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RESUMO

MAIA, M. A. Fatima, M.Sc., Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
fevereiro de 2012. Respostas fotossintéticas e relagdes hidricas de cultivares de girassol
submetidas a salinidade. Orientador: Dr. Alan Carlos Costa. Coorientadores: Dra.
Clarice Aparecida Megguer e Dr. Frederico Antdnio Loureiro Soares.

A avaliagdo das respostas fotossintéticas em plantas fornece informacGes para
compreender os processos fisioldgicos, envolvidos nos mecanismos de tolerdncia e
susceptibilidade a salinidade em cultivares de girassol. Objetivou-se neste estudo avaliar
as respostas fotossintéticas em duas cultivares de girassol, Agrobel 963 e Aguara 4,
submetidas a diferentes concentracgdes salinas. O estudo foi conduzido em delineamento
de blocos ao acaso com arranjo fatorial 2 x 5, sendo duas cultivares de girassol (Agrobel
963 e Aguara 4) e cinco concentracdes de sal (0, 25, 50, 100 e 150 mM de NaCl) na
solucdo nutritiva, com cinco repeticdes. Foram realizadas avaliagdes de trocas gasosas,
relacfes hidricas, fluorescéncia da clorofila a, contetdo de pigmentos cloroplastidicos,
caracteristicas de crescimento e de matéria seca. Os resultados obtidos nas avaliacGes de
trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e conteudo de pigmentos cloroplastidicos
demonstram que as duas cultivares de girassol mantém o aparato fotossintético
funcional mesmo na maior concentracdo (150 mM) de NaCl. No entanto, na avaliacéo
de trocas gasosas, a cultivar Aguara 4 foi mais tolerante que a cultivar Agrobel 963, por
conseguir reduzir a taxa transpiratéria e obter maior eficiéncia do uso da agua em
condicGes de salinidade. A reducdo do potencial hidrico foliar e o acréscimo do indice
refratométrico das folhas e das raizes em funcdo ao aumento da salinidade na solucao
nutritiva, favoreceu a absorcdo de agua pela planta. Mesmo mantendo a atividade
fisioldgica funcional, a maior concentracdo de NaCl (150 mM) promoveu redugédo nas
caracteristicas de crescimento e de acumulo de matéria seca em ambas as cultivares.

Palavras—chave: Helianthus annus L., trocas gasosas, fluorescéncia, salinidade.



ABSTRACT

MAIA, M.A. Fatima, M.Sc., Goiano Federal Institute — Campus Rio Verde — GO,
2012. Photosynthetic responses and water relations of sunflower cultivars submitted to
salinity. Advisor: DSc Alan Carlos Costa. Co-advisors: DSc Clarice Aparecida
Megguer and DSc Frederico Anténio Loureiro Soares.

Evaluation of photosynthetic behavior provides information to understand the
physiological processes involved in the mechanisms of tolerance and susceptibility to
salinity in sunflower crop. This study aimed to evaluate the photosynthetic behavior in
two cultivars of sunflower, Agrobel 963 and Aguara 4, submitted to different salt
concentrations. The experiment was carried out in randomized blocks with factorial
arrangement 2 x 5, being two sunflower’s cultivars and five salt concentration (0, 25,
50, 100 and 150 mM NacCl) on nutritive solution. Were evaluated gas exchange, water
relations, chlorophyll a fluorescence, content of chloroplastidic pigment, growth
features and dry matter. The results obtained in the gas exchange, chlorophyll a
fluorescence and content of chloroplastidic pigments show that the two cultivars of
sunflower keep the photosynthetic apparatus functional even at the highest
concentration (150 mM NaCl). However, in the evaluation of gas exchange, the cultivar
Aguara 4 was more tolerant than cultivar Agrobel 963, by reducing the transpiration rate
and using water more efficiently under conditions of salinity. The reduction in the water
potential of leaves and the increase of the refratometric index in leaves and roots, in
function of the increase in salinity, in nutritive solution, favored the water absorption by
plant. Even maintaining the functional physiological activity, the highest concentration
of NaCl (150 mM) promoted a reduction in growth features and dry matter
accumulation for both cultivars.

Key words: Helianthus annus L., gas exchange, fluorescence, salinity.



1. INTRODUCAO

A agricultura na regido centro-oeste brasileira se destaca pela producdo de
grdos e, nos ultimos anos, lavouras de cana-de-aclcar foram implantadas em grande
escala nas areas agricultaveis desta regido. Este aumento se deve basicamente ao
incentivo a producdo do alcool como combustivel pelo Programa Nacional do Alcool
(Proalcool) (RODRIGUES & ORTIZ, 2006).

Concomitante ao aumento da producdo de cana esta a producdo de vinhaca,
que € subproduto da producgdo de alcool. A vinhacga estd sendo utilizada na irrigacéo
como fertilizante, mas se aplicada em excesso pode promover danos as culturas de
interesse comercial por causa do desequilibrio nutricional e saturacdo de bases,
culminando com a salinizacdo do solo (LELIS NETO, 2008). A intensidade da
salinizacdo, no entanto, depende do tipo e das caracteristicas fisico-quimicas de cada
solo.

A salinidade é um dos estresses abidticos que induz mudancas e respostas em
todos os niveis funcionais do organismo que, podem ser reversiveis a principio, ou se
tornarem irreversiveis sob condi¢fes extremas (LARCHER, 2004). O excesso de sais
pode ser nocivo as plantas em funcdo do efeito osmotico, que acarreta dificuldade na
absorcdo de &gua, ou ainda, pelo efeito idnico que esta associado a toxicidade de ions
especificos (DIAS & BLANCO, 2010).

O efeito provocado pela salinidade gera o estresse osmatico, perturbando as
relagdes hidricas, com reducdo no crescimento, na area foliar e na producédo de matéria
seca (HUSSAIN et al., 2012). Os efeitos ibnicos promovidos, sobretudo pelo Na+, sdo
verificados quando este ion se acumula nos tecidos da planta e provoca desequilibrio
nutricional, toxidez e alteracbes no metabolismo (MUNNS & TESTER, 2008; SILVA
et al., 2009).



