
alagamento. Revista Brasileira de Biociéncias, v. 5, p. 906-908, 2007.

BEAUCHAMP, C.; FRIDOVICH, I. Superosxide dismutase: Improved assaysand an assay
applicable to acrylamide gels. Anal Biochemistry, v. 44, p. 276-287, 1971.
BHATTACHARJEE, S. The language of reactive oxygen species signaling in plants. Journal
of Botany, v.2012, p.1-22, 2012.

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgam quantities
of protein utilizing the principle of protein binding. Analytical Biochemistry, v.72, p.248-
254, 1976.

CARNEIRO, M.M.L.C.; DEUNER, S.; OLIVEIRA, P.V. de; TEXEIRA, S.B.; SOUSA, C.P,;
BACARIN, M.A.; MORAES, D.M. Atividade antioxidante e viabilidade de sementes de
girassol apos estresse hidrico e salino. Revista Brasileira de Sementes, v. 33, n° 4, p. 752 -
761, 2011.

CENTENO, C.R.M.; SANTOS, J.B.dos; XAVIER, D.A.; AZEVEDO, C.A.V.de; GHEYI,
H.R. Componentes de producdo do girassol Embrapa 122-V2000 sob salinidade da agua e
adubacgéo nitrogenada Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental. Campina
Grande, PB, ISSN 1807-1929. v.18, (Suplemento), p.S39-S45, 2014.

CHOUDHURY, F.K.; RIVERO, R.M.; BLUMWALD, E.; MITTLER, R. Reactive oxygen
species, abiotic stress and stress combination. The Plant Journal, v. 90, p. 856-867, 2017.
DANTAS, C. V. S;; SILVA, |. B,; PEREIRA, G. M.; MAIA, J. M.; LIMA, J. P. M. S,
MACEDO, C. E. C. Influéncia da sanidade e déficit hidrico na germinacdo de sementes de
Carthamus tinctorius L. Revista Brasileira de Sementes, v.33, n.3 p. 574 - 582, 2011.

DEL LONGO, O.T.; GONZALES, C.A.; PASTORI, G.M.; TRIPPI, V.S. Antioxidant
defenses under hyperoxygenic and hyperosmotic conditions in leaves of two lines of maize
with differential sensitivity to drought. Plant Cell Physiology, v.34, p.1023-1028, 1993.

91



ELLOUZI, H.; HAMED, K.B.; CELA, J.; MUNNE-BOSCH, S.;: ABDELLY, C. Early effects
of salt stress on the physiological and oxidative status of Cakile maritima (halophyte) and
Arabidopsis thaliana (glycophyte). Physiologia Plantarum, v.142, p.128-143, 2011.

GAY, C.; COLLINS, J.; GEBICKI, J. M. Hydroperoxide assay with the ferric-xylenol orange
complex. Analytical Biochemistry, v.273, p.143-148, 1999.

GAY, C.; GEBICKI, J.M. A Critical Evaluation of the Effect of Sorbitol on the Ferric—
Xylenol Orange Hydroperoxide Assay. Analytical Biochemistry. v.284, p. 217220, 2000.
GAZZOLA, A.; FERREIRA JUNIOR, C.T.G.; CUNHA, D.A.; BORTOLINI, E.; PAIAO,
G.D.; PRIMIANO, L.V.; PESTANA, J.; D’ANDREA, M.S.C.; OLIVEIRA, M.S. A cultura
do girassol. In: PESTANA, J, CUNHA, D.A.; PRIMIANO, L.V Introdugdo ao agronegocio do
girassol. Piracicaba — SP, 2012, 8p.

GHOBADI, M.; TAHERABADI, S.; GHOBADI, M., MOHAMMADI, G.; JALALI-
HONARMAND, S. Antioxidant capacity, photosynthetic characteristics and water relations
of sunflower (Helianthus annuus L.) cultivars in response to drought stress. Industrial Crops
and Products, v. 50, p. 29-38, 2013.

GIANOPOLITIS, C. N.; REIS, S.K. Superoxide dismutase. Plant Physiology, v. 59, p. 309-
314, 1977.

GILL, S.S.; TUTEJA, N. Polyamines and abiotic stress tolerance in plants. Plant Signal
behay. v.5, n.1,p.26-33, 2010.

GOLLDACK, D.; LI, C.; MOHAN, H.; PROBST, N. Tolerance to drought and salt stress in
plants: un raveling the signaling networks. Frontiers in Plant Science, v. 5, n. 151, p. 1-10,
2014.

HAVIR, E.A.; MCHALE, N. A. Biochemical and developmental characterization of multiple
forms of catalase in tobaccoleaves. Plant Physiology, v. 84, p.450-455, 1987.

HEATH, R.L.; PACKER, L. Photoperoxidation in isolated chloroplasts. 2. Role of Electron
Transfer. Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 125, p. 850-¢, 1968.

HOAGLAND, D.R.; ARNON, D.I. The water-culture method for growing plants without
soil. California Agricultural Experimental Station, Berkeley. 347p. 1950.

