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RESUMO

ARAUJO, Jussiara de Lima Oliveira. Mobilizacio de reservas durante o
crescimento  pos-germinativo em  girassolsob  estresse  salino
eosmdticoaplicados de forma isolada e combinada. 2013. 73f.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia: Fitotecnia) - Universidade Federal
Rural do Semi-arido (UFERSA), Mossoré-RN, 2013.

Este trabalho teve como objetivo investigar as alteracdes no padréo de mobilizacdo
das reservas e particdo dos produtos de mobilizagdo em girassol durante o
estabelecimento da plantula sob estresse salino e osmoético aplicados de forma
isolada e combinada. Para tanto, sementes germinadas do hibrido Helio 253 foram
cultivadas em meio &gar-agua 4 g/L sem adicdes (controle) ou suplementado com
agentes estressores sob condicBes controladas durante 72 h. Foram realizados trés
experimentos, verificando-se os efeitos de tratamentos salinos isolados (NaCl 0, 50
e 100 mM), tratamentos osmoticos isolados (D-manitol 0, 100 e 200 mM) ou
tratamento controle, salino (NaCl 100 mM), osmdtico (D-manitol 200 mM) e
isosmético combinado (NaCl 50 mM e D-manitol 100 mM). O estresse salino e o
estresse osmdtico aplicados de forma isolada afetaram diferencialmente a
mobilizacdo das diversas reservas. Tanto o0 estresse salino quanto o estresse
osmatico retardou a mobilizacdo dos lipidios e do amido, mas apenas o estresse
osmatico acelerou a degradacdo das proteinas. O retardo da mobilizacdo do amido
e dos lipidios é acompanhado pela acumulagdo de aclcares ndo redutores nos
cotilédones, os quais podem estar implicados em um mecanismo de regulacéo que
envolve a relacdo fonte-dreno. A diminui¢do do contetdo de proteinas e 0 aumento
do conteddo de aminodcidos livres no eixo em crescimento pode indicar a
ocorréncia de distdrbios no metabolismo das proteinas nas plantulas expostas ao
estresse salino ou osmotico isolado. A exposicdo das plantulas ao estresse salino
combinado ao estresse osmatico, sob condigcdoisosmotica em compara¢do com 0S
estresses isolados, ndo afetou a mobilizac&o das reservas de carbono e de proteinas.
Os tratamentos salino isolado e o isosmotico combinado ndo afetaram o estado
hidrico dos cotilédones e do eixo em crescimento, nem a distribuicdo do K* entre
estas partes. No entanto, o tratamento osmotico isolado afetou o estado hidrico dos
cotilédones. Tomando os resultados em conjunto, é possivel concluir que as
respostas apresentadas pelas plantulas de girassol, em termos de mobilizacdo de
reservas, sao caracteristicas para o estresse salino combinado ao estresse osmotico
e ndo podem ser extrapoladas a partir das respostas apresentadas para estes
estresses aplicados de forma isolada.

Palavras-chave: déficit hidrico, Helianthus annuus L., mobilizacdo de reservas,
salinidade



ABSTRACT

ARAUJO, Jussiara de Lima Oliveira. Reserve mobilization during post-
germinative growth in sunflower under salt and osmotic stress applied
individually or in combination. 2013. 73f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia: Fitotecnia) - Universidade Federal Rural do Semi-arido
(UFERSA), Mossord-RN, 2013.

The aim of this work was to investigate changes in the pattern of reserve
mobilization and resulting metabolite partitioning in sunflower during seedling
establishment under salt and osmotic stress applied individually or in combination.
In this order, germinated seeds from the Helio 253 hybrid were cultivated in 4 g/L
agar-water medium without additions (control) or supplemented with stressing
agents under controlled conditions during 72 h. Three different experiments were
carried out, verifying the effects of isolated salt treatments (0, 50 e 100 mM NacCl),
isolated osmotic treatments (0, 100 e 200 mM D-manitol) or control, salt (100 mM
NacCl), osmotic (200 mM D-manitol) and isosmotic combined treatment (50 mM
NaCl and 100 mM D-manitol). Isolated salt and osmotic stress affected
differentially reserve mobilization in sunflower seedlings. Both stresses retarded
lipid and starch mobilization, but only osmotic stress accelerated protein
degradation. The delay in lipid and starch mobilization was accompanied by non-
reducing sugar accumulation in the cotyledons, which could be implicated in
regulation mechanisms involving source-sink relations. The decrease in the protein
content and the increase in the free amino acid content in the growing axis could
indicate disturbances in the protein metabolism in the sunflower seedlings exposed
to isolated salt and osmotic stresses. Curiously, the exposition of sunflower
seedlings to salt stress combined with osmotic stress under isosmotic condition
with regard to these stresses applied individually did not affect reserve
mobilization. The salt treatment and the combined treatment did not alter the water
status neither K* partitioning in the different seedling parts. However, the osmotic
treatment affected the water status of the cotyledons. Taking these results together,
it is possible to conclude that the responses showed by the sunflower seedlings, in
terms of reserve mobilization, are unique to combined stresses and could not be
extrapolated from the responses obtained under salt and osmotic stress applied
individually.

Keywords: water deficit, Helianthus annuus L., reserve mobilization, salinity
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1. INTRODUCAO

Dentre os gréos cultivados no Brasil, o girassol (Helianthus annuus
L.) vem se destacando como a quarta oleaginosa mais produzida. Em 2012,
a producao nacional esteve em torno de 95 mil toneladas (CONAB, 2012).
O interesse pelo plantio de girassol no Brasil vem crescendo devido a busca
por novas alternativas para a agricultura familiar e diversificacdo de
culturas, juntamente ao aumento da demanda por 06leo vegetal para producao
de biodiesel (LEITE et al., 2005).

O produtor da regido Nordeste muitas vezes encontra dificuldades
para produzir de forma eficiente, principalmente porque esta regido esta
inserida no que se chama de Poligono das Secas. Esta area abrange
1.640.000 kmz2, correspondentes a 1.348 municipios, distribuidos pelos
estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais (MINISTERIO DA
INTEGRACAO NACIONAL, 2005).

O Poligono das Secas se caracteriza por areas predominantemente
semiaridas com precipitagdo pluviométrica média anual inferior a 800
milimetros, indice de aridez de até 0,5, calculado pelo balango hidrico, o
qual relaciona as precipitagdes e a evapotranspiracdo potencial, com risco de
seca maior que 60%. Tais caracteristicas constituem fatores limitantes para
0 desenvolvimento urbano, industrial e agropecuario, comprometendo
significativamente o rendimento das culturas e dificultando a instalagdo de
sistemas eficientes para o armazenamento da agua, o que intensifica ainda
mais os efeitos da seca na sociedade (SANTOS JUNIOR et al., 2011).

Além da seca, o Nordeste brasileiro apresenta em torno de 20 a 25%
de solos salinizados.Em termos gerais, a salinidade pode ser distinguida em

primaria, devido as caracteristicas naturais do solo, e secundaria, decorrente
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das atividades humanas. Em muitas areas, a salinizagdo decorre da natureza
fisica e quimica dos solos, do regime pluvial e da alta evaporacdo. A
drenagem restrita também pode contribuir, podendo influenciar na altura do
lencol fredtico (ESTEVES e SUZUKI, 2008). A salinizacdo progride
quando a quantidade de sais acumulados é maior que a quantidade removida
pela 4gua de drenagem. De fato, a principal causa da expansdo das areas
salinizadas nos campos agricolas tem sido a irrigacdo mal conduzida e o
manejo inadequado da adubacgédo (PIZARRO, 1985).

Tanto o déficit hidrico quanto o estresse salino afetam diversas
etapas do ciclo de vida das plantas cultivadas. Dentre estas etapas, a
germinacdo da semente e o estabelecimento da plantula podem ser
destacados como os momentos de maior vulnerabilidade, intimamente
relacionados com o sucesso inicial das lavouras (BUCKERIDGE et al.,
2004). Levando em conta que as condi¢cBes ambientais e a utilizacdo das
reservas nutritivas sdo os fatores preponderantes para o estabelecimento da
plantula, é imperativo esclarecer como o déficit hidrico e o estresse salino
afetam a mobilizacdo das reservas.

Embora muitos trabalhos demonstrem os efeitos danosos do déficit
hidrico e do estresse salino sobre a germinacdo e o estabelecimento da
plantula (ASHRAF et al., 2003; MISRA e DWIVEDI, 2004), pouco se sabe
sobre os mecanismos utilizados pelas plantulas para regular a mobilizacdo
das reservas sob estes estresses. De fato, as principais iniciativas
encontradas na literatura até 0 momento procuram caracterizar as mudancas
que ocorrem nos padrbes de degradacdo das diferentes reservas sob
salinidade. Neste sentido, alguns trabalhos mostram que o estresse salino
pode atrasar a mobilizacdo do amido (PRISCO et al., 1981), dos lipidios
(KAYANI et al., 1990; VOIGT et al.,, 2009) e das proteinas de reserva
(PRISCO e VIEIRA, 1976; VOIGT et al., 2009).