A taxa fotossintética também é afetada pela salinidade e, pode ocorrer
provavelmente em resposta ao fechamento estomatico, mediado por hormonios, por
alteracdes fotoquimicas e no metabolismo do carbono (CHAVES et al., 2009).

De acordo com o incremento da salinidade ocorrem alteragdes no crescimento
de plantas, sendo mais afetada a area foliar. Segundo Steduto et al., (2000) a &rea foliar
€ 0 mecanismo mais importante para evitar o estresse em plantas de girassol. Essa
resposta sugere uma estratégia para reduzir a transpiracao e, consequente, perda de agua
pela planta. Alteragdes morfoldgicas, anatdbmicas e metabdlicas em plantas de girassol,
dependem do gendtipo e da quantidade de sais na planta (SILVA et al., 2009).

Sabe-se, no entanto, que algumas plantas tem a capacidade de impedir a
entrada ou minimizar a concentracdo de sais no citoplasma, via compartimentalizacdo
nos vacuolos, evitando assim os efeitos toxicos dos sais na fotossintese e em outros
processos metabdlicos (CHAVES et al., 2009). As diferengas nos mecanismos de
tolerdncia, no entanto, podem ocorrer entre espécies ou entre cultivares de uma mesma
espeécie.

O girassol (Helianthus annus L.) é uma espécie originadria do sudoeste dos
Estados Unidos e norte do México (ROSSI, 1998), sendo uma cultura com grande
potencial oleaginoso e de relevante importancia econémica e agrondmica. Destaca-se
por ser bastante resistente a seca, ao frio e ao calor, além de se adaptar a diferentes
condicdes edafoclimaticas (GOMES et al., 2006). Porém, quanto a salinidade alguns
cultivares de girassol sdo tolerantes e outros sensiveis.

Assim, compreender os processos fisiologicos e, morfolégicos, envolvidos nos
mecanismos de tolerancia e susceptibilidade a salinidade, como as trocas gasosas, as
relacBes hidricas e o crescimento de plantas de girassol, é de grande importancia para
elucidar os mecanismos envolvidos quanto a tolerancia ao sal e, a sua utilizacdo em
solos salinos. Desta forma, objetivou-se com este estudo avaliar as respostas das trocas
gasosas, as relacdes hidricas e as caracteristicas do crescimento em duas cultivares de

girassol, Agrobel 963 e Aguaré 4, submetidas as diferentes concentragdes salinas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de estudo e condigdes de cultivo



O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Laboratério de
Ecosifisiologia e Produtividade Vegetal do Instituto Federal Goiano - Campus Rio
Verde (17°48” S e 50°54° O).

O estudo foi conduzido em delineamento de blocos ao acaso com arranjo
fatorial 2 x 5, sendo duas cultivares de girassol (Agrobel 963 e Aguara 4) e cinco
concentracgdes de sal na solugédo Hoagland & Arnon, (1950), sendo: 0, 25, 50, 100 e 150
mM de NaCl (Dinamica® 99,5% de pureza), com cinco repeticdes. Cada repeticdo foi

constituida por uma caixa de isopor com duas plantas.

2.1.1. Obtencédo das mudas

As sementes de girassol foram germinadas em substrato comercial Bioplant®,
em bandejas de poliestireno expandido, em casa de vegetacdo. Aos 15 dias apos a
germinacdo, mudas sadias e uniformes foram selecionadas e transferidas para bandejas
contendo solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon, (1950), com % da forca idnica
(Figura 1).
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Figura 1- Plantulas de girassol (Helianthus annus L.) em cultivo hidropbnico em fase
de aclimatacdo sob sistema de aera¢do em casa de vegetacao.

2.1.2. Aclimatacéo das plantas

As plantas foram aclimatadas em bandejas contendo ¥ da forca ibnica da
solucdo de Hoagland & Arnon, (1950) conforme descrito no item anterior. Apés 48
horas e 96 horas as plantas foram submetidas a % forca idnica e forca completa,

respectivamente. Aos seis dias ap0s a aclimatacdo foram transferidas para caixas de



isopor contendo 2,5 L de solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon, (1950), forca i6nica
completa, sob sistema de aeracdo intercalada a cada 15 minutos (Figura 2).

Figura 2 - Plantas de girassol (Helianthus annus L.) em cultivo hidropdnico submetidas
a salinidade sob sistema de aeracdo em casa de vegetacao.

O periodo de aclimatacdo foi determinado a partir de estudos preliminares para
a certificacdo de que as plantas, no momento da imposi¢do dos tratamentos, nédo
apresentariam sintomas de deficiéncia nutricional que pudesse interferir na conducgédo do

experimento.

2.2. Condigdes experimentais

A imposicdo dos tratamentos foi iniciada seis dias apds a aclimatacdo das
plantas a forca completa. As concentracfes salinas foram impostas gradativamente a
cada 24 horas até atingir a concentracdo desejada (150 mM). Ou seja, as 24, 48, 72 e 96
horas, foram adicionados a solucéo nutritiva nas seguintes concentra¢des de NaCl: 25,
50, 100 e 150 mM, respectivamente. A imposi¢do gradual dos tratamentos, com base
em estudos preliminares, ocorreu para permitir a aclimatizagéo das plantas e prevenir a
fitotoxicidade ou morte prematura das plantas.

O volume da solugdo foi monitorado diariamente e, quando necessério,
adicionada agua deionizada até completar o volume final de 2,5 L. A estabilidade da
solucdo foi monitorada, a cada 48 horas, por meio da condutividade elétrica (CE)
mediante medi¢bes da condutividade elétrica utilizando um condutivimetro CD-850

(Instrutherm, Brasil) e do pH utilizando um pHmetro 221 (Lutron, Taiwan). O pH da



solucdo foi mantido em torno de 6,0 £ 0,05 e, quando necessario, correcdes foram
realizadas utilizando solucbes 0,1 N de HCIl e 0,1 N de NaOH. A CE foi mantida em
valores superiores a 25% da CE inicial, sendo a solucdo nutritiva renovada
semanalmente.

