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RESUMO 

 

Uma fertilização nitrogenada adequada pode reduzir os efeitos deletérios do estresse salino e 

promover o crescimento vegetal, sendo esse efeito dependente da fonte de nitrogênio (N) 

utilizada. Objetivou-se, assim, estudar a influência da fonte de N na tolerância de plantas de 

girassol (Helianthus annuus L.) à salinidade. Para isso, sementes de girassol foram semeadas 

em vermiculita, em casa de vegetação, e após oito dias, as plântulas foram transferidas para 

um meio hidropônico com N sob as formas de NO3
-, NO3

-/NH4
+ (3:1) ou NH4

+. Decorridos 

seis dias, adicionou-se NaCl até se atingir a concentração de 75 mM. As plantas foram 

coletadas aos 7 e 14 dias após a imposição do estresse salino. O crescimento das plantas de 

girassol foi reduzido pela salinidade, contudo as plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ 

apresentaram maior crescimento da parte aérea, nas condições salinas. A condutância 

estomática (gs), a transpiração (E), a fotossíntese líquida (A), a concentração interna de CO2 

(Ci), a eficiência instantânea de carboxilação (A/Ci) e a eficiência do uso da água (EUA) 

foram pouco influenciadas pela salinidade, entretanto as plantas nutridas com NH4
+ 

apresentaram os menores valores de gs, A, A/Ci e EUA, em comparação às demais fontes de 

N. Semelhantemente, as plantas nutridas com NH4
+ apresentaram os menores teores de 

clorofila (a, b e total), de carotenoides e antocianinas, os quais foram pouco influenciados 

pela salinidade. O vazamento de eletrólitos (VE) e a peroxidação dos lipídios não foram 

influenciados pelas fontes de N, e a salinidade aumentou o VE. O estresse salino aumentou os 

teores de Na+ e reduziu os de K+, principalmente nas raízes, contudo esses teores foram 

menores nas raízes das plantas nutridas com NH4
+, em comparação aos demais tratamentos de 

N. Em condições salinas, os maiores incrementos nos teores de Cl- foram observados nas 

plantas cultivadas com NO3
- e com NO3

-/NH4
+, entretanto as plantas nutridas com NH4

+ 

foram as que mais acumularam Cl– em seus tecidos. Os teores de NO3
- nas diversas partes das 

plantas e a sua translocação para a parte aérea foram reduzidos pela salinidade, sendo maiores 

nas plantas nutridas com NO3
-, seguidas das nutridas com NO3

-/NH4
+. Os teores de NH4

+ e a 

sua translocação para a parte aérea foram maiores nas plantas nutridas com esse íon, as quais 

acumularam também mais N-aminossolúveis e aminoácidos livres, contudo isso não foi capaz 

de reduzir os níveis de NH4
+ em seus tecidos, justificando os sintomas de toxidez observados 

nessas plantas. Plantas nutridas com NO3
-/NH4

+, em comparação às nutridas com NO3
-, 

acumularam mais N-aminossolúveis e os aminoácidos glutamina, asparagina, serina e prolina 

em condições de salinidade. De maneira geral, os teores de N-total, carboidratos solúveis e 

amido foram maiores nas plantas nutridas com NH4
+, não sendo observados efeitos da 



salinidade nessas duas últimas variáveis. As enzimas do metabolismo do N foram afetadas 

pela salinidade, independentemente da fonte de N empregada. Nas folhas, as atividades da 

redutase do nitrato e da redutase do nitrito foram maiores nas plantas tratadas com NO3
- e 

com a mistura NO3
-/ NH4

+. Houve baixa correlação entre a atividade da sintetase da glutamina 

e da sintase do glutamato e os teores desses aminoácidos. Esses resultados sugerem que 

plantas de girassol são sensíveis ao NH4
+, apresentando sintomas de toxidez sob essa nutrição, 

mesmo em condições controle. A nutrição combinada de N (NO3
-/NH4

+) foi a mais eficiente 

em reduzir os efeitos deletérios da salinidade em plantas de girassol, pois promoveu maior 

crescimento e melhor balanço iônico em condições de estresse, além de as plantas sob essa 

nutrição terem sido as mais eficientes na utilização do N sob estresse. 

 

Palavras-chave: Aminoácidos. Amônio. Helianthus annuus. Nitrato. Nutrição mineral. 

Salinidade. 



ABSTRACT 

 

Adequate nitrogen fertilization can reduce the deleterious effects of saline stress and promote 

plant growth, being this effect dependent on the nitrogen (N) source used. In this experiment, 

we aimed to study the influence of the N source on the tolerance of sunflower (Helianthus 

annuus L.) plants to salinity. In a greenhouse, sunflower seeds were sown in vermiculite, and 

after eight days, the seedlings were transferred to a hydroponic medium with either NO3
− or 

NH4
+ as the only N source, or a NO3

-/NH4
+ mixture (3:1, v/v). After six days, NaCl was added 

in the nutrient solution until a concentration of 75 mM was reached. The plants were 

harvested at 7 and 14 days after the imposition of saline stress. The growth of sunflower 

plants was reduced by salinity; however the plants supplied with the NO3
-/NH4

+ mixture 

showed the higher shoot growth under salt conditions. The stomatal conductance (gs), 

transpiration (E), net photosynthetic rate (A), internal CO2 concentration (Ci), instantaneous 

carboxylation efficiency (A/Ci) and water use efficiency (WUE) were little influenced by 

salinity. The NH4
+ plants showed the lowest values of gs, A, A/Ci and WUE, in comparison to 

the other N sources. Similarly, plants supplied with NH4
+ showed the lowest contents of 

chlorophyll (a, b and total), carotenoids and anthocyanins, which were little influenced by 

salinity. Electrolyte leakage (LV) and lipid peroxidation were not influenced by N sources, 

and salinity increased LV. Salt stress increased Na+ content and reduced K+ content, 

especially in the roots, but these contents were lower in the plants supplied with NH4
+ 

compared to the other N treatments. In saline conditions, the highest increase in Cl- content 

was observed in plants supplied with NO3
- and NO3

-/NH4
+, however plants supplied with 

NH4
+ were the more accumulated Cl- in their tissues. The NO3

- content in the different parts 

of the plants and their translocation to the shoot were reduced by the salinity, being higher in 

the plants supplied with NO3
-, followed by those supplied with NO3

-/NH4
+. The content of 

NH4
+ and their translocation to the shoot were higher in the plants supplied with this ion, 

which also accumulated more N-amino compounds and free amino acids, but this was not 

able to reduce the NH4
+ content in their tissues, justifying the toxicity observed in these 

plants. Plants supplied with NO3
-/NH4

+, as compared to those supplied with NO3
-, 

accumulated more N-amino compounds and glutamine, asparagine, serine and proline under 

salt conditions. In general, the contents of N-total, soluble carbohydrates and starch were 

higher in plants supplied with NH4
+, and no salt effects were observed in the latter two 

variables. Enzymes of N metabolism were affected by salinity, regardless of the N source 

used. In the leaves, nitrite reductase and nitrite reductase activities were higher in plants 



supplied with NO3
- and NO3

-/NH4
+. There was a low correlation between the activity of 

glutamine synthetase and glutamate synthase and the content of glutamine and glutamate. 

These results suggest that sunflower plants are sensitive to NH4
+, showing toxicity symptoms 

under this nutrition, even under control conditions. The combined nutrition of N (NO3
-/NH4

+) 

was the most efficient in reducing the deleterious effects of salinity in sunflower plants, as it 

promoted higher growth and a better ionic balance in stress conditions. Besides the plants 

under this nutrition were the more efficient in the use of N under salt stress. 

 

Keywords: Amino acids. Ammonium. Helianthus annuus. Nitrate. Mineral nutrition. 

Salinity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Justificativa 

 

A salinidade é um dos estresses abióticos que mais limitam o crescimento e a 

produtividade agrícola (ZHU, 2001). Aproximadamente 23% das terras cultivadas do mundo 

vêm enfrentando problemas de salinização (FAO, 2005), sendo isso mais severo nas regiões 

áridas e semiáridas, onde as elevadas taxas evapotranspiratórias e as baixas precipitações 

pluviométricas, associadas ao manejo inadequado do solo e da água, têm contribuído para o 

surgimento de solos salinizados (FAGERIA; GHEYI, 1997). 