14



Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo investigar
as alteracdes no padrdo de mobilizacéo de reservas e parti¢do de produtos de
mobilizacdo em girassol durante o estabelecimento da plantula sob estresse

salino e osmatico aplicados de forma isolada e combinada.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS E AGRONOMICAS DO
GIRASSOL

O girassol (Helianthus annuusL.), planta originaria da América do
Norte, € uma dicotileddnea anual pertencente a familia Asteraceae.
Apresenta grande adaptacdo a diferentes condi¢cbes ambientais, ocupando
diversos habitats como regibes tropicais, subtropicais e temperadas. O
girassol também ¢é conhecido como “flor do sol”, devido a sua rotagdo
sempre voltada para o sol (heliotropismo). Etiologicamente, 0 género deriva
do grego helios, que significa sol, e de anthus, que significa flor (LEITE et
al., 2005).

A planta de girassol apresenta caule robusto e ereto, com ou sem
pélos, geralmente sem ramificacdes, com didmetro variando entre 15 e 90
mm. Quanto a altura, sdo observadas variacbes de 0,5 a 4,0 m
(CASTIGLIONI et al., 1994). Suas folhas podem apresentar diversos
formatos e tamanhos, sdo pecioladas, alternadas, com comprimento de 8 a
50 cm e numero de folhas por caule variando em torno de oito (FRANK e
SZABO, 1989).

A inflorescéncia desta espécie é do tipo capitulo (Figura 1) com
formacdo plana, convexa ou concava com didmetros de 6 a 50 cm, com
namero de flores variando de 100 a 8000 por capitulo (CASTRO et al.,
1996b). As flores do disco produzem os frutos, denominados aquénios
(gréos) (Figura 1). As flores do raio, que sdo estéreis, servem para atrair

insetos polinizadores, particularmente abelhas que propiciam a fecundagao
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cruzada (CASTRO et al., 1996a). Em lavouras comerciais, durante a
floracdo, as abelhas propiciam aumento da producéo pela polinizacdo de um
maior numero de flores, além de possibilitar completa fecundacdo das
mesmas. Assim, junto 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 (LEITE et al., 2005).

(©WP. Armstrong 2001 (©W.P. Armstrong 2001

Corolla of Ray Flower

Ovary of Ray Flower

Corolla of Disk Flower

Ovary of Disk Flower

Bract (Phyllary)

Figura 1: Aspecto morfologico do capitulo e dos de aquénios de girassol
(HelianthusannuusL.)

Os aquénios tém formas oblongas, geralmente achatada, composto
de pericarpo, mesocarpo e endocarpo de tamanho, cor e teor de 6leo variavel
conforme as caracteristicas de cada cultivar. As améndoas contém baixo
teor de fibras, mas séo ricas em 6leo e proteinas. Dentre 0s 0leos vegetais, 0
Oleo de girassol destaca-se por suas excelentes caracteristicas fisico-
quimicas e nutricionais. Possui alta relacdo de acidos graxos poliinsaturados
(65,3%) e saturados (11,6%), sendo que o teor de poliinsaturados é
constituido, em grande parte, pelo é&cido linoleico (65%). Por estas
caracteristicas, € um dos 0leos vegetais de melhor qualidade nutricional e
organoléptica (CASTRO et al., 1997).

17



De acordo com Lira et al., (2011) apesar de se adaptar muito bem a
diversos tipos de solo, o cultivo do girassol € indicado para solos de textura
média, profundos, com boa drenagem, razoavel fertilidade e pH variavel de
acido a neutro (superior a 5,2). O sistema radicular se desenvolve de modo
profundo, do tipo pivotante, proporcionando grandes melhoras na fertilidade
do solo. Deficiéncias de nitrogénio, potassio e boro no solo provocam
diminuicdo gradativa na taxa de crescimento das plantas, limitando a
produgéo.

As plantas se desenvolvem bem entre as temperaturas de 27°C e
28°C, obtidas em condicGes controladas. Entretanto, ndo ha reducéo
significativa de producdo na faixa de 8 a 34°C, com precipitacdo em torno
de 600 mm. Possuem ciclo vegetativo relativamente curto, variando entre 90
e 130 dias. Em média, 60 dias ap6s a semeadura ocorre o florescimento,
possibilitando a fecundacdo cruzada, sendo basicamente realizada por
insetos, particularmente as abelhas (LEITE et al., 2005).

De acordo com Lira et al., (2011), o girassol é muito sensivel a
competicdo com plantas daninhas, mas apesar de ndo ser muito suscetivel a
doencas, algumas pragas podem ser encontradas. Dentre as pragas mais
comuns no Rio Grande do Norte, estdo a “vaquinha” (Diabroticas peciosa)

e “lagarta preta” (Chlosyne lacinia).
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2.2 ASPECTOS GERAIS E IMPORTANCIA ECONOMICA DO
GIRASSOL

Os desafios que o girassol enfrenta no Brasil sdo basicamente trés:
oferecer ao produtor uma alternativa, que em carater complementar,
possibilite uma segunda colheita, sobre a mesma area e no mesmo ano
agricola; oferecer mais uma matéria-prima oleaginosa as industrias de
processamento de outros grdos, reduzindo sua ociosidade; finalmente,
oferecer a0 mercado um O&leo comestivel de alto valor nutricional
(PELEGRINI, 1985).

O qgirassol pode ser utilizado em diversas finalidades, como flor
ornamental, adubacdo verde, girassol de confeiteiro em substituicdo as
améndoas em geral, grdos in natura e farelo (racdo) para alimentacdo de
aves, suinos e bovinos, forragem e silagem. Também pode ser consumido na
alimentacdo humana in natura, principalmente na forma de 6leo, na
culinéria. O bleo de girassol possui acidos graxos essenciais que contribuem
para reducdo dos niveis do “mau colesterol” (LDL) e na prevencao de
doencas vasculares (LIRA et al., 2011).

O cultivo de girassol tem hoje abrangéncia mundial, colocando a
espécie atualmente (safra 2010/2011) na quinta colocacdo dentre as
oleaginosas mais produzidas no mundo e a quarta em producdo de 6leo. O
constante avanco de areas semeadas com girassol vem ganhando nimeros
relevantes também no cenério nacional (LIRA et al., 2011)

Além de maior tolerancia a seca, ao frio e ao calor, o girassol foi
classificado como espécie de tolerancia moderada a salinidade, quando
comparada com a maioria das culturas no Brasil (KATERJI et al., 2000;

LEITE et al., 2005). Aliado a essas caracteristicas, 0 seu rendimento parece
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ser pouco influenciado pela latitude, altitude e pelo fotoperiodo, o que
confere ao girassol grande potencialidade de cultivo em diferentes regides
do pais, fazendo dela uma boa opcdo aos produtores brasileiros
(LAZZAROTTO et al., 2005).

A lei 11.097/2005 estabelece que, a partir deste ano, o percentual de
biodiesel misturado ao diesel mineral passa a ser de 5%, 0 que requer a
producdo de 2,2 bilhdes de litros de biodiesel (RODRIGUES et al., 2006).
Neste contexto, a oferta de matéria-prima parece ser uma das principais
dificuldades que restringe a implementacdo de um programa de producao
extensiva de biodiesel (CARGININ, 2007). O uso do biodiesel em
substituicdo ao 6Oleo diesel mineral, além da possivel mitigacdo das emissfes
de dioxido de carbono, proporciona reducdo da emissdo de gases e
particulas pelos veiculos que sdo diretamente prejudiciais a saide humana e
ao meio ambiente, como o mondxido de carbono, o enxofre e o0s
hidrocarboneto  arométicos  policiclicos  (compostos  cancerigenos)
(BELTRAO e OLIVEIRA, 2007).

Desde o ano de 2005, os dados da exploragdo do girassol no
Nordeste do Brasil tém sido levantados pelo IBGE. Estudos realizados pela
Empresa de Pesquisa Agropecudria do Rio Grande do Norte (EMPARN)
demonstram que o girassol, dentre as espécies alternativas com potencial
para producdo de biodiesel, tem boa adaptacéo ao clima do Rio Grande do
Norte (RN), podendo inclusive ser cultivado em regides semidridas e
tropicais de praticamente todo o estado. Ensaios realizados nos municipios
Norte-Riograndeses de Apodi, Ipanguacu e Canguaretama, em duas redes
experimentais nos anos agricolas de 2006 e 2007, registraram médias de
producdo que variam de 1300 a 2700 kg/ha™, superiores & média nacional de

1.500 kg/ha™, o que evidencia condigbes edafoclimaticas propicias ao
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desenvolvimento da cultura do girassol no Rio Grande do Norte (LIRA et
al., 2011).

2.3 ESTRESSES AMBIENTAIS

Os estresses ambientais consistem em condi¢des desfavoraveis para
0 crescimento, o desenvolvimento e/ou a produgédo das plantas (BRAY et
al., 2000). De acordo com a natureza do agente causador, 0s estresses
ambientais podem ser classificados em estresses bidticos e abidticos. Os
principais estresses bidticos incluem os patdgenos, os parasitas e as pragas,
enquanto que a seca, 0 alagamento, a salinidade, o calor, o frio e a
luminosidade sdo estresses abioticos amplamente distribuidos (MAHAJAN
e TUTEJA, 2005). Em regides aridas e semiaridas, como o Nordeste do
Brasil, 0 estresse hidrico e o estresse salino se destacam como condi¢des
limitantes da producdo agricola (DANTAS et al., 2002).