O experimento foi conduzido durante 47 dias apds a germinagdo das sementes,
ou seja, 26 dias apds a imposicdo dos tratamentos. Neste periodo as plantas foram
avaliadas quanto as trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, contetdo de pigmentos
cloroplastidicos, relacBes hidricas, caracteristicas morfoldgicas e acumulo de matéria

seca. Os procedimentos para as avaliagcdes acima citadas estdo detalhados a seguir.

2.3. Procedimento para a avaliacéo das plantas

As avaliacBes das caracteristicas das trocas gasosas, da fluorescéncia da
clorofila a, foram determinadas em folhas completamente expandidas da regido
mediana, ou seja, folhas inseridas no terceiro no a partir do apice da planta.

As medicdes de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a foram realizadas
aos 9, 11, 14, 18 e 26 dias apds a imposi¢do dos tratamentos, excluindo as medicGes do
dia 18 para o atributo fluorescéncia de clorofila a. No encerramento do experimento,
aos 26 dias apos o inicio dos tratamentos, foi determinado o potencial hidrico, o indice
refratométrico, o conteddo de pigmentos cloroplastidicos, as caracteristicas

morfoldgicas e 0 acimulo de matéria seca.

2.3.1. Trocas gasosas

As avaliagbes das trocas gasosas ocorreram sempre no horario entre as
07h00min e as 11h00min. Nestas avaliacdes foram registradas a taxa fotossintética (A,
umol m?s™), a taxa transpiratria (E, mmol m?s™), a condutancia estomatica (gs , mol
H,0 m? s?), e a relacdo entre a concentracdo interna e externa de CO, (Ci/Ca). Estas
avaliacdes foram realizadas utilizando um sistema portéatil de fotossintese equipado com
uma fonte de luz LCi Light Systems (ADC Bioscientific, Herts, England), a qual
consiste de um suporte com ventilacdo contendo uma lampada hal6gena dicroica de 20

W, incidindo uma densidade de fluxo de fétons igual a 1000 umol m?s™.



2.3.2. Fluorescéncia da clorofila a

As determinacdes da fluorescéncia da clorofila a, em cada dia de avaliacao,
ocorreram sempre no horario entre as 08h00min e as 11h00min. As medic¢Bes foram
avaliadas utilizando um fluorémetro portéatil modulado, modelo MINI-PAM (Walz,
Effeltrich, Germany), equipado com uma pinca especial para suporte da folha modelo
2030-B (BILGER et al., 1995; RASCHER et al., 2000). Foram determinadas a
fluorescéncia inicial (Fo), a fluorescéncia méxima (Fm), o rendimento quantico maximo
do FS Il (Fv/Fm = Fluorescéncia variavel/Fluorescéncia maxima), o rendimento
quantico efetivo (AF/Fm’), a dissipacdo fotoquimica (qp), a dissipa¢éo ndo fotoquimica
(NPQ) e a taxa de transporte de elétrons (ETR).

O rendimento quantico maximo do FS Il (van KOOTEN & SNEL, 1990) foi
calculado apds 30 minutos de aclimatacéo ao escuro utilizando a equacéo Fv/Fm = (Fm-
Fo) / Fm, em que Fo € o rendimento da fluorescéncia minima, excitado por uma luz
vermelha modulada de baixa intensidade (0,03 pmol m? s?), e Fm é a fluorescéncia
méaxima obtida pela aplicacdo de um pulso de 0,8s de luz actinica saturante (>6000
umol m2s™). O rendimento quéntico efetivo do fotossistema Il (GENTY et al., 1989)
foi determinado por meio de um pulso de saturacdo em folhas previamente expostas a
luz ambiente por 20 minutos, sendo calculado como AF/Fm’=(Fm’-F)/Fm’, em que Fm’
é o rendimento da fluorescéncia méxima durante o pulso de saturacdo. O AF/Fm’ foi
utilizado para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) de acordo com
Bilger et al., (1995), mediante o uso da equagdo ETR = AF/Fm’ x DFF x 0,5 x 0,84, em
que DFF é a densidade de fluxo de fétons (umol m s™) incidente sobre a folha; 0,5 é 0
valor correspondente & fracdo da energia de excitacdo distribuida para o FSII (LAISK &
LORETO, 1996); e 0,84 ¢ o valor correspondente a fracdo de luz incidente que é
absorvida pelas folhas (EHLEINGER,1981). O coeficiente de extin¢do ndo fotoquimica
de Stern-Volmer foi calculado como NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’ (BILGER & BJORKMAN,
1990).

2.3.3. Determinacéo do conteudo de pigmentos cloroplastidicos

O contetdo de pigmentos cloroplastidicos foi determinado por meio da

extracdo com dimetilsulfoxido (DMSO) mediante ajustes da metodologia descrita por



Kuki et al., (2005). Trés discos foliares, de folhas completamente expandidas, com 5
mm de didmetro foram incubados em tubos vedados e envolvidos com papel aluminio
contendo 5 mL de DMSO saturado com CaCOgs, por um periodo de 24 horas a 65°C. A
determinacdo da absorbancia do extrato foi efetuada apos este periodo por meio de um
espectrofotometro UV — VIS, modelo Evolution 60S (Thermo Fisher Scientific,
Madison — USA). Os comprimentos de onda, as equacbes e os calculos para a
determinacdo do conteudo de clorofilas a, b e carotenoides foram baseados na
metodologia de Welburn (1994).

2.3.4. Relacdes hidricas

Folhas completamente expandidas inseridas no terceiro n a partir do apice da
planta foram coletadas no periodo da antemanhd, entre 4hOOmin e 6h00min, e
imediatamente colocadas em sacos plasticos e acondicionadas em caixa de isopor. No
laboratdrio, procederam as determinacdes de potencial hidrico (¥,) utilizando uma
camara de pressao do tipo Scholander.

Para a avaliacdo do indice refratométrico (IR), as folhas e as raizes foram
coletadas e lavadas com agua deionizada para impedir a interferéncia dos sais do meio
de cultivo nos resultados da avaliagdo. Apo6s a lavagem, folhas e raizes foram
previamente acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em freezer (-18°C),
objetivando maior facilidade de extracdo. Para a extracdo do suco celular das folhas
ainda congeladas, utilizou-se uma prensa manual de inox. As determinacdes do indice
refratométrico da folha e da raiz foram efetuadas utilizando um refratbmetro manual
(Abbe Atago, Japéo).