A redução do crescimento causada pela salinidade é decorrente de seus efeitos 

osmóticos, tóxicos e nutricionais sobre as plantas (MUNNS; TESTER, 2008). O impacto dos 

sais sobre o potencial osmótico dos solos reduz a absorção de água pelas raízes, alterando, 

dessa maneira, o balanço hídrico da planta. Em adição, a absorção excessiva de íons tóxicos 

(principalmente Na+ e Cl-) pode causar distúrbios fisiológicos e nutricionais dentro da planta 

(MUNNS, 2002; ZHU, 2001). Essas desordens nutricionais associadas ao estresse salino 

podem resultar da redução da disponibilidade de nutrientes (pela competição na absorção e no 

transporte dentro da planta) e da alteração da integridade estrutural e funcional da membrana 

plasmática (ALVAREZ-PIZARRO et al., 2009; GRATTAN; GRIEVE, 1999; MANSOUR; 

SALAMA, 2004). Além disso, a extensão com que a salinidade inibe o crescimento é afetada 

pelo estado nutricional das plantas (IRSHAD; ENEII; YASUDA, 2008)  

Dentre os nutrientes minerais, o nitrogênio (N) destaca-se por ser essencial para o 

crescimento das plantas, pois é requerido em grandes quantidades e sua deficiência inibe 

rapidamente o crescimento vegetal e, consequentemente, a produção (MILLER; CRAMER, 

2004; WANG; HSU; TSAY, 2012). É constituinte de muitas biomoléculas tais como 

proteínas, ácidos nucléicos, aminoácidos, coenzimas, vitaminas e pigmentos (WANG; HSU; 

TSAY, 2012). Aproximadamente, 80% de todos os íons absorvidos pelas plantas são 

constituídos por formas inorgânicas de N (MARSCHNER, 1995).  

O nitrogênio presente no solo e disponível para as plantas apresenta-se 

principalmente como NO3
- e NH4

+ (NACRY; BOUGUYON; GOJON, 2013). Ambas as 

formas de N causam diferentes efeitos no crescimento, na composição química e no 

metabolismo das plantas (AL-MUTAWA; EL-KATONY, 2001; FORDE, 2002; LIPS et al., 

1990).  
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A salinidade interfere na aquisição e na utilização do N. Assim, condições de 

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

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

parte, pela redução na taxa de crescimento das plantas sob tais condições (ABD-EL BAKI et 

al., 2000; DLUZNIEWSKA et al., 2007; TANG et al., 2011). A fotossíntese também é 

afetada pela salinidade, pelo status de N na planta e pela fonte de N empregada (BENDIXEN, 

et al., 2001; GUO et al., 2007; HESSINI et al., 2013).  

Alguns estudos têm revelado que uma fertilização nitrogenada adequada pode 

reduzir os efeitos deletérios do estresse salino e promover o crescimento (FIGUEIRA; 

CALDEIRA, 2005; FLORES et al., 2001). Entretanto, esse efeito é enormemente dependente 

da forma de N utilizada (NO3
-, NH4

+ ou a mistura NO3
-/ NH4

+), da espécie da planta, da 

duração e da intensidade do estresse (EHLTING et al., 2007; HESSINI et al., 2013). 

Tem sido demonstrado que o crescimento das plantas é favorecido quando 

cultivadas em soluções ricas em NO3
-, pois esse íon estimula o crescimento da parte aérea e 

atrasa a senescência (FORDE, 2002; SCHEIBLE et al., 1997). Em ervilha, o suprimento de 

NO3
- foi indicado como ideal para áreas afetadas pela salinidade (FIGUEIRA; CALDEIRA, 

2005). Porém, outros trabalhos verificaram que o uso de NO3
- como única fonte de N, sob 

condições de salinidade, não é benéfico para o crescimento das plantas, pois esse estresse 

reduz a taxa de absorção de NO3
-, levando a um decréscimo nos teores de N na planta 

(BOTELLA; CERDA; LIPS, 1994; KANT et al., 2007). Assim, foi observada uma maior 

sensibilidade à salinidade em trigo quando o NO3
- foi a forma de N empregada (BOTELLA et 

al., 1997; BOTELLA; CERDA; LIPS, 1994).  

O íon NH4
+ é dito como um nutriente “paradoxo”, pois, embora ele seja uma 

importante fonte de N e intermediário de diversas reações metabólicas, ele causa sintomas de 

toxicidade em muitas plantas quando cultivadas em NH4
+ como fonte exclusiva de N 

(FRECHILLA et al., 2001; GERENDÁS et al., 1997; HOLZSCHUH et al., 2011). Como 

exemplo, Populus tremula, milho e ervilha foram mais sensíveis aos sais quando nutridas com 

NH4
+ (EHLTING et al., 2007; FEIJÃO, 2009; FRECHILLA et al., 2001). Contudo, estudos 

demonstraram que, em sorgo e na halófita Spartina alterniflora, a nutrição com NH4
+ 

favoreceu as respostas destas plantas à salinidade (HESSINI et al., 2013; MIRANDA et al., 

2013). Várias espécies vegetais mostraram uma melhoria no crescimento quando nutridas 

com ambas as fontes (NH4
+ e NO3

-) em comparação às nutridas com uma única fonte de N 

(DUAN et al., 2007; GUO; ZU; TANG, 2012; HOLZSCHUH et al., 2011), sendo esse efeito 

mais pronunciado quando as plantas estavam sob estresse salino (KANT et al., 2007; TANG 
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et al., 2011). Os efeitos deletérios da salinidade observados em plantas de trigo, cevada e 

Catharanthus roseus foram reduzidos pelo suprimento da mistura NO3
-/NH4

+ (GARNICA et 

al., 2009; KANT et al., 2007; TANG et al., 2011).    

O controle do acúmulo de íons tóxicos, tais como Na+ e Cl-, é um processo 

fisiológico importante que confere às plantas tolerância aos sais (ASHRAF, 1994), e esse 

controle pode estar relacionado com a forma de N absorvida, uma vez que foram observados 

diferentes padrões de acúmulo e distribuição desses íons, dependendo da fonte de N 

empregada (ASHRAF; SULTANA, 2000; FIGUEIRA; CALDEIRA, 2005; MIRANDA et al., 

2013). Além disso, a fonte de N influencia na assimilação do N, na síntese de aminoácidos, 

proteínas e carboidratos; solutos que conhecidamente acumulam-se sob estresse salino e 

podem contribuir para o ajustamento osmótico (GUO; ZU; TANG, 2012; KANT et al., 2007; 

NATHAWAT et al., 2005; TANG et al., 2011). Dessa maneira, como o metabolismo do 

carbono e do nitrogênio são interrelacionados, as diferentes fontes de N afetam o padrão de 

acúmulo desses solutos em plantas (FRECHILLA et al., 2001; GUO; ZU; TANG, 2012; 

TANG et al., 2011). 

O nitrogênio é o nutriente que mais limita a produção do girassol (Helianthus 

annus L.) (BLAMEY; ZOLLINGER; SEITER, 1997), sendo que sua deficiência causa 

redução de 60% na produtividade e decréscimo na porcentagem de óleo da semente 

(SMIDERLE; GIANLUPPI; GIANLUPPI, 2002; BISCARO et al., 2008). Além disso, a dose 

e a fonte N influenciam na qualidade das plantas para a comercialização em vasos 

(FAGUNDES et al., 2007).  