O estresse hidrico, no sentido mais amplo, envolve tanto o excesso
guanto a falta de agua no solo. O excesso de agua acarreta o alagamento,
limitando o suprimento de oxigénio e a respiracdo, especialmente nas raizes
(MAHAJAN e TUTEJA, 2005). Plantas que habitam locais alagados
normalmente desenvolvem aerénquimas para garantir o suprimento de
oxigénio e também podem utilizar a fermentacdo como via metabolica
alternativa para a producdo de ATP (BRAY et al., 2000). Em oposicdo, a
falta de agua ocasiona a seca, que geralmente se deve a baixa pluviosidade
associada a elevada evapotranspiracdo (MAHAJAN e TUTEJA, 2005).
Além disso, a chamada seca fisioldgica consiste em uma condicdo na qual a
agua esta presente no ambiente, mas ndo estd disponivel para as plantas,
devido ao congelamento ou a hiperosmolaridade da solugdo do solo
(SMITH et al., 2010).
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Nas plantas expostas a seca, o fechamento dos estdmatos consiste em
uma das respostas mais imediatas para a economia de agua. No entanto, o
fechamento dos estdmatos também limita o crescimento e a producdo das
plantas porque restringe o suprimento de dioxido de carbono para a
fotossintese (MAHAJAN e TUTEJA, 2005). Além disso, as plantas também
podem manter a absorcdo de agua pelas raizes por intermédio do
ajustamento osmotico. Este mecanismo envolve a biossintese e a
acumulacdo de solutos compativeis no citosol e no vacltolo das células,
garantindo a diminui¢do do potencial hidrico dos tecidos em relagdo ao da
solucdo do solo. Dentre os solutos compativeis acumulados, destacam-se 0s
acucares, 0s aminoacidos e 0s compostos quaternarios de nitrogénio
(SAIRAM e TIAGY, 2004).

O estresse salino, ocasionado pelo excesso de sais no solo,
compartilha alguns efeitos em comum com a seca. Como ja mencionado, a
hiperosmolaridade da solu¢édo do solo induz a seca fisioldgica, restringindo
a absorcdo de agua pelas raizes (BRAY et al., 2000). Desta forma, o estresse
salino também pode reduzir o crescimento devido ao fechamento dos
estdmatos, limitando a fixacdo do carbono (MUNNS, 2005). Além disso, o
ajustamento osmotico também pode ser utilizado como mecanismo para
lidar com a seca fisiologica (SAIRAM e TIAGY, 2004).

Em adicdo aos efeitos osmoticos, o estresse salino pode provocar
efeitos especificos devido aos ions (MUNNS, 2005). A elevada
concentragio de fons na solucdo do solo, geralmente Na* e CI, pode
prejudicar a absor¢do de nutrientes minerais, acarretando desbalancos
nutricionais. De forma complementar, 0 excesso de ions absorvidos pode
interferir na distribuicdo e na utilizagdo de nutrientes minerais, ocasionando
toxicidade idnica (MAATHUIS e AMTMANN, 1999). Para lidar com a

toxicidade ibnica, as plantas comumente utilizam mecanismos de
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compartimentalizagdo e exclusdo. A compartimentalizacdo dos ions
absorvidos nos vacuolos, especialmente nas celulas das raizes e do caule,
evita a transferéncia destes ions para corrente transpiratoria. Assim sendo, o
excesso de ions é excluido das folhas maduras, preservando a atividade
fotossintética (MUNNS, 2005).

O estudo dos estresses ambientais em plantas tém se intensificado
recentemente, em virtude dos distarbios climaticos decorrentes do uso néo
sustentado dos recursos naturais. Os efeitos dos diferentes agentes
estressores sdo geralmente testados de forma isolada. No entanto, as plantas
estdo geralmente expostas a diferentes combinacfes de estresses nas
condi¢cdes naturais. Além disso, as respostas desencadeadas para uma
combinacdo especifica de dois agentes estressores é caracteristica e ndo
pode ser diretamente extrapolada a partir das respostas apresentadas para
cada um dos agentes aplicados de forma isolada. Desta maneira, a
investigacdo das respostas fornecidas aos estresses combinados ¢é
indispensavel para o entendimento dos mecanismos utilizados pelas plantas
para superar estes estresses em condi¢cbes mais aproximadas daquelas
encontradas na natureza (MITLER, 2006).

2.4 MOBILIZACAO DAS RESERVAS

A germinagdo da semente e o crescimento da plantula consistem nas
fases de maior vulnerabilidade para o estabelecimento das culturas nas
condi¢cBes de campo. Tendo em vista que o crescimento da plantula é
sustentado pela utilizagdo das reservas armazenadas durante a maturagéo da

semente, € indispensdvel que o aparato fotossintético tenha sido
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desenvolvido antes que as reservas tenham sido exauridas (EASTMOND e
GRAHAM, 2001).

As reservas nutritivas armazenadas em sementes compreendem
grupos especificos de carboidratos, lipidios e proteinas (BEWLEY et al.,
2013). Os carboidratos de reserva mais comuns Sd0 a sacarose, 0S
oligossacarideos da familia da rafinose (OFRs) e 0 amido. A sacarose e 0S
OFRs sdo aclcares ndo redutores largamente distribuidos entre as
angiospermas (BUCKERIDGE et al., 2004a). A sacarose € constituida por
uma unidade de D-glicose unida a uma unidade de D-frutose, enquanto que
0s OFRs sdo derivados da sacarose pela unido de unidades de D-galactose
(HELDT e PIECHULLA, 2011).

Assume-se que a sacarose e 0s ORFs sdo estocados no citosol,
sobretudo nas células do eixo embrionario. Desta maneira, estes acucares
podem atuar na estabilizacdo das membranas celulares durante a fase de
dessecacdo e 0 processo de embebicdo nas sementes ortodoxas (BLACK et
al., 2006). De forma adicional, sugere-se que a sacarose e 0s OFRs sdo as
principais fontes de energia nos momentos iniciais da germinacdo
(BUCKERIDGE et al., 2004b). A hidrélise dos OFRs ¢é catalisada por -
galactosidases, produzindo D-galactose e sacarose. Em seguida, a sacarose é
clivada por invertases, gerando D-glicose e D-frutose (BLACK et al., 2006).

Dentre os polissacarideos de reserva encontrados em sementes, 0
amido € o principal depdsito de carbono em cereais e algumas leguminosas,
mas também pode ser encontrado em sementes oleaginosas (BLACK et al.,
2006). O amido é constituido pelo polissacarideo linear amilose e o
polissacarideo ramificado amilopectina, ambos formado por unidades de D-
glicose (HELDT e PIECHULLA, 2011). Estes polissacarideos se
entrelacam em camadas semicristalinas dentro dos plastideos, constituindo
0s granulos de amido (BEWLEY et al., 2013).
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A degradacdo do amido € iniciada pelas o-amilases, gerando
oligossacarideos e dextrinas. Este processo é continuado pelas B-amilases,
produzindo maltose. Finalmente, as dextrinas sdo clivadas pelas enzimas
desramificadoras e a maltose é hidrolisada pelas maltases, possibilitando a
degradacdo completa dos granulos de amido (BLACK et al., 2006; HELDT
e PIECHULLA, 2011).

Nas sementes oleaginosas, os lipidios de reserva sdo os estoques
majoritarios de carbono. Estes lipidios geralmente correspondem aos 6leos,
misturas complexas de triacilglicerdis (TAGs) contendo preferencialmente
cadeias de &cidos graxos insaturados (BLACK et al., 2006). Os TAGs sdo
armazenados em corpos lipidicos (CLs) constituidos por uma monocamada
de fosfolipidios associada a proteinas estruturais que encerra uma cavidade
preenchida por TAGs (FRANDSEN et al., 2001).

A mobilizacdo dos TAGs envolve interacdes inter-organelares entre
0s CLs, os glioxissomos e as mitocondrias (Figura 2). Os TAGs séao
hidrolisados nos CLs e os acidos graxos liberados sdo transferidos para os
glioxissomos. Nos glioxissomos, 0s acidos graxos sdo degradados a acetil-
CoA pela B-oxidagdo e os grupos acetil sdo consumidos pelo ciclo do
glioxilato para a producéo de succinato. O succinato produzido é transferido
para as mitocondrias, onde € interconvertido a malato e exportado para o
citosol. No citosol, o malato é utilizado para a sintese de sacarose
(EASTMOND e GRAHAM, 2001).
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Figura 2. Mobilizacdo dos triacilglicerdis (TAGs) envolvendo 0s corpos
lipidicos (CLs), os glioxissomos e as mitocondrias.

Em dicotiledbneas, as proteinas de reserva de sementes (PRS)
incluem as albuminas e as globulinas. Segundo o trabalho classico de
Osborne (1924), as albuminas sdo as PRS sollveis em agua ou tampdes
diluidos com pH neutro, enquanto que as globulinas séo aquelas soliveis em
solucBes salinas. Durante a maturacdo das sementes, as albuminas e as
globulinas sdo produzidas pela via secretora e sdo depositadas nos vacuolos
de estocagem de proteinas (VEPs) (HERMAN e LARKINGS, 1999).

A mobilizacdo das PRS envolve a ac¢do coordenada de diversas

enzimas proteoliticas, as quais sdo ativadas ou sintetizadas de novo a partir
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da germinacdo (MUNTZ et al., 2001). Dentre estas enzimas, as proteinases
hidrolisam as ligagdes peptidicas localizadas em regides internas das PRS,
ao passo que as aminopeptidades e carboxipeptidases clivam os residuos de
aminoacidos dispostos nas regides N-terminal e C-terminal, respectivamente
(BEWLEY et al., 2013).