2.3.5. Caracteristicas morfoldgicas e acimulo de matéria seca

As caracteristicas de crescimento foram avaliadas, mediante a contagem do
numero de folhas e niumero de nos, determinagdo da area foliar, materia seca da parte
aérea, matéria seca de raiz, da matéria seca total, area foliar especifica e razdo area
foliar. Para a obtencdo da massa da matéria seca, expressa em g planta-t, o material
coletado foi seco em estufa de circulacdo de ar, a 65°C, até atingir peso constante. A

area foliar foi determinada em cm?, mediante a integracdo da imagem digital das folhas



por meio de um software. A &rea foliar especifica (AFE) e a razdo area foliar (RAF)
foram calculadas empregando as equacgOes: AFE= AF/MSF e RAF= AF/MST,

respectivamente.

2.4. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as medias das
cultivares comparadas entre si pelo Teste de F. Quando necessério, foram ajustados
modelos de regressdo aos niveis de concentragdes de NaCl, usando o programa SAEG
9.1 (UFRV, Vicosa, Brasil).

3. RESULTADOS

3.1. Trocas gasosas

A analise de variancia demonstrou efeito significativo nas fontes de variagdo
cultivar, concentracdes salinas e na interacdo entre estes dois fatores para todas as
caracteristicas das trocas gasosas, exceto para a gs

Para a cultivar Agrobel 963 foi observado maiores valores na A (Figura 3A) e E
(Figura 3C) e menores valores na EUA (Figura 3D), em relagdo a cultivar Aguara 4. O
aumento na concentracdo de NaCl promoveu uma redugéo nos valores de A (Figura 3A) e
E (Figura 3C) e um incremento na EUA (Figura 3D) da cultivar Aguara 4.

Né&o foi observada alteracdes na Ci/Ca em funcdo do aumento da salinidade no
meio de cultivo, diferenca significativa ocorreu apenas entre as cultivares, em que a

cultivar Aguara 4 demonstrou os maiores valores desta relacdo (Figura 4).

3.2. Fluorescéncia da clorofila a

As varidveis AF/Fm’, ETR e NPQ, segundo a ANOVA, sofreram efeito da
interacdo entre as fontes de variacdo cultivar e concentragdo de NaCl. Porém a razéo
Fv/Fm foi afetada apenas pelo efeito isolado da cultivar

Os valores para a razdo Fv/Fm foram de 0,83 e 0,84 para a cultivar Aguara 4 e
Agrobel 963, respectivamente (Figura 5).



O AF/Fm’ (Figura 6A), a ETR (Figura 6B) e 0 NPQ (Figura 6C), para a cultivar Aguara

4, tiveram um aumento significativo em funcéo das diferentes concentragdes de NaCl.

O mesmo ndo sendo observado para a cultivar Agrobel 963, em que os valores

permaneceram praticamente constantes. O NPQ foi a variavel que teve efeito mais

pronunciado entre as cultivares nas concentragdes de 100 e 150 mM, sendo 0s maiores

valores observados para a cultivar Aguaré 4 (Figura 6C).
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transpiratoria (E) (C) e Eficiéncia no uso da agua (EUA) (D) em plantas
de girassol das cultivares Aguard 4 e Agrobel 963, submetidas a
diferentes concentracGes de NaCl (mM) na solugéo de crescimento. As
letras maidsculas no interior da figura representam a diferenca estatistica
entre cultivares, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O efeito da
salinidade dentro de cada cultivar é explicado pelo modelo quadratico em
(A), modelo quadratico e linear em (C) e modelo quadratico e raiz
quadrada em (D). Significancia: *p<0,05; **p<0,01.
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Figura 4 - Relacdo entre a concentracdo interna e externa de CO; (Ci/C,) em plantas de
girassol das cultivares Aguard 4 e Agrobel 963 submetidas as diferentes
concentracdes de NaCl (mM) na solucdo de crescimento. Médias seguidas de
uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Figura 5 - Eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) em plantas de
girassol das cultivares Aguara 4 e Agrobel 963, submetidas as diferentes
concentracdes de NaCl (mM) em solucéo de crescimento. Médias seguidas
de uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de F a 5% de
probabilidade.
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Figura 6 - Eficiéncia quantica efetiva do fotossistema Il (AF/Fm’) (A), Taxa de
transporte de elétrons (ETR) (B) e Coeficiente de extincdo néo
fotoquimica (NPQ) (C) em plantas de girassol das cultivares Aguara 4 e
Agrobel 963, submetidas a diferentes concentragdes de NaCl (mM) em
solucdo de crescimento. Para cada dose testada, as letras mailsculas
diferentes no interior da figura, representam a diferenca estatistica entre
cultivares, pelo teste F a 5% de probabilidade. O efeito da salinidade é
explicado pelo modelo linear em (A), quadratico em (B) e raiz quadratico
em (C) para a cultivar Aguara 4. Significancia: *p<0,05; **p<0,01.
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3.3. Conteudo de pigmentos cloroplastidicos

O resumo da andlise de variancia demonstra que houve efeito da interacdo
entre cultivar e concentracdo salina sobre as variaveis Cla, Clb, carotenoides, CLt e
razdo Cla/Clb.