Uma eficiente nutrição de N contribui para o sucesso das plantas frente à 

salinidade, através de respostas capazes de ajudá-las a resistir ao estresse salino ou mesmo 

minimizar seus efeitos tóxicos. Dessa maneira, espera-se que a fonte de N empregada 

determine as repostas das plantas de girassol à salinidade. Além disso, há uma carência de 

estudos que relacionem a produção de biomassa, as trocas gasosas, danos de membrana, 

absorção de nutrientes, acúmulo de solutos compatíveis e metabolismo do N em plantas de 

girassol submetidas à salinidade e a diferentes fontes de N. Visto que o girassol é uma cultura 

de grande importância econômica, considerada moderadamente sensível aos sais (KATERJI 

et al., 2000), e dada a elevada exigência por N em seu cultivo tornam-se relevantes estudos 

que tratem da influência de diferentes fontes de N na tolerância de plantas de girassol ao 

estresse salino. 
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1.2 Objetivos 

 

1.2.1 Objetivo geral 

 

Analisar os efeitos do NO3
-, do NH4

+ e da combinação dessas formas de N na 

tolerância de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) à salinidade.  

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

Utilizando-se plantas de girassol da variedade Catissol, sob condições controle e 

de estresse salino, avaliou-se o efeito de diferentes fontes de nitrogênio (NO3
-, NH4

+ e NO3
-

/NH4
+): 

� Na área foliar e no acúmulo de biomassa da planta; 

� Nas trocas gasosas: condutância estomática, fotossíntese líquida, transpiração e 

concentração interna de CO2; 

� Nos teores de clorofila a, b e total, carotenóides e antocianinas; 

� Nos danos oxidativos, através da determinação do vazamento de eletrólitos e 

da peroxidação lipídica em folhas e raízes; 

� Nos teores dos íons Na+, K+, Cl-, NO3
- e NH4

+ em folhas, caules e raízes; 

� No transporte dos íons NO3
- e NH4

+ através da seiva do xilema; 

� Nos teores de N-aminossolúveis e nitrogênio total em folhas, caules e raízes; 

� Nos teores dos aminoácidos glutamato, aspartato, glutamina, asparagina, serina 

e prolina nas folhas; 

� Nos teores de carboidratos solúveis e amido em folhas, caules e raízes; 

� Na atividade das enzimas envolvidas na assimilação do N (redutase do nitrato, 

redutase do nitrito, sintetase da glutamina e sintase do glutamato), em folhas e 

raízes.
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aspectos gerais dos efeitos da salinidade nas plantas 

 

A salinidade é uma condição do solo caracterizada pela elevada concentração de 

sais solúveis. Os solos são classificados como salinos quando a condutividade elétrica do 

extrato de saturação é igual ou superior a 4 dS m-1 (USDA-ARS, 2008), o qual equivale a 

aproximadamente 40 mM de NaCl (MUNNS; TESTER, 2008). 

O estresse salino é um dos principais fatores limitantes da produção agrícola, em 

razão de seus efeitos no crescimento e no desenvolvimento vegetal, os quais podem ser de 

natureza iônica, osmótica ou de ambas (HASEGAWA et al., 2000; HASEGAWA, 2013; 

MUNNS;TESTER, 2008). Os efeitos deletérios da salinidade sobre o crescimento das plantas 

são devidos aos seguintes fatores: 1) diminuição da quantidade de água disponível para a 

planta, em razão da redução do potencial hídrico do solo; 2) toxicidade causada pela elevada 

absorção de íons Na+ e Cl-, principalmente; 3) desbalanço nutricional ocasionado pela 

inibição da absorção de vários nutrientes; 4) aumento na produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs),  que prejudicam a integridade de moléculas e organelas celulares 

(GREENWAY; MUNNS, 1980; PRISCO; GOMES-FILHO, 2010).   

Com a redução do potencial osmótico do solo, o potencial hídrico também 

diminui, reduzindo o gradiente de potencial hídrico entre a planta e o solo. Dessa forma, a 

absorção de água pela planta é dificultada, gerando, assim, déficit hídrico. A água nas células 

vegetais tem a importante função de gerar a pressão de turgescência (XIONG; ZHU, 2002). 

Com a redução na disponibilidade de água para as plantas em ambientes salinos, a 

turgescência — fundamental para que ocorra a expansão celular — também é reduzida (ZHU, 

2001). Um dos efeitos mais notórios da salinidade sobre o crescimento é a redução da área 

foliar disponível para a fotossíntese, levando à diminuição da biomassa da planta (PARIDA; 

DAS, 2005). 

Uma das respostas das plantas ao estresse hídrico, provocado pelo excesso de sais, 

é a redução na condutância estomática, causando uma diminuição na fotossíntese líquida (YU; 

WANG; WANG, 2012). Assim, apesar de reduzir a perda de água através da transpiração, em 

curto prazo, o fechamento dos estômatos é o principal fator limitante da fotossíntese 

(DAVIES; ZHANG, 1991; GREENWAY; MUNNS, 1980). Em longo prazo, o excesso de 

íons tóxicos no mesófilo inibe a fotossíntese por meio de mecanismos não estomáticos, 

reduzindo o conteúdo total de clorofila, o transporte de elétrons nos cloroplastos e, 
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consequentemente, causando um decréscimo na eficiência do fotossistema II (PARIDA; DAS; 

MITTRA, 2003; TAIZ; ZEIGER, 2013). Outra resposta ao estresse salino é o acúmulo líquido 

de diferentes solutos, que reduzem o potencial osmótico da planta, tornando possível a 

manutenção da absorção de água e da pressão de turgescência, mecanismo conhecido como 

ajustamento osmótico (GREENWAY; MUNNS, 1980; SMIRNOFF, 1998; YU; WANG; 

WANG, 2012). Esse fenômeno resulta tanto da acumulação de íons inorgânicos no vacúolo, 

quanto do acúmulo de solutos orgânicos de baixo peso molecular no citosol (ASHRAF; 

HARRIS, 2004), os quais não interferem com o metabolismo celular normal, mesmo estando 

em altas concentrações (SAIRAM; TYAGI, 2004). Por essa razão, esses compostos são 

também chamados de solutos compatíveis (BOHNERT; NELSON; JENSEN, 1995). Além de 

seu papel estritamente osmótico, tais solutos orgânicos contribuem também para a 

estabilidade das proteínas e das membranas celulares, ao promoverem a remoção de radicais 

livres, gerados pelo estresse oxidativo secundário (MANSOUR, 2000).  

Os efeitos iônicos do estresse salino resultam da elevada absorção de íons, 

especialmente Na+ e Cl-, que alteram a homeostase iônica da célula quando em altas 

concentrações, causando uma redução no crescimento devido a efeitos iônicos específicos 

(YU; WANG; WANG, 2012). Isto se deve, provavelmente, à capacidade limitada das células 

em compartimentar os íons no vacúolo, permitindo que suas concentrações no citosol ou em 

outras organelas aumentem rapidamente e afetem a atividade de várias enzimas metabólicas. 

Por outro lado, esses íons podem ser transportados para as paredes celulares e causar a 

desidratação das células (MUNNS, 2002, 2005). 

O excesso de sais no solo pode resultar em desbalanços e deficiências nutricionais 

na planta (ZHU, 2003). Elevadas concentrações de Na+ e Cl- na solução do solo acarretam 

altas relações Na+/Ca2+, Na+/K+, Na+/Mg2+, Cl-/NO3
- e Cl-/H2PO4

- no interior das células, as 

quais têm sido frequentemente relacionadas com reduções no crescimento, inibição da 

fotossíntese e desestabilização de membranas (ALVAREZ-PIZARRO et al., 2009; FEIJÃO et 

al., 2013; GRATTAN; GRIEVE, 1999; GUIMARÃES et al., 2012). Os distúrbios 

nutricionais associados ao estresse salino podem resultar da redução da disponibilidade de 

nutrientes essenciais, pela competição na absorção e no transporte dentro da planta, por 

alterações na integridade estrutural e funcional da membrana plasmática, bem como pela 

inibição da atividade de várias enzimas vitais do metabolismo, resultando no aumento do 

requerimento da planta por esse elemento essencial (ALVAREZ-PIZARRO et al., 2009; 

ARAGÃO et al., 2010; MANSOUR; SALAMA, 2004). Assim, em geral, o excesso de Na+ 

pode conduzir à deficiência de K+ e Ca2+ e a absorção de NO3
- pode ser inibida por Cl- 
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(SHANNON, 1992). Como resultado, a planta torna-se susceptível a distúrbios osmóticos ou 

íon-específicos, bem como a desordens nutricionais que podem resultar na redução da 

produção ou da qualidade das culturas (GRATTAN; GRIEVE, 1999). 