Embora a mobilizacdo das reservas e as condi¢fes ambientais
apresentem elevada importancia durante o estabelecimento das culturas no
campo, poucos trabalhos tém caracterizado o efeito dos estresses ambientais
sobre a mobilizacdo das reservas em espécies cultivadas. As principais
iniciativas encontradas na literatura até o0 momento enfocam as alteracGes
causadas pelo estresse salino nos padrGes de degradacdo de diferentes
reservas.

Em plantulas de feijdo caupi (Vigna unguiculata), a mobilizacéo
das PRS (PRISCO e VIEIRA, 1976) e do amido (PRISCO et al., 1981)
nos cotilédones é fortemente retardada pela salinidade induzida por
NaCl. Tendo em vista que a atividade proteolitica nos cotilédones é
brandamente afetada pela salinidade, sugere-se que a mobilizacdo das
PRS deve ser restringida pela diminuicdo do transporte de aminoacidos
para o eixo em crescimento (PRISCO e VIEIRA, 1976). De forma
complementar, a mobilizagdo do amido pode ser atrasada pela
salinidade devido a diminuicdo da atividade amilolitica nos cotilédones
(PRISCO et al., 1981).

Em plantulas de jojoba (Simmondsia chinensis) tratadas com
NaCl, o atraso da mobilizacdo dos lipidios é acompanhado pela
acumulagéo de agucares soluveis nos cotilédones (KAYANI et al., 1990).
Além disso, o retardo da mobilizacdo dos lipidios induzido pela
salinidade nos cotilédones de duas espécies de alfafa (Medicago sp.)

pode ser atribuido a diminuicao da atividade de enzimas glioxissomais
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envolvidas na conversdo de acidos graxos em acucares durante o
estabelecimento da plantula (MILED-DAUOD e CHERIF, 1991).

Apos a germinacdo de aquénios de girassol a mobilizacdo das PRS
nos cotilédones, bem como a acumulacdo de aminoécidos no hipocétilo ndo
sdo afetadas por tratamentos salinos. No entanto, a salinidade retarda a
mobilizacdo dos lipidios nos cotilédones e induz a acumulacdo de acucares
solveis nos cotilédones e no hipocotilo. Assim sendo, presume-se que a
salinidade diminui a utilizacdo dos acgUcares solUveis no eixo em
crescimento, limitando a mobilizacdo dos lipidios nos cotilédones
(ASHRAF et al.,2003).

Durante o estabelecimento da plantula de cajueiro (Anacardium
occidentaleL..), o estresse salino atrasa fortemente a mobilizacéo dos lipidios
e proteinas de reserva e do amido nos cotilédones. Considerando que o
conteddo de acUcares sollveis ndo é alterado, mas ocorre acumulacdo de
aminoéacidos, especialmente L-glutamina, nos cotilédones, € possivel que 0s
aminoacidos atuem como sinais que induzem o atraso da mobilizacdo das

reservas em plantulas de cajueiro sob estresse salino (VOIGT et al., 2009).

3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CULTIVO

Neste trabalho, foram utilizadas sementes de girassol (Helianthus
annuus L.) hibrido Helio 253 oriundas da Empresa Heliagro Agricultura e
Pecuéria Ltda, Morumbi, SP. Para a germinacdo, as sementes foram lavadas
com detergente comercial diluido e desinfetadas em camara de fluxo
laminar com etanol 70% (v/v) por 30 segundos, seguido de NaClO 0,5%
(m/v) por cinco minutos sob agitacdo eventual. Logo apds, as sementes
foram lavadas trés vezes e embebidas por trés horas em agua destilada
estéril. Em seguida, o semeio foi realizado em placas de Petri, entre folhas
de papel Germitest® (100 mm de diametro) umedecidas com agua destilada
estéril na proporc¢do de duas vezes e meia a massa do papel, distribuindo-se
20 sementes por placa. As sementes foram incubadas em camara de
crescimento sob condic¢des controladas (radiagdo fotossinteticamente ativa
de 80 pmol/m? s, fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 28+2 °C) por 48
horas.

Para o desenvolvimento das plantulas em sistema de cultura in vitro,
cinco sementes germinadas foram transferidas para cada frasco de vidro
com tampa de plastico contendo meio &gar-agua 4 g/L para o tratamento
controle e agar-agua 4 g/L suplementado com os agentes estressores para 0s
demais tratamentos. As plantulas foram mantidas sob as mesmas condic¢Ges
de crescimento durante 72 horas. O material coletado foi congelado e

armazenado a 20 °C até a realizacdo das determinacdes bioquimicas.
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Figura 3 - Modelo que representa a conducdo dos experimentos em sistema
de cultivo in vitro. Esquema com o0s principais procedimentos e 0 momento
de coleta (A). llustracdo do modo de se¢do da plantula em cotilédones e eixo
em crescimento (B). Fonte: Galvéo (2012).

3.2 TRATAMENTOS E COLETAS

3.2.1 Efeito do estresse salino

Para investigar o efeito do estresse salino sobre a mobilizacdo das
reservas e a particdo dos produtos de hidrolise, as sementes germinadas
foram transferidas para o meio agar-agua 4 g/Lsuplementado com 0
(controle), 50 ou 100 mM de cloreto de s6dio (NaCl) por 72 horas. Assim
sendo, as plantulas foram coletadas no 5° dia ap6s a embebicdo (DAE),

separando os cotilédones do eixo embrionario.
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3.2.2 Efeito do estresse osmotico

Quando o efeito do estresse osmotico foi testado, as sementes
germinadas foram transferidas para 0 meio agar-4gua 4 g/Lsuplementado
com 0 (controle), 100 ou 200 mM de D-manitol por 72 h. No 5° DAE, as

plantulas foram coletadas e divididas em cotilédones e eixo embrionario.

3.2.3 Efeito isolado e combinado dos estresses salino e osmoético

No intuito de testar o efeito isolado e combinado dos estresses salino
e osmotico, as sementes germinadas foram transferidas para o meio agar-
agua 4 g/Lsem adicBes (controle) ou suplementado com NaCl 100 mM
(tratamento salino), D-manitol 200 mM (tratamento osmético) ou NaCl 50
mM e D-manitol 100 mM (tratamento isosmético combinado) por 72 horas.
Desta maneira, as plantulas foram coletadas no 5° DAE e divididas em

cotilédones e eixo embrionario.
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3.3 DETERMINACOES BIOQUIMICAS

3.3.1 Lipidios neutros (LN)

A quantificacdo dos LN foi realizada pelo método gravimétrico. Para
tanto, amostras de cotilédones com aproximadamente 100 mg de massa seca
foram pulverizadas em gral e pistilo e os LN foram extraidos com 8 mL de
n-hexano a 60°C, durante cinco horas, sob agitacdo eventual. Em seguida, o
sobrenadante foi transferido para tubos de plastico de massa conhecida.
Apos a evaporacdo do n-hexano a 80°C, a massa de lipidios foi calculada a
partir da diferenca entre a massa inicial e a final dos tubos e expressa em mg
de LN/cotilédone.

3.3.2 Proteinas solaveis (PS)

Para a extracdo das PS a partir dos cotilédones, amostras com cerca
de 200 mg de massa fresca foram maceradas durante cinco minutos com 1,5
mL de tampédo Tris-HCI 100 mM pH 7 contendo NaCl 500 mM e 2-
mercaptoetanol 2 mM. Apos centrifugacdo a 10.000 xgpor 10 minutos, 0s
sobrenadantes foram coletados e os precipitados foram reextraidos com 1
mL do tampdo de extracdo por mais duas vezes. Ao final dos
procedimentos, os sobrenadantes foram reunidos, perfazendo 3,5 mL de
extrato total por amostra. As PS do eixo em crescimento, por sua vez, foram

extraidas com tampao Tris-HCI 100 mMpH 7 seguindo os procedimentos
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supracitados. A determinacgdo das PS foi realizada de acordo com o método
de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrao.
O contetdo de PS dos cotilédones foi expresso em mg de PS/cotilédone e

mg de PS/eixo em crescimento.

3.3.3 Aminoacidos livres totais (AALT), acucares solUveis totais (AST) e

agucares ndo redutores (ANR)

Para a extracdo de AALT, AST e ANR, amostras com cerca de 200
mg de massa fresca foram cortadas com bisturi em fragmentos de
aproximadamente 2 x 2 mm e foram transferidas para tubos de vidro com
tampa rosqueadvel contendo 5 mL de etanol 80% (v/v). Os tubos foram
fechados hermeticamente e a extracdo foi realizada a 60 °C por 30 minutos.
Apo0s a coleta dos sobrenadantes, os residuos foram reextraidos com 5 mL
de etanol 80% (v/v) sob as mesmas condicdes. Em seguida, 0s
sobrenadantes foram reunidos, perfazendo 10 mL de extrato total por
amostra, enquanto que os residuos foram utilizados para a extracdo e a
determinacédo de amido.

A dosagem de AALT foi realizada pelo método de Peoples (1989),
com a utilizagdo do reagente de ninidrina. Para cada determinacdo, foram
adicionados 100 pL. da amostra; 400 pL de 4gua destilada; 250 pL de
tampao citrato 200 mMpH 5; e 250 pL do reagente de ninidrina (1 mL de
cianeto de potassio 10 mM, 59 mL de metoxi-etanol e 0,5 g de ninidrina).
Os tubos foram vedados e incubados a 100 °C, durante 15 minutos. Ap0s
resfriamento, foram adicionados 4 mL de etanol 50% (v/v) em cada

amostra. As leituras foram realizadas a 570 nm e a quantidade de AALT foi
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calculada de acordo com uma curva padrdo de L-glutamina, sendo expressa
em umol de AALT/g de MS.