O incremento na concentracdo de NaCl promoveu um aumento significativo no
conteddo de Cla (Figura 7A) , Clb (Figura 7B), carotenoides (Figura 7C), e Clt (Figura
7D) nas plantas da cultivar Aguard 4. Ja para a cultivar Agrobel 963, ndo foram
observadas alteracdes significativas nas mesmas condic¢Ges (Figura 7), exceto para a
variavel Clb que teve uma reducdo seguida de um leve aumento na maior concentracdo
de NaCl (Figura 7B). Reducéo significativa foi observada na razdo Cla/Clb apenas em

plantas da cultivar Aguara 4 (Figura 8).
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Figura 7 - Clorofila a (Cla) (A), Clorofila b (Clb) (B), Carotenoides (C) e Clorofila
total (Clt) (D) em plantas de girassol das cultivares Aguarad 4 e Agrobel
963, submetidas a diferentes concentragcdes de NaCl (mM) na solugdo de
crescimento. Para cada dose testada, as letras maiusculas diferentes no
interior da figura, representam a diferenca estatistica entre cultivares, pelo
teste F a 5% de probabilidade. O efeito da salinidade é explicado pelo
modelo linear em (A), modelo quadratico em (B, C e D). Significancia:
*p<0,05; **p<0,01.
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Figura 8 - Razdo entre clorofila a e clorofila b (Cla/Clb) em plantas de girassol das
cultivares Aguard 4 e Agrobel 963, submetidas a diferentes concentracoes
de NaCl (mM) em meio de crescimento. Para cada dose testada, as letras
maiusculas diferentes no interior da figura, representam a diferenga
estatistica entre cultivares, pelo teste F a 5% de probabilidade. O efeito da
salinidade é explicado pelo modelo linear para a cultivar Aguara 4.

Significancia: **p<0,01.

3.4. Relagdes hidricas

3.4.1. Potencial hidrico

De acordo com os dados da analise de variancia para potencial hidrico foliar,

observou-se que ndo houve diferenga significativa entre as cultivares em estudo, sendo

verificado somente efeito da concentracdo e da interacdo entre cultivar e concentracéo

de NaCl na solucéo.

O potencial hidrico, tanto da Aguara 4 quanto da Agrobel 963, diminuiu em

funcdo do aumento da salinidade no meio de crescimento, sobretudo na maior

concentracdo de NaCl. Em relacdo as plantas controle, observou-se reducdo de até
47,75% em Aguara 4 e até 20,0% em Agrobel 963 (Figura 9).
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Figura 9 - Potencial hidrico foliar em plantas de girassol das cultivares Aguara 4 e
Agrobel 963 submetidas a diferentes concentracfes de NaCl (mM) na
solucdo de crescimento. Para cada dose testada, as letras mailsculas
diferentes no interior da figura, representam a diferenca estatistica entre
cultivares, pelo teste F a 5% de probabilidade. O efeito da salinidade ¢
explicado pelo modelo raiz quadrada para cultivar Aguaré 4 e modelo linear
para cultivar Agrobel 963. Significancia: *p<0,05; **p<0,01.

3.4.2.indice refratométrico

O quadro da analise de variancia para indice refratométrico da folha e da raiz
demonstra que houve efeito significativo somente na concentracdo de NaCl
independente da cultivar

O indice refratométrico, tanto da folha quanto da raiz, aumentou em funcéo do
aumento da concentracdo de NaCl (Figura 10A e B). Representando um acréscimo de
101,84% na folha (Figura 10A) e 34,6% na raiz (Figura 10B) na concentracdo de 150

mM em relagéo as plantas controle.



15

5,0 15
A B
45 1 .
1,4
g 4,0
24 L
82 35 1 13
=
© 307 )
E 25 ‘
! 12 y= 0,010 + 39,887x - 1113,01x? 11
20 | y= 0,021- 0,151x+'4 + 2,702x R2= 0,07%* )
R2= 0,96%*
15 T T T T T T T T T T 1,0
0 25 50 100 150 0 25 50 100 150
Concentracdo (mM) Concentracdo (mM)

Figura 10 - indice refratométrico das folhas (A) e da raiz (B) em plantas de girassol das
cultivares Aguara 4 e Agrobel 963, submetidas a diferentes concentraces
de NaCl na solucdo de crescimento.. O efeito da salinidade é explicado
pelo modelo raiz quadrada em (A) e quadratico em (B). Significancia:
*p<0,05; **p<0,01.

3.5. Caracteristicas morfoldgicas e acimulo de matéria seca

As caracteristicas morfologicas e o acumulo de matéria seca foram
influenciados pelas fontes de variagéo cultivar, concentracao e interacdo entre cultivar e
concentracdo de NaCl. A excecdo ocorreu para exceto a area foliar que sofreu alteracdes
apenas em funcdo do efeito isolado da cultivar.

O aumento da concentracdo de NaCl na solucdo, independente da cultivar,
reduziu significativamente o nimero de folhas (Figura 11A ) e nimero de nds (Figura
11B). Ao avaliar o efeito isolado da cultivar, nesta mesma caracteristica, verificou-se
reducdo mais expressiva para a cultivar Agrobel 963 (Figura 13 A e B).

A RAF (Figura 12A), AFE (Figura 12B), AF (Figura 14A), e MSR (Figura
14C), das plantas de ambas as cultivares, diminuiram drasticamente em fungdo do
aumento das concentragdes de NaCl em solugdo. Comportamento semelhante foi
observado na MSPA (Figura 14B) e MST (Figura 14D) das plantas da cultivar Agrobel
963. No entanto, concentracbes baixas de NaCl (= 0,25mM) estimularam
significativamente o aumento da MSPA (Figura 14B) e MST (Figura 14D) de plantas da

cultivar Aguaré 4.
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modelo quadratico. Significancia: *p<0,05.
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Figura 12 - Area foliar especifica (AFE), Razdo éarea foliar (RAF) em plantas de

girassol das cultivares Aguara 4 e Agrobel 963, submetidas a diferentes
concentragdes de NaCl em meio de crescimento. Para cada dose testada,
as letras mailsculas diferentes no interior da figura, representam a
diferenca estatistica entre cultivares, pelo teste F a 5% de probabilidade.
O efeito da salinidade é explicado pelo modelo raiz quadrada em (A) e

modelo linear e quadratico em (B) . Significancia: **p<0,01.
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Figura 13 - Numero de folhas (A) e nimero de nés (B) em plantas de girassol das
cultivares Aguaré 4 e Agrobel 963, submetidas as diferentes concentracoes
de NaCl em meio de crescimento. Médias seguidas de uma mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade.
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Figura 14 - Area foliar (AF), matéria seca parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz
(MSR) e matéria seca total (MST) em plantas de girassol das cultivares
Aguara 4 e Agrobel 963, submetidas a diferentes concentragcdes de NaCl
(mM) em meio de crescimento. Para cada dose testada, as letras
mailsculas diferentes no interior da figura, representam a diferenca
estatistica entre cultivares, pelo teste F a 5% de probabilidade. O efeito da
salinidade ¢ explicado pelo modelo linear em (A), modelo raiz quadrada e
guadratico em (B), modelo quadratico em (C) e modelo raiz quadrada e

quadrético em (D). Significancia:

*p<0,05; **p<0,01.
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4. DISCUSSAO

As caracteristicas de crescimento do presente estudo, como AF, AFE, RAF,
MSPA, MST e MSR das plantas, de ambas as cultivares, sofreram reducdo com o
incremento nas concentra¢fes de NaCl na solucdo. A reducdo no crescimento € um dos
mais frequentes sintomas observados em plantas cultivadas em ambientes salinos e tem
sido bem documentada para pinhdo manso (SILVA et al., 2009) e algumas cultivares de
girassol (STEDUTO et al., 2000; HUSSAIN et al., 2012). Altera¢des no crescimento de
plantas podem ocorrer como uma resposta rapida em virtude do aumento externo da
pressdo osmotica e uma resposta lenta, pelo acimulo de Na* nas folhas (MUNNS &
TESTER, 2008).

O acréscimo relativo da AFE para a cultivar Aguara 4, com base na equacédo de
regressdo (Figura 9), foi de 3,7% para a concentracdo de 25 mM de NaCl em relacéo as
plantas controle. Para a cultivar Agrobel 963, efeito contrario foi verificado, ou seja,
uma reducdo na AFE de 56,6% quando as plantas foram submetidas a concentracédo de
25 mM em relacdo a solucdo de 0 mM de NaCl, atingindo reducdo de 78,0% na
concentracdo de 150 mM de NaCl. A RAF da cultivar Aguard 4 diminuiu
exponencialmente, sendo 3,4%, para cada dez unidade de aumento de NaCl, a partir do
tratamento controle. Para acultivar Agrobel 963, comparando a solucéo de 25, 50, 100 e
150 mM de NaCl com o controle, verifica-se um decréscimo de 37,1; 66,0; 99,0 e
99,0%, respectivamente.

O efeito depreciativo das concentracdes de NaCl na solucdo sobre a AF foi
linear e segundo a equacao obtida, o decréscimo relativo da AF foi de 3,0 e 4,7%, para
cada aumento de 10 mM de NaCl na solucdo, para as cultivares Aguara 4 e Agrobel
963, respectivamente. Neste estudo a reducdo da AF pode estar relacionada a um
mecanismo de adaptacdo a salinidade que permite a conservacao de agua pela reducao
da éarea transpiratoria. A diminuicdo da &rea foliar tem sido observada em resposta de
varias espécies de plantas submetidas a crescentes concentragbes de NaCl
(MEDEIROS, et al., 2012; ARAUJO, et al, 2010; NETO & TABOSA, 2000).

Os menores valores de MSR foram registrados para as concentracfes estimadas
de 106,7 e 100 mM de NaCl na solucdo para as cultivares Aguard 4 e Agrobel 963,
respectivamente.

Para a cultivar Aguara 4, comportamento semelhante foi verificado para MSPA

e MST com um acréscimo até a concentracdo de 22 mM e 13 mM, respectivamente.
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Sendo assim decréscimos nestas caracteristicas foram verificadas a partir das
concentracOes acima citadas. Ja na cultivar Agrobel 963, comportamento quadratico foi
verificado para a MSPA e MST com reducdo na maior concentracdo em relacdo as
plantas controle de 85,5% e 66%, respectivamente. Reducdo na MSPA também foram
observadas por Junior et al., (2011) e Nobre et al., (2010) em plantas de girassol
submetidas a diferentes concentragdes salinas, com decréscimos de 83 (CE de 9,0 dS m’
1) e 55% (CE de 4,9 dS m™), respectivamente.

Segundo Nobre et al., (2010) a producdo de matéria seca das plantas é afetada
pela salinidade pela redugdo da disponibilidade hidrica provocada pela elevada
concentracdo de sais na zona radicular. Portanto, esses decréscimos podem estar
associados ao estresse osmotico, ocasionado pelo aumento de solutos na solucéo,
dificultando assim, a absorcdo de agua pela planta. O acréscimo de solutos também
promoveu reducao v, foliar e aumento do IR do suco celular das folhas e das raizes. Na
medida em que o conteldo de agua decresce, ha uma reducdo da pressdo de turgor,
ocasionando reducdo do numero de células em processo de elongacdo e consequente
reducdo do crescimento (WILLADINO & CAMARA, 2010).

Sendo assim, os resultados demonstram que as cultivares de girassol, Aguara 4
e Agrobel 963, realizaram um possivel ajustamento osmdtico, acumulando solutos
compativeis no interior da célula, mediante ao aumento nos valores do IR e
consequentemente reducdo do .. Este fato promoveu a manutencdo do gradiente de yy
entre 0 meio e o interior da planta (TAIZ & ZEIGER, 2002; SOUSA, 2006).
Acréscimos nos valores de IR também foram verificados por Queiroz e Bull, (2001) em
plantas de algoddo em até 24 dSm™ da salinidade do solo.

O aumento na concentracdo de NaCl, no presente trabalho , promoveu reducéo
nos valores da RAF, indicando que a maior parte dos fotoassimilados ndo foram
destinados a area foliar. Resultados semelhantes a este estudo foi encontrado por Garcia
etal., (2010) em genotipos de feijoeiro em concentracdes crescentes de salinidade. Para
Silva et al., (2009), um aumento da RAF foi verificado somente no inicio da cultura de
girassol ornamental, sendo que apds esse periodo também foi verificado declinio para
esta mesma caracteristica.

Os menores valores de AFE observados em ambas as cultivares neste estudo,
indicam maior investimento em espessura que em expansdo foliar. Resultados

semelhantes foram verificados por Silva et al., (2009), em folhas das plantas de girassol
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ornamental submetidas a 6,5 dSm™ de CE de fertirrigacdo e Porto Filho et al., (2006)
em trabalhos com meloeiro a 4,5 dSm™ de CE.