Secundariamente, o acúmulo excessivo de sais altera o metabolismo das plantas 

aumentando a produção de EROs, que são prejudiciais à célula quando em altas 

concentrações, causando danos oxidativos às biomoléculas (AZEVEDO-NETO; GOMES-

FILHO; PRISCO, 2008; CHINNUSAMY; JAGENDORF; ZHU, 2005). Durante o estresse 

salino, todos os principais processos da planta, tais como a fotossíntese, a respiração, a síntese 

proteica, as relações hídricas e as reações enzimáticas, são afetados (MUNNS, 2002; 

PARIDA; DAS, 2005); os sais acumulados progressivamente, portanto, podem até mesmo 

conduzir a planta à morte (MANSOUR; SALAMA, 2004). 

A sobrevivência das plantas em ambientes salinos depende de alguns 

mecanismos, as quais incluem: alterações morfológicas e desenvolvimentais (por exemplo, 

encurtamento do ciclo de vida e modificação do crescimento da parte aérea e da raiz); 

controle da absorção de íons pela raiz e transporte para as folhas; extrusão e/ou 

compartimentação de íons no vacúolo; acúmulo de solutos orgânicos compatíveis no 

citoplasma; alterações na estrutura da membrana plasmática; indução da expressão e da 

atividade de enzimas antioxidantes; e alterações no balanço hormonal. Esses mecanismos têm 

por finalidade reduzir os danos causados pelo estresse salino às plantas, atingindo assim, o 

restabelecimento da homeostase celular e, finalmente, a retomada do crescimento vegetal, 

mesmo que com uma velocidade reduzida (BOTELLA et al., 2005; GREENWAY; MUNNS, 

1980; HASEGAWA et al., 2000; MANSOUR; SALAMA, 2004; MUNNS; TESTER, 2008; 

PARIDA; DAS, 2005; ZHU, 2001).  

 

2.2 Disponibilidade de N no solo  

 

A maior parte do N no solo (> 90%) está presente na forma de moléculas 

orgânicas complexas, as quais são relativamente estáveis e não diretamente disponíveis para 

as plantas (BELOW, 2001). Contudo, essas moléculas podem ser convertidas a NH4
+ por 

microorganismos do solo. O NH4
+ pode então ser oxidado a NO3

-
 através de um processo 

denominado nitrificação, realizado pela ação de bactérias Nitrosomonas ssp. (NH3 + 3/2 O2 

→ NO2
- + H2O + H+) e Nitrobacter ssp. (NO2

- + ½ O2 → NO3
-). O NO3

-, por sua vez, pode 

ser convertido a N2 (NO3
- → NO2

- → NO → N2O → N2), através de seu uso como aceptor de 

elétrons por bactérias desnitrificantes (Pseudomonas ssp. e Paracoccus ssp.) (MILLER; 
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CRAMER, 2004). Em conjunto, esses processos constituem o chamado ciclo do nitrogênio, 

no qual o conteúdo global de N é trocado entre a atmosfera, o solo e a biomassa (MILLER; 

CRAMER, 2004). 

Em quase todos os ecossistemas, as plantas absorvem N principalmente nas 

formas inorgânicas NO3
- e NH4

+, em vez de aminoácidos ou outras formas de N orgânico, os 

quais, aparentemente, desempenham um papel secundário, sendo somente utilizados em 

ecossistemas extremamente pobres em N e frios, onde a mineralização da matéria orgânica é 

bastante limitada (NACRY; BOUGUYON; GOJON, 2013). A concentração de NO3
- no solo 

varia entre 1 e 5 mM, podendo-se alcançar valores bastante inferiores, de até 5 µM, em 

consequência de sua ampla utilização pelas plantas e microrganismos e, adicionalmente, de 

sua lixiviação do solo (MENGEL; KIRKBY, 1987; MILLER; CRAMER, 2004; OWEN; 

JONES, 2001). De maneira geral, na maioria dos solos agricultáveis, as plantas absorvem N 

principalmente como NO3
-. Isso acontece pelo fato de o NO3

- estar presente em maiores 

concentrações em relação ao NH4
+ e por ele se mover livremente dentro do solo, devido a 

predominância de cargas negativas nas partículas do solo (MILLER; CRAMER, 2004). As 

concentrações de NH4
+ em solos agricultáveis, tipicamente, variam entre 20 e 200 µM 

(OWEN; JONES, 2001). Contudo, fatores que inibem o processo de nitrificação, tais como 

pH baixo, condições anaeróbicas e temperaturas abaixo de 5 °C e acima de 40 °C, podem 

resultar no acúmulo de NH4
+ no solo (LEWIS, 1986; MENGEL; KIRKBY, 1987; MILLER; 

CRAMER, 2004). O NH4
+ é relativamente imóvel no solo e menos facilmente perdido pela 

lixiviação do solo que o NO3
- (MILLER; CRAMER, 2004). 

Diversos fatores podem alterar a disponibilidade de NO3
- e NH4

+ às plantas, tais 

como a temperatura, o pH e o grau de aeração da rizosfera (MENGEL; KIRKBY, 1987). 

Dessa forma, em solos aerados e com pH acima de 4, o NO3
- é a principal fonte de N 

inorgânico, sendo o NH4
+ encontrado em baixas concentrações. Contudo, em solos alagados, 

a relação NO3
-/NH4

+ é reduzida, principalmente em consequência da desnitrificação do NO3
- e 

da diminuição da nitrificação (ARMSTRONG, 1982).  

 

2.3 Absorção e transporte de NO3
- nas plantas 

 

As plantas absorvem o NO3
- presente na solução do solo através da membrana 

plasmática de células da epiderme e do córtex da raiz, principalmente nas regiões mais jovens 

(região apical) (TAIZ; ZEIGER, 2013). Esse processo ocorre por meio de um transporte 

simultâneo (cotransporte) de 2 H+ e um NO3
- do meio externo para o interior da célula, o qual 
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é dirigido pelo gradiente de protóns (∆H+) gerado pelas H+-ATPases da membrana 

plasmática, sendo, portanto, dependente de ATP (FORDE, 2000; KRAISER et al., 2011). Em 

Citrus, a absorção de NO3
- foi severamente afetada pela presença de inibidores e 

desacopladores da fosforilação oxidativa, denotando a dependência energética desse processo 

para a geração do ∆H+ pelas H+-ATPases (CEREZO et al., 2000).  

Em plantas superiores, os transportadores ou canais de NO3
- na membrana, 

identificados até hoje, pertencem a cinco famílias de proteínas denominadas NRT1 (do inglês, 

Nitrate Transporter), NRT2, CLC (do inglês, Chloride Channel) ALMT (do inglês, 

Aluminum-Activated Malate Transporter) e SLAC1 (do inglês, Slow Anion Channel). 

Entretanto, apenas os membros da família NRT1 e NRT2 parecem estar envolvidos com a 

absorção de NO3
- nas raízes (NACRY; BOUGUYON; GOJON, 2013). Há três distintos 

sistemas de absorção de NO3
-, definidos com base na concentração externa de NO3

- em que 

operam, sendo dois deles de alta afinidade, os quais atuam em concentrações externas de NO3
- 

inferiores a 1 mM, enquanto o terceiro possui baixa afinidade e atua em concentrações 

externas de NO3
- superiores a 1 mM (FORDE, 2000; WILLIAMS; MILLER, 2001).  