Para a dosagem de AST, foi utilizado o método de Dubois (1956)
com algumas modificagcbes. Em cada determinagdo, foram adicionados 100
puL da amostra; 400 pL. de agua destilada; 500 puL de fenol 5% (m/v); e 2,5
mL de &cido sulfurico (H,SO4) 90% (v/v). A leitura foi realizada a 490 nm,
e o célculo da quantidade de AST foi baseado em uma curva padrdo de D-
glicose, sendo expressa em pmol de AST/g de MS.

A dosagem de ANR foi realizada pelo método de Morris (1948) com
algumas modificac@es, utilizando o reagente de antrona (MORRIS 1948;
YEMM e WILLIS 1954). Em cada determinag¢do, 100 pL. da amostra;
800uL de agua destilada; e 100 uLL. de KOH 30% (m/v) foram pré-incubados
a 100 °C, durante 10 minutos. Apds resfriamento, 2,5 mL do reagente de
antrona foram adicionados em cada amostra e foi realizada incubacdo a
40°C, durante 15 minutos. A leitura foi realizada a 620 nm e a quantidade
de ANR das amostras foi calculada a partir de uma curva padrédo de

sacarose, sendo expressa em pmol de ANR/g de MS.
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3.3.4 Amido

A extracdo de amido foi realizada utilizando os residuos da extragao
dos compostos sollveis de baixa massa molecular (AALT, AST e ANR).
Para tanto, os residuos foram macerados durante 5 minutos com 1,5 mL de
acido percldrico 30% (v/v). Apds centrifugacdo a 10.000 xg durante 10
minutos, os sobrenadantes foram coletados e o0s precipitados foram
reextraidos com 1 mL de acido perclérico 30% (v/v) por mais duas vezes.
Ao final, os sobrenadantes foram reunidos, perfazendo 3,5 mL de extrato
total por amostra.

A dosagem de amido foi realizada com a utilizacdo do reagente de
antrona (MORRIS 1948; YEMM e WILLIS, 1954). Para cada
determinagdo, foram utilizados 100 pL da amostra; 900 pL de agua
destilada; e 2,5 mL do reagente de antrona. A leitura foi realizada a 620 nm,
utilizando uma curva padrdo de D-glicose. Os valores obtidos foram
multiplicados pelo fator 0,9 para conversédo em amido, segundo McCreadyet

al. (1950), sendo expressos em mg de amido/parte.

3.35Na eK"

A determinacdo dos contetidos de Na* e K* foi realizada segundo
Viégas et al., (2009). Para tanto, amostras de 200 mg de massa seca foram
pulverizadas e submetidas a extracdo com 10 mL de agua destilada em
banho-maria a 100 °C por uma hora. O extrato obtido foi filtrado e seu

sobrenadante analisado em fotdmetro de chama (Shimadzu AA-6200).
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3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Nos trés experimentos utilizou-se delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeti¢des por tratamento. No primeiro e no segundo
experimento foram utilizados trés tratamentos. Para simular o estresse
salino, foram empregados controle, 50 ou 100 mM de NaCl e, para simular
0 estresse osmotico, foram utilizados controle, 100 ou 200 mM de D-
Manitol. O terceiro experimento foi realizado com quatro tratamentos
(controle, NaCl 100 mM, D-manitol 200 mM e NaCl 50 mM com D-
manitol 100 mM). Todas as varidveis foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de confianca de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DO ESTRESSE SALINO

O estresse salino induzido por cloreto de sédio (NaCl) alterou o
padrdo de crescimento das plantulas de girassol, hibrido Helio 253, no
decorrer de 72 h de tratamento (Figura 4). Com base em aspectos visuais, a
expansdo dos cotilédones foi estimulada, enquanto que o comprimento do
eixo hipocaétilo-raiz foi diminuido conforme o aumento da concentracdao

externa de NaCl.

Controle NaCl 50 mM NacCl 100 mM

Figura 4. Aspecto morfoldgico de plantulas de girassol submetidas ao
estresse salino induzido por cloreto de sodio (NaCl). As Plantulas do
hibrido Helio 253 foram cultivadas durante 72 horas em meio &gar agua 4
g/L sem adicdes (controle) ou suplementado com NaCl 50, ou 100mM. A
barra vertical representa a escala de 10 mm.
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Os tratamentos salinos ocasionaram o incremento significativo de
conteddo de massa seca (MS) nos cotilédones e, paralelamente, provocaram
a diminuicdo significativa do contetdo de MS no eixo em crescimento
(Figura 5). De fato, o tratamento com NaCl 100 mM aumentou a MS dos
cotilédones em cerca de 33% (Figura 5A) e diminuiu a MS do eixo em
aproximadamente 53% (figura 5B), quando comparado ao controle. No
entanto, no que se refere a porcentagem de umidade, ndo foram verificados
efeitos significativos dos tratamentos salinos em ambas as partes das
plantulas.
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Figura 5. Conteddo de massa seca (MS) em plantulas de girassol
submetidas estresse salino. Contetdo de MS dos cotilédones (A) e do eixo
em crescimento (B) em plantulas do hibrido Helio 253 cultivadas durante 72
h em meio &gar-agua 4g/L sem adi¢bes (controle) ou suplementado com 50
ou 100 mM. As barras representam as medias, enquanto que as linhas
verticais representam o0s desvios padrdes de cinco repeticdes. As barras
assinaladas com as mesmas letras ndo diferem significativamente conforme
o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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O estresse salino afetou diferencialmente a mobilizagdo de reservas
de carbono e nitrogénio nos cotilédones (Figura 6). De fato, nas plantulas
tratadas com NaCl 100 mM, o conteudo de lipidios neutros (LN) (Figura
6A) e de amido (Figura 6D) aumentou significativamente em 60 e 21%,
respectivamente, em relagdo as plantulas ndo tratadas. De modo
contrastante, o conteddo de proteinas soluveis (PS) reduziu
significativamente em torno de 23% para as plantulas tratadas com NaCl 50
mM, quando comparadas ao controle (Figura 6B).

No eixo em hipocétilo-raiz, o tratamento com NaCl 100 mM causou
diminuicdo significativa de cerca de 44% no contetdo de PS (Figura 6C),
em referencia ao controle. No entanto, o contetdo de amido do eixo ndo foi
significativamente modificado (Figura 6E), mesmo sob tratamento nas
plantulas tratadas com NaCl 100 mM.
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Figura 6. Conteudo de lipidios neutros (LN), proteinas solaveis (PS) e
amido em pléantulas de girassol submetidas ao estresse salino. Contetido
de LN nos cotilédones (A), de PS nos cotiledones (B) e no eixo em
crescimento (C) e de amido nos cotilédones (D) e no eixo em crescimento
(E) em plantulas do hibrido Hélio 253 cultivadas durante 72 h em meio
agar-agua 4 g/L sem adicGes (controle) ou suplementado com 50 ou 100
mM. As barras representam as médias, enquanto que as linhas verticais
representam os desvios padrdes de cinco repetigdes. As barras assinaladas
com as mesmas letras ndo diferem significativamente conforme o teste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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Os tratamentos salinos provocaram mudancgas significativas no
conteddo de acgucares sollveis totais (AST), acucares ndo redutores (ANR) e
aminoacidos livres totais (AALT) tanto nos cotilédones quanto nos eixos em
crescimento (Figura 7). Nas plantulas tratadas com NaCl 100 mM, o
conteddo de AST foi diminuido em aproximadamente 24% nos cotilédones
(Figura7A) e 40% no eixo (Figura 7B), em relacdo as plantulas nao tratadas.
Além disso, o tratamento com NaCl 100 mM aumentou o conteudo de
acucares nao redutores (ANR) em cerca de 34% nos cotilédones (Figura
7C), mas reduziu o contetdo de ANR em aproximadamente 19% no eixo
(Figura 7D), quando comparado ao controle. De maneira oposta, 0
tratamento com NaCl 100 mM diminuiu o contetdo de amino&cidos livres
totais (AALT) em cerca de 13% nos cotilédones (Figura 7E) e aumentou o
conteddo de AALT em aproximadamente 39% no eixo (Figura 7F), em

relacdo ao controle.
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Figura 7. Conteddo de acucares soluveis totais (AST), aclucares nao-
redutores (ANR) e aminoacidos livres totais (AALT) em plantulas de
girassol submetidas ao estresse salino. Contetido de AST nos cotilédones
(A) e no eixo em crescimento (B), de ANR nos cotilédones (C) e no eixo em
crescimento (D) e de AALT nos cotilédones (E) e no eixo em crescimento
(F) em plantulas do hibrido Helio 253 cultivadas durante 72 h em meio
agar-agua 4 g/L sem adicéo (controle) ou suplementado com 50 ou 100 mM.
As barras representam as médias, enquanto que as linhas verticais
representam os desvios padrdes de cinco repeticdes. As barras assinaladas
com as mesmas letras ndo diferem significativamente conforme o teste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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4.2 EFEITO DO ESTRESSE OSMOTICO

O estresse osmético induzido por D-manitol reduziu visualmente o
crescimento das plantulas de girassol, hibrido Helio 253, ao longo de 72 h
de tratamento (Figura 8). Com efeito, 0 aumento da concentracdo externa de
D-manitol diminuiu gradativamente o comprimento do eixo hipocotilo-raiz

e agravou a aparéncia murcha dos cotilédones.