A reducdo da AFE no presente estudo ocorreu por causa do efeito mais severo
na AF que na matéria seca da folha, conforme também constatado por Porto Filho et
al., (2006). Portanto, ambas as cultivares, tiveram o crescimento afetado negativamente
pela salinidade, sendo que a reducdo da area foliar diminui a superficie de transpiracéo e
a area foliar util para a fotossintese quando comparadas com as plantas controle, assim
como a producdo de matéria seca. Desta forma, plantas do tratamento controle, nas duas
cultivares, tiveram maior crescimento provavelmente pela maior pressdo de turgor, do
que as plantas submetidas as elevadas concentragdes de NaCl.

Outro fato que confirma esses resultados sdo os dados do IR, tanto da folha
quanto da raiz, em que o incremento nas concentracdes de NaCl promoveu aumento do
IR indicando a presenca de substancias opticamente ativas, como glicose e frutose.. A
determinacdo da concentracdo destas substancias normalmente é obtida por meio do
indice refratométrico que consiste no desvio da luz polarizada promovida por essas
substancias (BAGATIN et al., 2005). A presenca de substancias opticamente ativas
contribuem com a ocorréncia de ajustamento osmotico , manutencdo da hidratacdo
celular e consequente protecdo das estruturas celulares (ASHRAF & HARRIS, 2004,
MACONDES E GARCIA, 2009).

Os carboidratos sdo os principais substratos respiratorios para manutencdo do
metabolismo das plantas, principalmente na via glicolitica, em que sdo produzidos
compostos importantes como lignina e suberina (TAIZ & ZEIGER, 2006). Estes estéo
diretamente envolvidos na composicdo da parede celular vegetal e sua quantidade é
determinante para 0o aumento da taxa de elongacdo celular e, consequentemente, o
crescimento da planta.

As alteragdes no metabolismo induzidas pelo excesso de ions séo
consequéncias de varias respostas fisioldgicas na planta, como, modificagdes no
balanco ibnico, alteracGes estomaticas e na capacidade fotossintética (ZANANDREA et
al., 2006).

A salinidade promove uma diminui¢do no conteudo de clorofila em plantas
sensiveis e um acréscimo em plantas tolerantes (JAMIL et al., 2007). No presente
trabalho, maiores valores de teores de Cla e Clb foram verificados na concentracdo de
100 mM de NaCl, exceto para Clb para a cultivar Agrobel 963 em que esses teores nao

tiveram diferencas significativas em comparacdo com as plantas controle. A Cla, Clb e
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carotenoides sdo pigmentos envolvidos na fotossintese (STREIT et al., 2005) e séo
importantes para avaliar o aparato fotossintético das plantas (LICHTENTHALER,
1987; BRIX, 2009).

Alteracdes significativas na A foram verificadas nas duas cultivares em estudo,
com maior valor a 100 mM, corroborando com os resultados de pigmentos
cloroplastidicos. O aumento significativo da A, neste estudo, ndo indica que a planta
manteve a taxa assimilatoria liquida inalterada, pois nas folhas em que foram feitas as
medicdes ndo foram observadas diferencas. Mas a planta reduziu a area foliar, como
consequéncia a area total transpiratdria, bem como a area disponivel para 0s processos
fotossintéticos, culminando com reduc¢des no acumulo de carbono, demonstrado pela
reducdo nas caracteristicas do crescimento, conforme demonstrado anteriormente.O
aumento da concentracao de NaCl ndo promoveu fechamento estomatico, conforme foi
constatado nos resultados da gs, demonstrando que as duas cultivares adotaram
estratégias metabdlicas para minimizar o efeito do sal. Entre estas possiveis estratégias,
sugere-se 0 ajustamento osmotico, com a sintese de solutos organicos osmoticamente
compativeis e compartimentalizacdo de ions no interior do vacuolo ou, armazenamento
dos ions em folhas mais velhas (SILVEIRA et al., 2009).

Steduto et al., (2000) ndo observaram variacdes na A e gs em hibridos de
girassol sob condicdo de salinidade, estes autores consideram que o controle da
assimilacdo em plantas de girassol é dominada pela area foliar, ou seja, sob condicdes
de salinidade, o girassol se ajusta morfologicamente, ao invés de fisiologicamente.

Por outro lado, a reducdo da AF contribuiu com a reducdo da area total
disponivel para a fotossintese e, mesmo ndo sendo observada a reducdo na taxa
fotossintética por unidade de area foliar, 0 acimulo de carbono foi comprometido.

Além da reducdo da area foliar e transpiratdria, outros mecanismos podem ser
utilizados para evitar a perda de agua e manter as atividades fisioldgicas funcionais.
Entre 0os mecanismos se tem o decréscimo da E e aumento da EUA, conforme foi
observado para cultivar Aguara 4 até a concentracdo de 100mM. Devido a este fato, a
cultivar Aguara 4 se mostrou mais tolerante que a cultivar Agrobel 963, em que o
incremento da concentracdo de NaCl promoveu redugdo na EUA na concentragdo de
50mM e um acréscimo na E em comparacdo com as plantas controle. Ao manter a
turgescéncia, processos como conduténcia estomaética, taxa de assimilagdo de CO, e

expansdo dos tecidos sdo também mantidos em funcionamento por um maior periodo
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sob condicOes estressantes. (LUDLOW, 1987; NEPOMUCENO et al.,, 1998,
NEPOMUCENQO et al., 2001).

Em plantas jovens de pinhdo manso, apés sete dias de tratamento em 100mM
de NaCl, observou-se reducdes significativas na gs € E (SILVA et al., 2011). Apos 14
dias, observou-se que os ions salinos atingiram concentra¢cdes muito elevadas nas folhas
promovendo danos fotossintéticos intensos (SILVA et al., 2011).

A avaliacdo de danos provocados a nivel de fotossistemas pode ser obtida pela
determinacdo da fluorescéncia da clorofila a, a qual permite avaliar de maneira nédo
destrutiva além de selecionar cultivares e ou genotipos tolerantes a salinidade (NETO et
al.,2011). Dentre as variaveis da fluorescéncia da clorofila a, a razdo Fv/Fm indica a
méaxima eficiéncia na qual a luz é absorvida pelo fotossistema Il e que efetivamente sera
aproveitada em processos fotoquimicos (BAKER & ROSENQVIST, 2004). Valores da
razdo Fv/Fm em torno de 0,8 demonstram alto desempenho fotossintético
(VREDENBERG, 2008) sendo um indicativo de tolerancia a estresses ambientais,
incluindo a salinidade. Neste estudo, pode-se afirmar a salinidade ndo foi agressiva o
bastante para promover danos no aparato fotossintético e diminuir a eficiéncia
fotoquimica, pois os valores da razdo Fv/Fm ficaram em torno de 0,8.