Dentre os sistemas de alta afinidade, um deles é fortemente induzido pela 

presença de NO3
- no meio externo, sendo conhecido como iHATS (do inglês, Inducible High-

Affinity Transport System), enquanto o outro é constitutivamente expresso, sendo denominado 

cHATS (do inglês, Constituive High-Affinity Transport System). Transportadores de NO3
- de 

alta afinidade são predominantemente encontrados na família NRT2, os quais compreendem 7 

genes em Arabidopsis thaliana  (OKAMOTO; VIDMAR; GLASS, 2003; ORSEL; KRAPP; 

DANIEL-VEDELE, 2002). Por sua vez, o sistema de absorção de NO3
- de baixa afinidade, 

conhecido como LATS (do inglês, Low-Affinity Transport System), é também 

constitutivamente expresso, apresentando cinética de absorção linear e não saturável 

(BRITTO; KRONZUCKER, 2005; KRAISER et al., 2011), sendo esses transportadores 

pertencentes à grande família NRT1, que também compreendem os transportadores de nitrito, 

peptídeos ou ácidos carboxílicos (FORDE, 2000; TSAY et al., 2007). 

Como mencionado anteriormente, a regulação do processo de influxo de NO3
- na 

membrana plasmática é realizada pelo próprio NO3
-. Este íon age como um sinal para induzir 

a síntese de proteínas envolvidas em sua própria aquisição (BRITTO; KRONZUCKER, 

2005). Dessa maneira, a regulação da absorção de NO3
- depende da expressão de genes que 

codificam os transportadores na membrana plasmática, tendo como sinalizador local o próprio 

NO3
- (FORDE, 2002). De maneira semelhante, o NO3

- exerce uma feedback positivo em seu 

carregamento no xilema através de canais dependentes de voltagem (MILLER; CRAMER, 
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2004). A entrada do NO3
- no xilema é provavelmente mediada por canais de ânions (X-IRAC, 

X-QUAC) (KOHLER; RASCHKE, 2000), os quais foram bem caracterizados em cevada 

(KOHLER et al., 2002). Altas concentrações de NO3
- podem ser encontradas na seiva do 

xilema, especialmente em plantas que transportam a maior parte deste íon absorvido para a 

parte aérea, onde ocorrerá sua redução (MILLER; CRAMER, 2004). Além da regulação 

exercida pelo NO3
-, o transporte desse íon para a parte aérea, via xilema, é altamente 

dependente da taxa de transpiração (MILLER; CRAMER, 2004; ARAGÃO et al., 2010).  

No interior das células das raízes, o NO3
- pode seguir quatro diferentes rotas: (a) 

ser reduzido a NH4
+, o qual, por sua vez, é posteriormente assimilado em compostos 

orgânicos; (b) sofrer efluxo para o apoplasto, através da membrana plasmática; (c) sofrer 

influxo para o vacúolo, através do tonoplasto; ou (d) ser transportado para a parte aérea, via 

xilema, para ser assimilado nas folhas, uma vez que somente parte do NO3
- absorvido é 

assimilado nesse órgão (CRAWFORD; GLASS, 1998; FORDE, 2000; TAIZ; ZEIGER, 

2013).  

 

2.4 Absorção e transporte de NH4
+ nas plantas 

 

Assim como para o NO3
-, a absorção do NH4

+ presente na solução do solo se dá 

através da membrana plasmática de células da epiderme e do córtex da região apical da raiz 

(TAIZ; ZEIGER, 2013). A absorção de NH4
+ pelas raízes envolve transportadores de alta 

afinidade da família AMT (do inglês, Ammonium Transporter), os quais mais provavelmente 

funcionem como uniporte ou simporte com o H+, sendo o NH4
+ transportado através de um 

gradiente de potencial eletroquímico (GAZZARINI et al., 1999; LUDEWIG et al., 2003; 

NACRY; BOUGUYON; GOJON, 2013; XU; FAN; MILLER, 2012;). A família AMT foi 

estudada em várias species, tais como, A. thaliana (LUDEWIG et al., 2001), tomate 

(LAUTER et al., 1996), arroz (KUMAR et al., 2003), Lotus japonicus (D’APUZZO et al., 

2004) e Citrus sinensis (CAMANES et al., 2007). Além disso, há evidências de que o NH4
+ 

também possa ser absorvido através de canais de K+, e esta pode ser uma importante rota para 

a entrada de NH4
+ nas células das raízes (MILLER; CRAMER, 2004; WHITE, 1996).  

Ainda não está claro se o NH4
+ per se também tem uma ação de sinalização, 

semelhante ao NO3
-, que induz seus próprios sistemas de transportes (AMTs). De acordo com 

Mack e Tischner (1994), a absorção radicular de NH4
+ foi estimulada transitoriamente após a 

reintrodução de NH4
+, depois um período de baixo fornecimento de N. No entanto, na maioria 

das espécies de plantas investigadas até o momento, a expressão dos genes AMT é reprimida 
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em vez de induzida pelo NH4
+ (BRITTO; KRONZUCKER, 2005; LAUTER et al., 1996; 

VON WIREN et al., 2000;). Como exceção a essa tendência geral, além do trabalho de Mack 

e Tischner (1994), referido anteriormente, pode-se também citar o de Sonoda et al. (2003). 

Por outro lado, o NH4
+ parece ter fortes efeitos sobre a expressão e/ou a atividade dos 

sistemas de transporte de NO3
- na raiz, desempenhando, assim, um papel-chave na regulação 

global da aquisição de N pela planta (NACRY; BOUGUYON; GOJON, 2013). 

Antigamente, acreditava-se que o NH4
+ absorvido ou gerado nas raízes era 

inteiramente assimilado nesse órgão e não era translocado para a parte aérea (TOBIN; 

YAMAYA, 2001). Contudo, Schjoerring et al. (2002) demostraram que a translocação de 

NH4
+ no xilema de fato ocorre. Esses autores observaram concentrações de NH4

+ de até 1 mM 

na seiva xilemática de plantas de canola e tomate cultivadas com NO3
- como única fonte de N. 

Quando o NO3
- foi substituído por NH4

+ no cultivo dessas plantas, a concentração de NH4
+ no 

xilema aumentou com o aumento da concentração externa e com o tempo de exposição ao 

NH4
+. Entretanto, em plantas de arroz, o conteúdo de NH4

+ na seiva do xilema não diferiu 

significativamente com o aumento da proporção de NH4
+:NO3

- na solução nutritiva 

(HOLZSCHUH et al., 2011). O mecanismo para o carregamento do NH4
+ dentro do xilema 

ainda não é bem conhecido, no entanto pode ocorrer através de transportadores que, 

geralmente, são mais utilizados pelo K+ (MILLER; CRAMER, 2004). 

 

2.5 Assimilação do N 

 

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

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

+ 

(MARSCHNER, 1995). O íon NO3
- é reduzido pela reação sequencial da redutase do nitrato 

(NR), no citosol, e da redutase do nitrito (NiR), nos plastídios e/ou cloroplastos. O íon NH4
+ 

derivado da redução primária do NO3
-, bem como de outras vias metabólicas (absorção direta 

pelas raízes, fotorrespiração e catabolismo dos aminoácidos) é então convertido 

primeiramente a glutamina, pela enzima sintetase da glutamina (GS), e, em seguida, a 

glutamato, pela ação da enzima sintase do glutamato (Fd-GOGAT e NADH-GOGAT) 

(IRELAND; LEA, 1999). O íon NH4
+ pode também ser assimilado por uma via alternativa, 

através da reação reversível da enzima desidrogenase do glutamato (NADH-GDH), que 

sintetiza ou desamina o aminoácido glutamato, porém, essa via só ocorre em condições de 

excesso de NH4
+ (CORUZZI; LAST, 2000). A atividade das enzimas de assimilação do N 
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pode ser regulada em diferentes níveis; transcricional, traducional e pós-traducional 

(MILLER; CRAMER, 2004).  

O local em que ocorre a redução do NO3
- e a subsequente assimilação do NH4

+ 

(na raiz ou na parte aérea) varia entre as espécies, o estádio de desenvolvimento e as 

condições ambientais (MILLER; CRAMER, 2004). A importância da assimilação do N para a 

vida das plantas é comparável à assimilação do C na fotossíntese (MARSCHNER, 1995). 