HOSSAIN, M. A., BHATTACHARIEE, S., ARMIN, S. M., QIAN, P., XIN, W,, LI, H. Y.,
BURRITT, D. J., FUJITA, M. AND TRAN, L. S. Hydrogen peroxide priming modulates
abiotic oxidative stress tolerance: insights from ROS detoxification and scavenging.
Frontiers in Plant Science, v.6, n.420, p.1-19, 2015.

92


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwifubSB397XAhVFiZAKHe1JBHUQFggnMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.sciencedirect.com%2Fscience%2Fjournal%2F00032697&usg=AOvVaw25in3H7T4RdE6gu_YD18aw

KAR, M.; MISHRA, D. Catalase, peroxidase and polyphenolloxidase actives during rice leaf
senescence, Plant Physiology, v. 57, n.2, p. 315-319, 1976.

KOSHIBA, T. Cytosolic ascorbate peroxidase in seedlings and leaves of maize (Zea mays),
Plant and Cell Physiology, v. 34, p.713-721, 1993.

LEVINE R.L; GARLAND D.; OLIVER CN; AMICI A; CLIMENT I, LENZ AG; AHN, BW,
STADTMAN ER. Determination of carbonyl content in oxidatively modified proteins.
Methods in Enzymology. 186:464-478. 1990.

LICHTENTHALER, H.K. Chlorophylls and carotenoids: pigments of photosynthetic
biomembranes. In: Methods in Enzymology (eds S.P. Colowick, e N.O. Kaplan), v. 48, p.
350-382. Academic press, San Diego, 1987.

LISAR, S. Y. S.; MOTAFAKKERAZAD, R.; HOSSAIN, M. M.; RAHMAN, I. M. M. Water
Stress in Plants: Causes, Effects and Responses. In: RAHMAN, I. MD. M.; HASEGAWA, H.
(Ed.) Water stress, Intech, 2012. p. 1-14.

LIU, C.; LIU, Y.; GUOA, K.; FANA, D.; LI, G.; ZHENGA, Y.; YUC, L.; YANG, R. Effect
of drought on pigments, osmotic adjustment and antioxidant enzymes in six woody plant
species in karst habitats of southwestern China. Environmental and Experimental Botany,
v.71, p.174-183, 2011.

MADIAN, A.G.; REGNIER, F.E. Proteomic identification of carbonylated proteins and their
oxidation sites. Journal of Proteome Research, v. 9, p. 3766-3780, 2010.

MAIA, J.M.; VOIGT, E.L.; FERREIRA-SILVA, S.L.; FONTENELE, A.de V.; MACEDO,
C.E.C.; SILVEIRA, J.A.G. Differences in cowpea root growth triggered by salinity and
dehydration are associated with oxidative modulation involving types | and 11l peroxidases
and apoplastic ascorbato. Journal of Plant Growth Regulation — Springer. v. 32, p. 376-
387, 2013.

MOLASSIOTIS, A.; JOB, D.; ZIOGAS, V.; TANOU, G. Citrus Plants: A Model System for
Unlocking the Secrets of NO and ROS-Inspired Priming Against Salinity and Drought.
Frontiers in Plant Science, v. 7, n. 229, p. 1-7, 2016.

NAKANO, Y.; ASADA, K. Hydrogen peroxide is scavenged by ascorbate-specific
peroxidase in spinach chloroplasts, Plant Cell Physiology, v. 22, p. 1068-1072, 1981.
OLIVEIRA, M.D.M.; BEZERRA, L.L.; DANTAS, C.V.S.; VOIGT, E.L.; MAIA, J.M,;
MACEDO, C.E.C.M. The role of xylopodium in Na" exclusion and osmolyte accumulation in
faveleira [Cnidoscolus phyllacanthus (d. arg.) Pax et K. Hoffm] under salt stress. Acta
Physiologiae Plantarum, v.36, p.2871-2882, 2014.