Controle Manitol 100 mM Manitol 200 mM

Figura 8. Aspecto morfoldgico de plantulas de girassol submetidas ao
estresse osmotico induzido por D - Manitol. Plantulas hibrido Helio 253
foram cultivadas durante 72 horas em meio agar 4gua 4 g/L sem adicOes
(controle) ou suplementado com 100 ou 200 mM de D-Manitol. A barra
vertical representa a escala de 10 mm.

44



O aumento da concentracdo externa de D-manitol acarretou o
incremento significativo do contetdo de massa seca (MS) nos cotilédones e,
simultaneamente, a diminuicédo significativa do contetdo de MS no eixo em
crescimento (Figura 8). Nas plantulas tratadas com D-Manitol 200 mM,
houve aumento significativo de 39% na MS dos cotilédones (Figura 9A) e
diminuicdo de aproximadamente 87% na MS do eixo (Figura 9B) em
relacdo as plantulas controle. A porcentagem de umidade foi
significativamente reduzida pelos tratamentos osméticos apenas nos
cotilédones (Figura 9). De fato, o tratamento com D-Manitol 200 mM
reduziu a porcentagem de umidade nestes 6rgdos em cerca de 12%, quando

comparando ao controle (Figura 9C).
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Figura 9. Conteudo de massa seca (MS) e porcentagem de umidade em
plantulas de girassol submetidas ao estresse osmatico. Contetdo de MS
nos cotilédones (A) e no eixo em crescimento (B) porcentagem de umidade
nos cotilédones (C) e no eixo (D) em plantulas do hibrido Helio 253
cultivadas durante 72 h em meio &gar-4gua 4 g/L sem adi¢fes (controle) ou
suplementado com 100 ou 200 mM. As barras representam as medias,
enquanto que as linhas verticais representam os desvios padrdes de cinco
repeticdes. As barras assinaladas com as mesmas letras ndo diferem
significativamente conforme o teste de Tukey ao nivel de significancia de
5%.
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O estresse osmotico afetou simultaneamente a mobilizacdo das
reservas de carbono e nitrogénio nos cotilédones (Figura 10). Apenas nas
plantulas tratadas com D-manitol 200 mM houve aumento significativo do
contetdo de LN (Figura 10A) e PS (Figura 10B), da ordem de 60 e 21%,
respectivamente, em referéncia as plantulas ndo tratadas. Entretanto,
somente o tratamento com D-manitol 100 mM modificou significativamente
0 conteudo de amido nos cotilédones, o qual foi aumentado em cerca de
56%, quando comparado com controle (Figura 10D). O aumento da
concentracdo externa de D-manitol causou a diminui¢do significativa do
conteddo de PS e amido no eixo em crescimento (Figura 10). Com efeito,
nas plantulas tratadas com D-manitol 200 mM, o contetdo de PS (Figura
10C) e amido (Figura 10E) foi diminuido em aproximadamente 33 e 46%,

nessa ordem, em relacdo as plantulas nao tratadas.
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Figura 10. Conteudo lipidios neutros (LN), proteinas soltveis (PS) e amido
em plantulas de girassol submetidas ao estresse osmético. Contetudo de LN
nos cotilédones (A), de PS nos cotilédones (B) e no eixo em crescimento (C) e
de amido nos cotilédones (D) e no eixo (E) em plantulas do hibrido Helio 253
cultivadas durante 72 h em meio agar-dgua 4 g/L sem adigdes (controle) ou
suplementado com 100 ou 200 mM. As barras representam as médias, enquanto
que as linhas verticais representam os desvios padrdes de cinco repeticdes. As
barras assinaladas com as mesmas letras ndo diferem significativamente
conforme o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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Os tratamentos osmoticos ocasionaram modificagdes significativas
nos conteudos de AST, ANR e AALT nos cotilédones e no eixo hipocotilo-
raiz (Figura 11). O tratamento com D-manitol 200 mM reduziu o contetdo
de AST em cerca de 42% nos cotilédones (Figura 11A) e em
aproximadamente 11% no eixo (Figura 11B), em referéncia ao controle. De
maneira inversa, o tratamento com D-manitol 100 mM aumento o contetdo
de ANR nos cotilédones (Figura 11C) e no eixo (Figura 11D) em cerca de
82 e 25%, respectivamente, em comparacdo com o controle. O contetdo de
AALT nos cotilédones foi reduzido gradativamente com o aumento da
concentracdo externa de D-manitol (Figura 11E). Nas plantulas tratadas com
D-manitol 200 mM, o contetudo de AALT nos cotilédones foi diminuido em
aproximadamente 26%, em relacdo as plantulas ndo tratadas. No entanto, o
tratamento com D-manitol 100 mM provocou o aumento do conteddo de
AALT no eixo em cerca de 18%, em compara¢do com controle (Figura
11F).
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Figura 11. Conteddo de agucares solUveis totais (AST), acUcares nao-
redutores (ANR) e aminodcidos livres totais (AALT) em plantulas de
girassol submetidas ao estresse osmotico. Contetdo de AST nos cotilédones
(A) e no eixo em crescimento (B), de ANR nos cotilédones (C) e no eixo em
crescimento (D) e de AALT nos cotilédones (E) e no eixo (F) em plantulas do
hibrido Helio 253 cultivadas durante 72 h em meio agar-agua 4 g/L sem adi¢0es
(controle) ou suplementado com 100 ou 200 mM. As barras representam as
médias, enquanto que as linhas verticais representam os desvios padrdes de
cinco repeticdes. As barras assinaladas com as mesmas letras ndo diferem
significativamente conforme o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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4.3 EFEITO ISOLADO E COMBINADO DOS ESTRESSES SALINO E
OSMOTICO

Os estresses isolados e combinados induzidos por NaCl e D-manitol
diminuiram o crescimento das plantulas de girassol, hibrido Helio 253, no
decorrer de 72 h de tratamento (Figura 12). Levando em conta aspectos
visuais, o tratamento com NaCl 100 mM (estresse salino isolado) ou D-
manitol 200 mM (estresse osmatico isolado) reduziu de forma mais drastica
0 comprimento do eixo hipocotilo-raiz em relacdo ao tratamento com NaCl
50 mM e D-manitol 100 mM (estresse isosmotico combinado). Nas
plantulas submetidas ao estresse salino isolado, foi observada expanséo dos
cotilédones e naquelas expostas ao estresse osmético isolado, houve murcha
aparente dos cotilédones. Sob estresse combinado, ambas as alteracGes

morfologicas foram verificadas.
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Controle Manitol NaCl + Manitol

Figura 12. Aspecto morfoldgico de plantulas de girassol submetidas
aos estresses salino e osmdtico aplicados de modo isolado e
combinado. Plantulas do hibrido Helio 253 foram cultivadas durante 72
h em meio &gar 4gua 4 g/L sem adicGes (controle) ou suplementado com
NaCl 100 mM (tratamento salino isolado), D-manitol 200 mM
(tratamento osmético isolado) ou NaCl 50 mM e D-manitol 100 mM
(tratamento isosmoético combinado). A barra vertical representa a escala
de 10 mm.
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Os tratamentos salino e osmotico isolados ocasionaram mudancas
significativas no contetdo de MS dos cotilédones e do eixo em crescimento,
mas o tratamento isosmotico combinado ndo foi capaz de causar alteragdes
nesta variavel (Figura 13). Na presenca de NaCl 100 mM e D-manitol 200
mM, houve aumento de cerca de 16% na MS dos cotilédones (Figura 13A) e
diminuicdo de aproximadamente 35 e 33%na MS do eixo (Figura 13B),
respectivamente, em relacdo controle. A porcentagem de umidade foi
reduzida significativamente apenas nos cotilédones das plantulas expostas
ao D-manitol 200 mM, em cerca de 10%, em comparacdo com as plantulas
ndo tratadas (Figura 13C).
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Figura 13. Contetdo de massa seca (MS) e porcentagem de umidade em
plantulas de girassol submetidas aos estresses salino e osmatico de modo
isolado e combinado. Contetdo MS nos cotilédones (A) e no eixo em
crescimento (B) e porcentagem de umidade nos cotilédones (C) e no eixo (D)
em plantulas do hibrido Hélio 253 cultivadas durante 72 h em meio &gar-agua
4 g/L sem adigdes (controle, C) ou suplementado com NaCl 100 mM (N), D-
manitol 200 mM (M) ou NaCl 50 mM e D-manitol 100 mM (N+M). As
barras representam as médias, enquanto que as linhas verticais representam 0s
desvios padrdes de cinco repeticbes. As barras assinaladas com as mesmas
letras ndo diferem significativamente conforme o teste de Tukey ao nivel de

significancia de 5%.
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Como esperado, somente o tratamento salino isolado e o isosmotico
combinado ocasionaram o aumento significativo do contetido de Na* e uma
diminuicdo significativa no conteido de K* para os mesmos tratamentos.
Nos cotilédones, houve aumento de aproximadamente 13 vezes no contetdo
de Na’ na presenca de NaCl 50 mM e D-manitol 100 mM em relagdo ao
controle. No eixo em crescimento, o conteido Na' teve um aumento
superior a 6 vezes, nas plantulas tratadas com NaCl 100 mM, em
comparagdo com controle (Tabela 1).