 

2.5.1 Redução do NO3
-
 a NH4

+
 

 

A NR é a enzima que catalisa o primeiro passo da redução do NO3
- e está 

localizada no citosol (TISCHNER, 2000). A reação catalisada é a seguinte: 

NO3
- + NAD(P)H + H+  → NO2

- + NAD(P)+ + H2O 

Essa reação leva à produção de NO2
- e necessita de NADH/NADPH ou de ambos 

(no caso de isoforma biespecífica) como doador de elétrons (TISCHNER, 2000). A isoforma 

mais comum da NR é NADH-específica, no entanto, em tecidos não clorofilados, tal como a 

raiz, há outra isoforma, a qual pode utilizar tanto o NADH como o NADPH como doadores 

de elétrons (WILKINSON; CRAWFORD, 1993). A NR é um homodímero composto de duas 

subunidades idênticas de aproximadamente 100 kDa, cada uma contendo três grupos 

prostéticos: flavina adenina dinucleotídeo (FAD), heme-Fe e um complexo formado entre o 

molibdênio e uma molécula orgânica denomina pterina, o Mo-molibdopterina (Mo-MPT) 

(CAMPBELL, 1999).  

O mecanismo da NR envolve a passagem dos elétrons do NADH/NADPH para o 

NO3
- a partir do grupo carboxila terminal (C-terminal) da enzima até o grupo amino terminal 

(N-terminal). O sítio específico em que ocorre a redução do NO3
- corresponde ao complexo 

Mo-MPT (TAIZ; ZEIGER, 2013). Stöhr e Ullrich (2002) descreveram uma forma de NR que 

é encontrada na membrana plasmática e que pode gerar óxido nítrico (NO). 

O NO3
- induz a atividade da NR através do aumento da expressão de seus genes 

codificantes (REDINBAUGH; CAMPBELL, 1991). Essa indução é bastante rápida, 

ocorrendo em minutos e requerendo baixíssimas concentrações de NO3
- (menores que 10 µM) 

(CRAWFORD, 1995). Utilizando anticorpos específicos para a NR, Remmler e Campbell 

(1985) demonstraram que, em folhas de plantas de milho e cevada, a indução da atividade da 

NR por NO3
- envolveu o processo de síntese de novo. Adicionalmente, a expressão dos genes 

da NR (NIA) pode ser regulada pelos produtos finais do processo de assimilação do N (como 

os aminoácidos glutamina, glutamato e asparagina), através de feedback negativo (STITT et 
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al., 2002), bem como por baixos níveis de açúcares e outros assimilados, através de feedback 

positivo (NUSSAUME et al., 1995). 

Além da regulação a nível transcricional, a atividade da enzima NR pode ser 

modulada por fosforilação reversível de um resíduo de serina da proteína. Porém, foi 

demonstrado que a fosforilação per se não é suficiente para inativar a NR, sendo necessária 

uma proteína adicional, a NIP (do inglês Nitrate Reductase Inhibitor Protein), identificada 

como um dímero de proteínas 14-3-3 que, na presença de íons bivalentes, liga-se à NR 

previamente fosforilada, causando sua inibição completa (KAISER; HUBER, 2001). Algumas 

mudanças ambientais podem causar a desfosforilação da NR, sendo esta enzima ativada em 

condições de luz, anoxia, altas concentrações de CO2 e açúcares (DEBOUBA et al., 2006a; 

KAISER; BRENDLE-BEHNISCH, 1991; KAISER; FOSTER, 1989). Além disso, em raras 

ocasiões, a NR é induzida por NH4
+ ou ureia (GARNICA et al., 2010; MATRASZEK, 2008).  

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

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

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

+, de acordo com a seguinte reação geral: 

NO2
- + 6 Fdred + 8H+ → NH4

+ + 6 Fdox + 2H2O 

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

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

de elétrons das reações fotoquímicas da fotossíntese e, nos tecidos não-verdes, a Fdred é 

originada do NADPH gerado na via das pentoses-fosfato. A NiR consiste de um polipeptídeo 

monomérico com cerca de 60 a 63 kDa, contendo dois grupos prostéticos: um grupo ferro-

enxofre, Fe4S4, e um grupo heme especializado. Tais grupos agem em conjunto, ligando-se ao 

NO2
- e reduzindo-o a NH4

+. Existem diversas isoformas dessa enzima nas folhas e raízes, 

porém todas possuem a mesma estrutura geral (MARSCHNER, 1995; TAIZ; ZEIGER, 2013). 

O nitrato e a luz induzem a NiR, enquanto que os aminoácidos glutamina e asparagina a 

inibem, demonstrando, dessa maneira, que essa enzima e a NR são co-reguladas. Em tabaco, 

os níveis de mRNA das enzimas NR e NiR flutuaram em uma faixa de ritmo circadiano, com 

níveis máximos e mínimos de transcritos semelhantes (FAURE et al., 1991).  

 

2.5.2 Assimilação do NH4
+ 

 

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

toxicidade pela rápida conversão do NH4
+ em aminoácidos. A formação de aminoácidos, 
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amidas e compostos relacionados é a principal via de desintoxicação do excesso de íons NH4
+ 

(MARSCHNER, 1995).  

A assimilação do NH4
+ ocorre em diferentes locais nas plantas (folhas, raízes e 

nódulos radiculares), sendo as enzimas chave envolvidas em todos os casos a sintetase da 

glutamina (GS) e a sintase do glutamato (GOGAT).  

A GS cataliza a condensação, dependente de ATP, do NH4
+ com o glutamato para 

formar a glutamina, conforme a reação abaixo: 

Glutamato + NH4
+ + ATP → Glutamina + ADP + Pi 

A GS tem massa molecular de 350 kDa e é composta de oito subunidades 

aproximadamente idênticas. Essa enzima é muitas vezes encontrada como múltiplas 

isoenzimas, localizadas no citosol (GS1) e nos plastídios (GS2), as quais possuem papéis 

distintos (IRELAND; LEA, 1999). A GS1 citosólica desempenha um importante papel na 

assimilação primária do N nas raízes, e sua função é gerar glutamina para ser transportada 

pelo xilema. A GS2 cloroplastídica possui um papel crucial na reassimilação do NH4
+ 

liberado na fotorrespiração das plantas (WALLSGROVE et al., 1987). Os níveis de 

carboidratos e a luz alteram a expressão das isoformas dessa enzima presentes nos plastídios, 

mas apresentam pouco efeito nas formas citosólicas (TAIZ; ZEIGER, 2013). A forma 

citosólica da GS em folhas é regulada também pós-traducionalmente por fosforilação e 

interação com a proteína reguladora 14-3-3 (FINNEMANN; SCHJOERRING, 2000) 

A glutamina:oxoglutarato aminotransferase (GOGAT), ou sintase do glutamato, 

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

produzindo duas moléculas de glutamato (MILLER; CRAMER, 2004). As plantas possuem 

dois tipos de GOGAT: uma, utiliza o NADH como poder redutor (ver reação abaixo) e a outra 

utiliza a ferredoxina reduzida (LEA, 1999; TAIZ; ZEIGER, 2013). A reação catalisada pela 

GOGAT é a seguinte: 

Glutamina + α-cetoglutarato + NADH + H+ → 2 Glutamato + NAD+ 

A NADH-GOGAT está localizada nos plastídios de tecidos não-fotossintetizantes 

e está envolvida com a assimilação do NH4
+ absorvido da rizosfera (BOWSHER et al., 2007; 

TAIZ; ZEIGER, 2013). A GOGAT dependente de ferredoxina (Fd-GOGAT) é constituída por 

um único polipetídeo com massa molecular em torno de 140 a 165 kDa (LEA, 1999), sendo 

encontrada nos cloroplastos e sua função é assimilar o amônio produzido na fotorrespiração. 

Altos níveis de glutamina e luz estimulam a atividade da Fd-GOGAT (TAIZ; ZEIGER, 

2013). 
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Normalmente a raiz é o principal local da assimilação primária de NH4
+, sendo a 

GS1 e a NADH-GOGAT, as isoformas envolvidas nesse processo (ANDREWS et al., 2004; 

MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010; TABUCHI; ABIKO; YAMAYA, 2007). Contudo, 

uma significativa quantidade de NH4
+ pode ser detectada na seiva xilemática de plantas que 

crescem em condições de altas concentrações desse íon e, dessa maneira, a assimilação 

primária também pode ocorrer na parte aérea (SCHJOERRING et al., 2002).  