93



OSAWA, C.C.; DE FELICIO, P.E.; GONCALVES, L.A.G. Teste de TBA aplicado a carnes e
derivados métodos tradicionais, modificados e alternativos. Quimica Nova, v. 28, n. 4, p.
655-663, 2005.
PANDA, S.K.; KHAN, M.H. Growth, oxidative damage and antioxidant responses in
greengram (Vigna radiata L.) under short-term salinity stress and its recovery. Journal of
Agronomy e Crop Science, v.195, p.442-454, 2009.
PEIXOTO, P.H.P.; CAMBRAIA, J.; SANT’ANNA, R.; MOSQUIN, P.R.; MOREIRA, M.A.
Aluminium effects on lipid peroxidation and on the activities of enzymes of oxidative
metabolism in sorghum. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, v.11, n.3, p.137-143,
1999.
SHABALA, L.; MACKAY, A.; TIAN, Y.; JACOBSEN, S.; ZHOU, D.; SHABALA, S.
Oxidative stress protection and stomatal patterning as components of salinity tolerance
mechanism in quinoa (Chenopodium quinoa). Physiologia Plantarum, n.1, p.1-13, 2012,
SHARIF, P.; SEYEDSALEHI, M.; PALADINO, O.; VAN DAMME, P.; SILLANPAA, M.;
SHARIFI, A. A. Effect of drought and salinity stresses on morphological and physiological
characteristics of canola. International Journal of Environmental Science and
Technology. v.15, 2017.
SILVA, E. N.; SILVEIRA, J. A. G.; RODRIGUES, C. R. F.; VIEGAS, R. A. Physiological
adjustment to salt stress in Jatropha curcas is associated with accumulation of salt ions,
transport and selectivity of K*, osmotic adjustment and K*/Na" homeostasis. Plant Biology,
v. 17, p. 1023-1029, 2015.
SIMAO, A.A. Antioxidantes, clorofila e perfil de acidos graxos em folhas de mandioca.
2010. Dissertacdo (Mestrado em Agroquimica) — Universidade Federal de Lavras, Lavras
(MG), 2010.
SIMS, D.A.; GAMON J.A. Relationships between leaf pigment content and spectral
reflectance across a wide range of species, leaf structures and developmental stages. Remote
Sensing of environment, v. 81, p. 337-354, 2002.

VIEIRA, R.D.; CARVALHO, N.M. Testes de vigor de sementes. Jaboticabal:

Fundacéo de apoia a pesquisa, ensino e extensao-FUNEP, 164p, 1994.
VILLELA, F.A.; DONI FILHO, L. e SIQUEIRA, E.L. 1991. Tabela do potencial osmético
em funcdo da concentracdo de polietileno glicol 6000 e da temperatura. Pesquisa

Agropecuaria Brasileira, v.26, p. 1957-1968.

94



ZANETTI, L.V.; MILANEZ, C.R.D.; GAMA, V.N.; AGUILAR, M.A.G.; SOUZA, CAS,;
CAMPOSTRINI, E.; FERRAZ, T.M.; FIGUEIREDO, A.M.M. de A. Leaf application of
silicon in young cacao plants subjected to water déficit. Pesquisa Agropecuaria Brasileira.
Brasilia, v.51, n.3, p.215-223, 2016.

ZHOU, B.Y.; WANG, J.H,; GOU, Z. F.; TAN, H.Q.; ZHU, X.C.A. Simple colorimetric
method for determination of hydrogen in plant tissues. Plant Growth regulation, v.49, p. 113-
118, 2006.

95



6. CONSIDERACOES FINAIS

Plantas de girassol respondem de forma diferenciada ao estresse salino e déficit
hidrico, induzidos por solucdes de cloreto de sodio (NaCl) e polietilenoglicol (PEG 6000),
respectivamente.

Os tratamentos com NaCl e PEG 6000 séo capazes de induzir alteragOes significativas
provocando reducdes nos indicadores de estresse associados ao crescimento (CR, RAF, AFE,)
ao status hidrico (%U) e as membranas celulares (VE) das plantas de ambos gendtipos de
girassol.

Plantas de girassol de ambos 0s gen6tipos sdo mais sensiveis ao déficit hidrico isolado
devido ao efeito osmotico, que no caso da salinidade, € minimizado devido a presenca dos
ions salinos.

Os solutos inorganicos (Na* e K*) foram acumulados e/ou reduzidos em todos os
orgdos estudados (folha, caule e raiz) e nos dois genotipos (Catissol 01 e Helio 253) de forma
diferenciada. O Catissol 01 acumulou Na* sobretudo no caule e raizes evitando a translocacéo
para as folhas e garantindo assim um maior aporte de K* para as mesmas.

A salinidade e a seca provocaram alteracbes no metabolismo dos carboidratos e dos
compostos nitrogenados dos dois genotipos de girassol. Dependendo do genétipo e 6rgao
estudados os aminodcidos livres totais e a prolina participam do ajustamento osmotico em
girassol.

O déficit hidrico promoveu o aumento da peroxidacdo lipidica e da carbonilacdo de
proteinas, porém a degradacdo dos lipidios ndo se da por meio do H,O, e a protedlise ndo
interferiu na atividade das enzimas antioxidantes, em ambos os genotipos de girassol.

O aumento das atividades enziméticas de superdxido dismutase, peroxidase de
ascorbato e peroxidase de fendis, minimizaram os efeitos do estresse oxidativo, através da
remocao de H,O, e contribuiram para a manutencdo dos pigmentos fotossintéticos.

Os danos promovidos pelos agentes estressores foram mais pronunciados nas raizes de
ambos o0s gendtipos, porém este mesmo Orgao apresentou as melhores a¢fes antioxidativas na
prevencdo aos danos oxidativos.

A salinidade e a seca afetaram o crescimento, o status hidrico, a integridade das
membranas, 0s solutos organicos e inorganicos, provocando danos oxidativos e a0 mesmo
tempo acionando o sistema de defesa antioxidante enzimético e ndo enzimatico das plantas de

girassol, e a resposta das plantas é tratamento, gendtipo e 6rgao dependente.
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