Foi observada uma diminuigdo no contetido de K* em torno de 18%
nas plantulas tratadas com NaCl 100 mM tanto nos cotilédones como no
eixo em crescimento, quando comparados aos Seus respectivos controles
(Tabela 1).

A relacdo K*/Na" das plantulas com os tratamentos salino isolado e o
isosmotico combinado apresentaram decréscimo em relacéo as plantulas do
tratamento controle e D-manitol isolado, tanto nos eixos quanto nos
cotilédones, cuja relagdo foi inferior a 1 (Tabela 1). Na adi¢cdo externa de
NaCl 100 mM, o decréscimo na relagdo K*/Na* foi de 93% nos cotilédones

e 90% nos eixos em crescimento (Tabela 1).
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Tabela 1. Contetido de Na* e K* e relacdo K'/Na" em plantulas de girassol submetidas aos estresses
salino e osmotico de modo isolado e combinado. Plantulas do hibrido Hélio 253 foram cultivadas
durante 72 h em meio agar-agua 4 g/L sem adi¢6es (controle, C) ou suplementado com NaCl 100 mM
(N), D-manitol 200 mM (M) ou NaCl 50 mM e D-manitol 100 mM (N+M). Os valores representam as
médias + os desvios padrdes de cinco repeti¢bes. Os valores assinalados com letras diferentes na mesma
coluna diferem significativamente conforme o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Na* (umol/g MS) K" (umol/g MS) Relagdo K*/Na*
Tratamento cotilédones eixo Cotilédones  Eixo  cotilédone  Eixo
S
C 155b 3216b 161,7b 893,3 b 10,4 2,8
N 185,1a 2109,8 a 133,0c 7296 b 0,7 0,3
M 20,0 b 395,2 b 198,7 a 1660,6 a 12,8 3,1

N+M 206,8 a 1892,1 a 137,1c 752,7b 0,7 0,4




O estresse salino e o estresse osmotico afetaram diferencialmente a
mobilizacdo das reservas nos cotilédones e a acumulacdo de PS e amido no
eixo hipocotilo-raiz, quando foram aplicados de modo isolado ou
combinado (Figura 14). O conteddo de LN nos cotilédones foi
significativamente aumentado em 30 e 39% pelos tratamentos com NaCl
100 mM e D-manitol 200 mM, nesta ordem, em referéncia ao controle
(Figura 14A). No entanto, o tratamento com NaCl 50 mM e D-manitol 100
mM nao causou alteracdo significativa no contetdo de LN nos cotilédones.
O estresse salino isolado ou combinado com o estresse osmatico nao
induziu mudanca significativa no contetdo de PS dos cotilédones (Figura
14B). Porém, o estresse osmatico isolado aumentou significativamente o
conteddo de PS nos cotilédones em 83%, em comparagdo com o controle. O
conteddo de amido nos cotilédones ndo apresentou alteracdo significativa
devido aos estresses aplicados de forma isolada ou combinada (Figura 14D).

A acumulacdo de PS no eixo em crescimento foi afetada de modo
sinérgico pelo estresse salino combinado com o estresse osmotico. De fato,
0 contetdo de PS no eixo foi diminuido em 28, 36 e 52% pelos tratamentos
com NaCl 100 mM, D-manitol 200 mM e NaCl 50 mM associado a D-
manitol 100 mM, respectivamente, em relacdo ao controle (Figura 14C).
No entanto, somente o tratamento com D-manitol 200 mM reduziu
significativamente em 45% o conte(do de amido no eixo em crescimento,
guando comparado ao controle (Figura 14E).
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Figura 14. Contetdo de LN, PS e amido em plantulas de girassol submetidas
aos estresses salino e osmaético de modo isolado e combinado. Contetdo de LN
nos cotilédones (A), de PS nos cotilédones (B) e no eixo em crescimento (C) e de
amido nos cotilédones (D) e no eixo (E) em plantulas do hibrido Hélio 253
cultivadas durante 72 h em meio agar-agua 4 g/L sem adicGes (controle, C) ou
suplementado com NaCl 100 mM (N), D-manitol 200 mM (M) ou NaCl 50 mM e
D-manitol 100 mM (N+M). As barras representam as médias, enquanto que as
linhas verticais representam 0s desvios padrOes de cinco repeticbes. As barras
assinaladas com as mesmas letras ndo diferem significativamente conforme o teste

de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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Os tratamentos salino, osmotico e isosmotico combinado causaram
alteragOes caracteristicas no contedo de AST, ANR e AALT dos cotilédones e
do eixo em crescimento (Figura 15). Nas plantulas tratadas com NaCl 100 mM,
D-manitol 200 mM e NaCl 50 mM combinado com D-manitol 100 mM, o
contetdo de AST nos cotilédones foi significativamente diminuido em 43, 6,2 e
20%, nesta ordem, em relacdo as plantulas ndo tratadas (Figura 15A). No
entanto, nas plantulas tratadas com D-manitol 200 mM, o conteldo de AST nos
cotilédones permaneceu inalterado. No eixo em crescimento, o tratamento
osmético aumentou de forma significativa o conteddo de AST em 42%, em
referéncia ao controle (Figura 15B). Entretanto, o conteddo de AST foi
diminuido significativamente em 42 e 25% pelos tratamentos salino e
isosmotico combinado, respectivamente, em comparagdo com o controle.

O contetdo de ANR nos cotilédones nao foi alterado sob estresse
salino, mas foi aumentado de modo significativo em 60 e 33% sob estresse
osmatico e isosmatico combinado, nesta ordem, em relacdo ao controle (Figura
14C). No eixo em crescimento, apenas o estresse salino ocasionou mudanca
significativa no conteildo de ANR, da ordem de 43%, em referéncia ao controle
(Figura 14D).

O tratamento salino ndo alterou significativamente o contetdo de
AALT nos cotilédones, mas os tratamentos osmotico e isosmotico combinado
aumentaram o contetido destes compostos em aproximadamente 84 e 15%,
nesta ordem, em relacéo ao controle (Figura 14E). Além disso, o contedo de
AALT no eixo em crescimento foi aumentado de modo significativo em 49%
pelo tratamento osmotico, mas foi diminuido em cerca de 27 e 47% pelos
tratamentos salino e isosmoético combinado, respectivamente, em
comparacdo com o controle (Figura 14F).
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Figura 15. Conteudo de AST, ANR e AALT em plantulas de girassol
submetidas aos estresses salino e osmotico de modo isolado e
combinado. Conteddo de AST nos cotilédones (A) e no eixo em
crescimento (B), de ANR nos cotilédones (C) e no eixo (D) e de amido nos
cotilédones (E) e no eixo (F) em plantulas do hibrido Helio 253 cultivadas
durante 72 h em meio agar-agua 4 g/L sem adi¢Bes (controle, C) ou
suplementado com NaCl 100 mM (N), D-manitol 200 mM (M) ou NaCl 50
mM e D-manitol 100 mM (N+M). As barras representam as médias,
enquanto que as linhas verticais representam os desvios padrdes de cinco
repeticdes. As barras assinaladas com as mesmas letras ndo diferem
significativamente conforme o teste de Tukey ao nivel de significAncia de
5%.
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5. DISCUSSAO

Os resultados demonstram claramente que o estresse salino e o
estresse osmotico, aplicados de forma isolada e combinada, afetam
diferencialmente a mobilizacdo das reservas nutritivas durante o
estabelecimento da plantula de girassol. Tanto o estresse salino (Figura 5A e
B) quanto estresse osmético (Figura 9A e B), quando aplicados
isoladamente, restringe a transferéncia de MS dos cotilédones para o eixo
em crescimento, evidenciando o retardo da mobilizacdo das reservas. E
amplamente aceito que a relacdo fonte-dreno desempenha um papel
importante na mobilizacdo das reservas, regulando a degradacdo nos tecidos
de armazenamento de acordo com a demanda pelos produtos de mobilizacao
nos tecidos em crescimento (BEWLEY e BLACK, 2013). Assim sendo, €
possivel que a restricdo do crescimento do eixo, devido ao contato direto
com o agente estressor, tenha diminuido a forca do dreno e,
consequentemente, a degradacdo das reservas nas fontes. Esta hipdtese tem
sido sugerida em outros trabalhos envolvendo o efeito do estresse salino
sobre a mobilizacdo das reservas em espécies cultivadas (PRISCO e
VIEIRA, 1976; VOIGT et al., 2009). Apesar disso, ndo €é possivel
desconsiderar o efeito direto do estresse osmotico, uma vez que a exposicao
das plantulas ao D-manitol causa a diminuicdo da porcentagem de umidade
nos cotilédones (Figura 9C).

De acordo com os resultados, a adicdo do NaCl ou do D-manitol ao
meio de cultura de modo isolado atrasa a mobilizagdo dos LN (Figura 6A e
10A) e do amido (Figura 6D e 10D) nos cotilédones das plantulas de
girassol. Porém, o contetdo de PS ndo é alterado na presenca de NaCl

(Figura 6B) e é diminuido na presenca de D-manitol (Figura 10B). Este
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atraso verificado para a mobilizagdo das reservas de carbono pode ser
explicado pela relacdo fonte-dreno. De fato, alguns trabalhos tém
evidenciado que os agUcares podem atuar como sinais da relacdo fonte-
dreno (ROITSCH, 1999), regulando o metabolismo do carbono em plantas
(JYAN-CHYUN e SHEEN, 1994; GRAHAM et al, 1994).
Oligossacarideos e hexoses aplicados externamente podem inibir a
degradacdo do amido no endosperma de cereais (KARRER e
RODRIGUEZ, 1992; LORETTI et al., 2000) e retardar a degradacdo dos
lipidios nos cotilédones de espécies oleaginosas (GRAHAM et al., 1994;
BOREK et al. 2006; BOREK e NUC, 2011). Assim sendo, a acumulacao de
ANR nos cotilédones das plantulas de girassol tratadas com NaCl 100 mM
(Figura 7C) ou D-manitol 100 mM (Figura 11C) pode estar envolvida em
um mecanismo de retroalimentacdo negativa.