Uma vez que o NH4
+ foi assimilado pelo ciclo GS/GOGAT, o glutamato pode ser 

rapidamente convertido em outros aminoácidos pela ação das transaminases. Uma dessas 

enzimas é essencial para a formação de aspartato, a transaminase do glutamato oxaloacetato 

(GOT), na qual sua reação envolve a transaminação entre glutamato e oxaloacetato, 

produzindo aspartato e α-cetoglutarato (IRELAND; LEA, 1999). A asparagina é formada 

através da ação da enzima sintetase da asparagina (AS), a partir do aspartato e da glutamina, 

com hidrólise simutânea de ATP (TAIZ; ZEIGER, 2013). Nesse caso, a glutamina tem o 

papel de doador de N para formar o grupo amida. 

A assimilação do NH4
+ em aminoácidos requer uma grande quantidade de 

esqueletos carbônicos, que são produzidos em outras vias metabólicas, tais como a respiração 

e a fotossíntese (MOKHELE et al., 2012). Para minimizar os custos de carbono (C), a maior 

parte do N assimilado é transportado na forma de compostos ricos em N com altas relações 

N/C, tais como glutamina (2N/5C), asparagina (2N/4C), arginina (4N/3C), dentre outros 

(MARSCHNER, 1995). Em plantas de tomate, elevadas concentrações de HCO3
- na rizosfera 

aumentaram a incorporação de N em aminoácidos nas raízes, em consenquência da maior 

disponibilidade de esqueletos carbônicos anapleróticos nessas plantas (BIALCZYK et al., 

2005).  

 

2.6 Respostas das plantas a diferentes fontes de N e à salinidade 

 

Vários fatores estão envolvidos na preferência das plantas pelo suprimento de N 

(se NO3
- ou NH4

+), de modo a conferir maior crescimento e produção. Plantas adaptadas a 

solos ácidos e com baixo potencial redox, preferem o NH4
+, enquanto plantas que crescem 

melhor em solos com pH alto, preferem o NO3
- (MARSCHNER, 1995). A preferência da 

fonte de N em plantas superiores, entretanto, parece estar associada com a forma de 

nitrogênio inorgânico que prevalece em seu habitat natural. Dessa maneira, pode-se esperar 

que plantas que crescem em solos alagados, onde o NH4
+ é a forma de N inorgânico 

dominante, irão dar preferência a esta forma de N (BRIX; DYHR-JENSEN; LORENZEN, 



30 
 

2002). Como os íons NO3
- e NH4

+ compreendem cerca de 80% dos cátions e ânions 

absorvidos pelas plantas, a forma de suprimento de N tem um grande impacto na absorção de 

outros ânions e cátions, na regulação do pH celular e do pH da rizosfera (MARSCHNER, 

1995). 

Ambas as formas de N (NO3
- ou NH4

+) exercem vários efeitos no metabolismo e 

no crescimento das plantas (FORDE, 2002; SCHEIBLE et al., 1997). O crescimento das 

plantas foi favorecido quando cultivadas com NO3
-, sendo observado um estímulo no 

crescimento da parte aérea e um atraso na senescência (SCHEIBLE et al., 1997). Contudo, o 

efeito negativo apontado para fonte nítrica fornecida isoladamente sobre o desenvolvimento 

da planta tem relação com o consumo de ATP, pois a energia requerida para a assimilação de 

um íon NO3
- é de 20 moléculas de ATP, enquanto que a assimilação de um íon NH4

+ requer 

somente 5 moléculas de ATP (KANT et al., 2007). 

Em contraste ao NO3
-, poucas espécies se desenvolvem bem quando o NH4

+ é 

fornecido como única ou predominante fonte de N, mesmo com menor requerimento de 

energia para sua assimilação (BRITTO et al., 2001). Dessa maneira, o NH4
+ é considerado um 

nutriente “paradoxal”, pois, embora ele seja uma importante fonte de N e intermediário de 

diversas reações metabólicas, ele causa sintomas de toxicidade em muitas plantas quando 

cultivadas em NH4
+ como fonte exclusiva de N (FRECHILLA et al., 2001; GERENDÁS et 

al., 1997; HOLZSCHUH et al., 2011). Li et al. (2012), listaram alguns mecanismos que 

explicam a toxicidade do NH4
+, os quais incluem: distúrbios no pH intracelular, 

desacoplamento da fotofosforilação, aumento do consumo de esqueletos de C nas raízes e 

ciclagem fútil transmembranar de NH4
+ com intenso gasto de energia. Esse último se refere a 

um elevado gasto energético necessário para bombear o excesso de NH4
+ para fora da célula 

(BRITTO et al., 2001).  

A mudança no pH citosólico, associada à toxicidade do NH4
+, ocorre devido a 

liberação de H+ a partir do NH4
+ durante a sua assimilação em aminoácidos (MILLER; 

CRAMER, 2004).  Além desses, outro sintoma de toxidez é o desequilíbrio iônico, no qual 

ocorre a redução da concentração de cátions essenciais (Ca2+, K+ e Mg2+) e aumento da 

concentração de ânions orgânicos (ácido carboxílico) e inorgânicos (Cl-, SO4
2- e PO4

2-) (AL-

MUTAWA; EL-KATONY, 2001; BRITTO; KRONZUCKER, 2002; MILLER; CRAMER, 

2004). Em adição, o NH4
+ inibe não só a absorção de K+, como também seu acúmulo e 

redistribuição (BALKOS; BRITTO; KRONZUCKER 2010; SHAVIV et al., 1990; TEN 

HOOPEN et al., 2010). Dessa maneira, parece razoável que plantas nutridas com NH4
+ 

necessitem mais de K+ do que aquelas nutridas com NO3
-.  



31 
 

Embora a absorção de muitos cátions seja reduzida sob nutrição de NH4
+, a 

absorção desse íon é tão alta que geralmente plantas cultivadas com NH4
+ acumulam um 

excesso de cátions em relação aos ânions (BRITTO; KRONZUCKER, 2002). Como 

consequência dessa alta absorção do NH4
+, a rizosfera acidifica-se, já que para manter o 

balanço de cargas dentro da planta, ocorre um efluxo de prótons, a fim de restabelecer o 

potencial elétrico negativo da membrana plasmática. Em contrapartida, plantas crescendo na 

presença de NO3
- promovem a alcalinização do meio, provavelmente em resposta da troca 

eletroneutra deste ânion por íons hidroxila (BRITTO; KRONZUCKER, 2002). 

Adicionalmente, plantas nutridas com NH4
+ apresentam redução drástica no 

crescimento, clorose nas folhas, maiores relações parte aérea:raiz e maiores taxas respiratórias 

(ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013; BRITTO; KRONZUCKER, 2002). Também, em geral, 

apresentam menores taxas transpiratórias, menor eficiência no uso da água (ZHANG et al., 

2010) e menor eficiência no uso do nitrogênio (EUN) (ANDREWS; RAVEN; LEA, 2013). 

Outro fator comum a essas plantas é o maior acúmulo de aminoácidos em comparação às 

plantas nutridas com NO3
-, porém esse acúmulo não pode ser diretamente relacionado com 

um sintoma de toxidez, já que isso foi observado mesmo quando o NH4
+ não reduziu o 

crescimento (BRITTO; KRONZUCKER, 2002; MAHMOOD; KAISER, 2003; MIRANDA et 

al., 2013).  

No entanto, os sintomas de toxicidade do NH4
+ podem ser aliviados pela nutrição 

combinada com o NO3
-. Além disso, a nutrição combinada pode induzir uma resposta 

sinérgica de crescimento que pode ultrapassar as taxas de crescimento máximas encontradas 

quando as plantas são nutridas com uma fonte única de N (NO3
- ou NH4

+) (BRITTO; 

KRONZUCKER, 2002; GUO; ZU; TANG, 2012; HOLZSCHUH et al., 2011; KANT et al., 

2007). 