Para estimar a quantidade de energia absorvida pela clorofila associada ao FSII
na atividade fotoquimica utilizou-se a variavel AF/Fm’ (LICHTENTHALER, 2007),
decréscimos nestes valores estdo diretamente associados a reducdo na eficiéncia
fotoquimica nos centros de reacBes do FSII. Em hibridos de girassol, plantas sob
condicdo de estresse (100 mM de NaCl) diminuiram o AF/Fm’ em 64% (NETO et al.,
2011). J& neste estudo comportamento contrério foi verificado para a variavel AF/Fm’
nesta mesma concentracao, representando um acréscimo de 21,28%.

A salinidade ndo afetou a AF/Fm’, a ETR e o NPQ da cultivar Agrobel 963,
confirmando que o o NaCl ndo promoveu danos a nivel de fotossistema Il. Para a
cultivar Aguaré 4 aumentos na ETR e no NPQ, sugerem um mecanismo para minimizar
0 estresse com dissipagdo da energia em processos ndo fotoquimicos, na forma de calor.
Esta é uma estratégia de protecdo do aparato fotossintético contra o excesso de energia
(Li et al., 2010). Resultados semelhantes também foram observados para a variavel
NPQ em plantas de Ricinus communis L. submetidas as concentracfes até 200mM de
NaCl (Li et al., 2010).

Os acréssimos de carotenoides nas folhas das plantas da cultivar Aguara 4,

corroboram com o aumento do NPQ, associando ao aumento da dissipacdo de energia
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na forma de calor. De acordo com Lima et al.,(2004) os carotenoides estdo envolvidos
em processos de transferéncia de energia e protegem as clorofilas contra a foto-
oxidacéo.

O bom desempenho das medidas das caracteristicas da fluorescéncia sugerem
que a salinidade, no meio de crescimento, ndo promoveu danos no complexo coletor do

FSII nas cultivares Aguaré 4 e Agrobel 963.
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5. CONCLUSOES

As cultivares Aguara 4 e Agrobel 963 demonstraram ser tolerantes a salinidade
nas condices deste estudo, mantendo o aparato fotossintético funcional durante o
periodo experimental mesmo quando submetidas a concentracdes elevadas de NaCl.

A maior capacidade da cultivar Aguard 4 em reduzir os valores de E e
aumentar a EUA demonstra maior tolerancia ao ambiente salino, quando comparada a
cultivar Agrobel 963.

A estabilidade das caracteristicas das trocas gasosas, a verificacdo da presenca
das substancias opticamente ativas em ‘Aguara 4’ ¢ ‘Agrobel 963’,estd associada a
maior capacidade de ajustamento osmotico, favorecendo absorcdo de agua pela planta,
mantendo sua atividade fisioldgica funcional.

Embora as plantas sob salinidade tenham mantido bons indicadores
morfolégicos e fisiolégicos de tolerdncia ao estresse, observou-se diminuicdo das
caracteristicas do crescimento, sobretudo na maior concentracdo de NaCl no ambiente

de crescimento.
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ANEXO



Anexo |. Resumo da ANOVA para A, gs, E e EUA de cultivares de girassol submetidas
a diferentes concentragdes na solucdo nutritiva de NaCl.

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de variacao

GL A Js E EUA
Cultivar (C) 1 18,82** 280 12,78** 1,43*
Concentracdo (Co) 4 10** 7,37 0,48** 0,46**
Interacdo C x Co 4 3,65%* 477" 0,23** 0,36**
Residuo 36 0,26 9,47 0,05 0,02
CV (%) 2,56 0,32 4,99 3,22

Anexo Il. Resumo da ANOVA para Fv/Fm, AF/Fm’, ETR e NPQ de cultivares de
girassol submetidas a diferentes concentragdes de NaCl na solucéo nutritiva.

Fonte de variacéo QUADRADOS MEDIOS
GL Fv/Fm AF/Frv’ ETR NPQ
Cultivar (C) 1 4,38™* 5,79 %% 265,48* 7,427%%*
Concentragdo (Co) 4 1,79*™ 4,79 84,09* 1,982
Interacdo C x Co 4 4,137 1,03°* 157,06* 2,61 7%
Residuo 36 9,50” 2,947 50,94 3,56
CV (%) 1,16 3,44 3,60 3,26

Anexo I11. Resumo da ANOVA para yw e IR da folha e da raiz de cultivares de girassol
submetidas a diferentes concentra¢des de NaCl na solucéo nutritiva.

QUADRADO MEDIO

Fonte de variagio GL Potencial indice Indice
hidrico refratométrico refratométrico
folha raiz
Cultivar (C) 1 5,618™" 0,62™ 18,00™
Concentracédo (Co) 4 1,94-1** 9,69** 0,20**
Interacilo CxCo 4 1,827 0,70™ 3,18™
Residuo 40 3,55° 0,26 2,60

CV (%) -6,81 17,84 13,19




Anexo IV. Resumo da ANOVA para AF, AFE, RAF, MSPA, MSR e MST de cultivares de girassol submetidas a diferentes concentracdes de
NaCl na solugéo nutritiva.

Fonte de variacéo QUADRADO MEDIO

GL AF

AFE

RAF MSPA MSR MST
Cultivar (C) 1 31474,69™  937587,8** 78328,22%* 18,65** 0,42%* 24,63%*
Concentrago (Co) 4 3187955%%  522517,3** 44403,96%* 11,05%* 1,43** 20,12**
Interacdo C x Co 4 85112,33**  391567,1%* 25641,52%* 9,76** 0,12%* 10,63**
Residuo 36 8119,563 23847,36 778,8365 0,05 0,02 0,06
oY} 16,09 37,78 21,69 5,6 17,15 5,10