Outros trabalhos tém demonstrado que o estresse salino pode atrasar
a mobilizagdo do amido devido a diminuicdo da atividade de a- e B-amilases
(PRISCO et al., 1981) e restringir a mobilizacdo dos lipidios pela reducédo
da atividade de enzimas glioxissomais (MILED-DAUOD e CHERIF, 1991).
Neste sentido, é possivel que a mobilizacdo das reservas de carbono em
plantulas de girassol expostas ao NaCl ou ao D-manitol, aplicados
isoladamente, tenha sido atrasada devido a regulacdo da atividade de
enzimas hidroliticas. Tendo em vista que varios trabalhos demonstram o
papel do &cido abscisico (ABA) na sinaliza¢do do estresse salino e osmotico
em plantas (ZHU, 2002), assim como na modulagdo negativa da atividade
de enzimas hidroliticas durante o crescimento p6s-germinativo (BEWLEY e
BLACK, 2013), mais estudos se fazem necessarios para desvendar os
mecanismos pelos quais a mobilizacdo das reservas de carbono é regulada

sob estes estresses em plantulas de girassol.
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A despeito de que alguns trabalhos evidenciam o retardo da
mobilizacdo das reservas como um efeito caracteristico do estresse salino
durante o estabelecimento da plantula (PRISCO e VIEIRA, 1976; PRISCO
et al., 1981; KAYANI et al.,, 1990; VOIGT et al., 2009), 0s nossos
resultados mostram que a hidrélise das PRS pode ndo ser afetada pelo
estresse salino (Figura 6B) ou mesmo pode ser acelerada pelo estresse
osmotico (Figura 10B). Estes resultados corroboram agueles encontrados
em trabalhos anteriores, uma vez que concentragdes externas crescentes de
NaCl ndo alteram o contetdo de PS nos cotilédones de plantulas de girassol
(ASHRAF et al.,2003) ou aumentam a mobilizacdo das PRS em plantulas de
linhaca (SEBEI et al., 2007). Levando em conta que os tratamentos com
NaCl e D-manitol, aplicados de forma isolada, acarretam a diminui¢do do
contetdo de PS (Figura 6C e 10C) e a concomitante acumulagdo de AALT
no eixo em crescimento (Figura 7F e 11F), é possivel que estes estresses
tenham causado distdrbios no metabolismo das proteinas nas plantulas de
girassol. J& esta demonstrado que a reducdo do contetido de PS e 0 aumento
do contetido de aminoéacidos nas folhas de cajueiro sob estresse salino estdo
relacionados a distarbios no metabolismo do nitrogénio, incluindo o
aumento da atividade proteolitica e a acumulacdo de aménio (SILVEIRA et
al., 2003). Assim sendo, a investigacdo do metabolismo do nitrogénio em
plantulas de girassol expostas ao estresse salino ou ao estresse osmatico
podem propiciar a identificagdo de mecanismos de agéo destes estresses.

O tratamento com estresses combinados (NaCl 50 mM e D-manitol
100 mM), em condicdo isosmdtica ao tratamento salino (NaCl 100 mM) e
ao tratamento osmatico (D-manitol 200 mM) aplicados isoladamente, nao
interfere na transferéncia de MS dos cotilédones para o eixo em crescimento
nas plantulas de girassol (Figura 13). Além disso, o tratamento isosmatico

combinado néo afeta a mobilizagdo dos LN (Figura 14A), das PS (Figura
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14B) e do amido (Figura 14D) nos cotilédones destas plantulas. Estas
respostas podem ser compreendidas como um antagonismo entre o estresse
salino e o estresse osmatico, isto €, a aplicacdo combinada destes estresses
na condigdo isosmotica ameniza os efeitos sobre o crescimento da plantula e
a mobilizacdo das diferentes reservas em comparagdo com 0S estresses
aplicados individualmente. Estes achados reforcam a premissa de que a
resposta aos estresses combinados é tipica e ndo pode ser simplesmente
extrapolada a partir da resposta para cada um dos estresses aplicados de
forma isolada (MITLER, 2006).

E notavel que, mesmo sob uma concentracio de NaCl 50% menor no
tratamento isosmotico combinado (NaCl 50 mM adicionado de D-manitol
100 mM) em relagdo ao tratamento salino isolado (NaCl 100 mM), a
acumulagdo de Na" tenha sido similar tanto nos cotilédones quanto no eixo
em crescimento nas plantulas de girassol (Tabela 1). Considerando que a
absorcdo do D-manitol pelas raizes das plantas € restrita (SLATYER, 1961),
é possivel que a acumulagio de Na™ nas plantulas expostas ao tratamento
isosmotico combinado tenha contrabalangcado, pelo menos em parte, a
hiperosmolaridade propiciada pela presenca de D-manitol no meio externo.
Em complementacio, o conteido de Na* acumulado no eixo é cerca de 5
vezes maior que aquele verificado nos cotilédones das plantulas expostas
tanto ao tratamento salino isolado quanto ao tratamento isosmatico
combinado (Tabela 1). Esta diferenca de magnitude na acumulacdo de Na*
entre as diferentes partes provavelmente se deve ao fato de que o eixo se
encontra em contato direto com o Na™ externo, por intermédio do sistema
radicular. Além disso, levando em conta que as plantulas apresentam apenas
cotilédones como folhas, a taxa de transpiragdo deve ser baixa, contribuindo

pouco para o transporte de Na* pela corrente transpiratoria.
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O conteido de K" nos cotilédones e no eixo em crescimento
permanece inalterado sob tratamento salino isolado ou tratamento
isosmotico combinado nas plantulas de girassol (Tabela 1), indicando que a
distribuicdo do K* ndo ¢ afetada pelo Na* absorvido. Uma vez que 0 meio
de cultura é isento de K", o conteido deste nutriente nas diferentes partes
das plantulas deve ser oriundo do K* acumulado nos tecidos de
armazenamento durante a maturacdo da semente sob a forma de complexo
com fitina (mio-inositolhexafosfato) (BEWLEY e BLACK, 1994). De
maneira adicional, o contetido de K" nos cotilédones e no eixo é aumentado
nas plantulas de girassol submetidas ao tratamento osmotico isolado, em
comparacdo com o controle (Tabela 1). Segundo estes resultados, parece
que ha efluxo de K* das raizes para o meio externo durante o
estabelecimento da plantula e que este efluxo é evitado quando as plantulas
estdo expostas ao estresse osmotico causado por um agente que € absorvido
de forma restrita (SLATYER, 1961). Desta forma, pode ser que a retencdo
do K" nos tecidos contrabalance a hiperosmolaridade do meio de cultura.

Os nossos resultados mostram que a relagdo K*/Na* se torna inferior
a 1,0 tanto nos cotilédones quanto no eixo em crescimento das plantulas de
girassol tratadas com NaCl 100 mM ou NaCl 50 mM adicionado de D-
manitol 100 mM (Tabela 1), indicando que estas partes podem estar
expostas a toxicidade iénica. A relagdo K*/Na* tem sido utilizada como um
indicador indireto da toxicidade idnica sob estresse salino com base na
competicdo entre K™ e Na* pelos sitios de ligacdo em transportadores de
membrana e enzimas. Valores inferiores a 1,0 podem indicar que a
concentracdo de Na' nos tecidos seria suficientemente alta para evitar a
ligacio do K nestas proteinas, afetando func@es celulares primordiais como
a fotossintese e a biossintese de proteinas (MAATHUIS e AMTMANM,

1999). Embora relagdo K*/Na" seja similar nos cotilédones e no eixo para as
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plantulas de girassol submetidas ao tratamento salino isolado e ao
isosmoético combinado (Tabela 1), o efeito destes tratamentos sobre a
mobilizacdo das reservas é diverso, reforcando a importancia da natureza do

agente estressor, mesmo que as plantulas estejam expostas a condigOes
isosmaticas.
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6. CONCLUSAO

Tomando os nossos resultados em conjunto, € possivel concluir que
0 estresse salino e o estresse osmotico afetam diferencialmente a
mobilizacdo das reservas nutritivas durante o estabelecimento da plantula
em girassol, quando sdo aplicados de forma isolada ou combinada.
Aparentemente, o estresse osmotico isolado propicia efeitos mais marcantes,
porque retarda a degradacdo do amido e dos lipidios e acelera a mobilizacao
das proteinas, enquanto que o estresse salino isolado atrasa a utilizacdo das
reservas de carbono, mas ndo afeta o conteldo de proteinas.
Inesperadamente, a aplicagdo combinada do estresse salino e do estresse
osmatico, sob condicdo isosmdtica em relacdo aos estresses isolados, ndo

afeta a mobilizacdo das diferentes reservas nutritivas em girassol.
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