Uma fertilização nitrogenada adequada não somente promove o crescimento das 

plantas, como também pode reduzir os efeitos da salinidade (FLORES et al., 2001). Alguns 

autores verificaram que um maior suprimento de N pode reduzir os efeitos deletérios do 

estresse salino (GRATTAN; GRIEVE, 1999; TABATABAEI, 2006).  

As respostas do crescimento, da absorção de íons e das enzimas de assimilação do 

N à fertilização nitrogenada, sob condições salinas e não salinas, variam de acordo com a 

fonte de N (NO3
- ou NH4

+) e dependem também da espécie vegetal (GUO; ZU; TANG, 2012; 

KANT et al., 2007; TANG et al., 2011). Plantas de ervilhas foram mais tolerantes à 

salinidade quando foram nutridas com NO3
- como única fonte de N (FIGUEIRA; 

CALDEIRA, 2005). Contudo, várias glicófitas apresentaram maior sensibilidade aos sais 
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somente quando o NH4
+ estava presente no meio de cultivo (AL-MUTAWA; EL-KATONY, 

2001; FEIJÃO, 2009; FRECHILLA et al., 2001), ao passo que a halófita S. alterniflora 

apresentou melhor crescimento em condições de alta salinidade quando foram nutridas com 

NH4
+ (HESSINI et al., 2013). Entretanto, nenhum efeito da forma de N foi observado na 

tolerância de plantas de soja e Leptochloa fusca ao estresse salino (BOURGEAIS-

CHAILLOU; PEREZ-ALFOCEA; GUERRIER, 1992). Em adição a esses dados, o efeito 

sinérgico no crescimento observado quando as plantas são nutrição com a mistura NO3
-/NH4

+ 

é mais pronunciado quando as plantas estão sob condições de estresse (KANT et al., 2007; 

REDDY; APTE; THOMAS, 1989; TANG et al., 2011).   

No que concerne às relações iônicas, plantas de trigo, nutridas com NH4
+, foram 

mais sensíveis aos sais, quando comparadas com as nutridas com NO3
-, devido à inibição da 

absorção de K+ e Ca2+. Além disso, não foi observada uma competição entre os íons Na+ e 

NH4
+, havendo uma promoção da absorção de Na+ nas plantas nutridas com NH4

+, 

particularmente em condições de estresse salino (AL-MUTAWA; EL-KATONY, 2001). 

Contudo, em cevada, foi observado um maior decréscimo no conteúdo de Na+ nas diversas 

partes das plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+, em comparação com as nutridas com 

somente NO3
-. Entretanto, esse decréscimo no acúmulo de Na+ foi apenas ligeiramente 

relacionado com a redução dos efeitos deletérios da salinidade encontrada nesse regime de N 

(KANT et al., 2007). 

A toxicidade encontrada em algumas plantas nutridas com NH4
+ pode estar 

indiretamente relacionada a uma deficiência de K+ que surge a partir da competição entre os 

íons K+ e NH4
+ pelos mesmos sítios de absorção na membrana plasmática das raízes 

(SHAVIV et al., 1990). Em plantas de ervilha, trigo e azevém, a concentração de K+ foi 

reduzida em plantas nutridas com NH4
+, tanto em condições controle como de salinidade 

(FRECHILLA et al.,2001; IRSHAD et al., 2002; KANT et al., 2007).  

Sob condições de salinidade, o NH4
+ estimula o influxo de Cl-, aumentando a 

toxicidade associada com o acúmulo deste íon (FIGUEIRA; CALDEIRA, 2005). Em 

Leptochoa fusca, sob condições de salinidade, as plantas nutridas com NH4
+ absorveram mais 

Cl- do que as nutridas com NO3
- (MAHMOOD; KAISER, 2003). Em ervilha, os teores de Cl- 

também foram maiores nas plantas nutridas com NH4
+, porém esses teores foram menos 

afetados pela salinidade quando comparados com os das plantas nutridas com NO3
- 

(FIGUEIRA; CALDEIRA, 2005; FRECHILLA et al., 2001). Em contraste, em plantas 

nutridas com NO3
-, a absorção e o acúmulo de Cl- são frequentemente inibidos pelo NO3

-, não 

somente devido a seu efeito no pH, mas também pela competição entre o NO3
- e o Cl- que 
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parece ser decisiva para a menor absorção e transporte de Cl- em condições de salinidade 

(ARAGÃO et al., 2010; BARHOUMI et al., 2010; FEIJÃO et al., 2013; FIGUEIRA; 

CALDEIRA, 2005; MAHMOOD; KAISER, 2003). 

Em condições de salinidade, a nutrição de NO3
- como única fonte de N pode 

resultar em uma menor absorção e disponibilidade de N (GHANEM et al., 2011). Quando 

ambos, NO3
- e NH4

+, são fornecidos, a homeostase no pH pode ser alcançada através de taxas 

similares de produção de H+ (assimilação de NH4
+) e consumo de H+ (assimilação de NO3

-) e, 

assim, reduzindo o requerimento de energia. Isto pode explicar, pelo menos em parte, o 

melhor crescimento observado na maioria das plantas sob nutrição combinada de N 

(FIGUEIRA; CALDEIRA, 2005; GRATTAN; GRIEVE, 1994). 

Plantas cultivadas em soluções contendo NH4
+ tem uma maior quantidade de 

compostos nitrogenados (N-aminossolúveis, aminoácidos e proteínas) em comparação com as 

nutridas com NO3
-, como única fonte de N (GUO; ZU; TANG, 2012). Diversas funções são 

propostas para estes compostos em condições de salinidade, das quais podemos destacar: 

ajustamento osmótico, proteção de macromoléculas, fonte de N, esqueletos de C e energia, 

manutenção do pH celular e atenuação dos efeitos do estresse oxidativo (PARIDA; DAS, 

2005).  

A assimilação do NO3
-, de fato, requer mais energia do que a do NH4

+, haja vista 

que o NO3
- deve ser reduzido a NH4

+, para somente então ser incorporado em compostos 

orgânicos. Nesse sentido, Kant et al. (2007) sugeriram que a economia de energia para a 

assimilação de N quando utiliza-se a mistura NO3
-/NH4

+ pode reservar mais recursos 

energéticos para serem utilizados nos mecanismos de tolerância ao estresse salino. Contudo, 

Zerihum, McKenzie e Morton (1998) demonstraram que o custo energético para a assimilação 

do NO3
- não é substancialmente maior que aquela para o NH4

+, visto que o NO3
- pode 

contribuir para o potencial osmótico, enquanto que o NH4
+ leva ao efluxo de H+ no meio, 

sendo preciso haver, dessa forma, a regulação do pH intracelular.  

Os efeitos deletérios da salinidade sobre o metabolismo do N podem ser 

atribuídos ao decréscimo da absorção de N, decréscimo das atividades das enzimas envolvidas 

no metabolismo do N, alteração na síntese de aminoácidos e aumento na atividade de enzimas 

hidrolíticas, tais como RNase, DNase, protease, dentre outras, levando à degradação de 

macromoléculas (ABD-EL BAKI et al., 2000; GRATTAN; GRIEVE, 1994; NATHAWAT et 

al., 2005; NGUYEN et al., 2005). Entretanto, o efeito da salinidade no metabolismo do N 

depende da fonte de N (EHLTING et al., 2007; NATHAWAT et al., 2005). Maiores 

atividades da NR e da NiR são observadas em plantas cultivadas na presença de NO3
-, tanto 
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em condições controle como de salinidade, pois esse íon induz a atividade dessas enzimas 

pelo aumento na expressão de seus genes (EHLTING et al., 2007; NASRAOUI-HAJAJIA et 

al., 2011; NATHAWAT et al., 2005). Em plantas de C. roseus, a salinidade inibiu a atividade 

da GS nas folhas e a possível razão é que uma boa parte do glutamato tenha sido convertida 

em prolina ou arginina para o ajustamento osmótico. De maneira contrária, nas raízes dessas 

plantas, a atividade da GS foi ativada pela salinidade e/ou nutrição com NH4
+ (TANG et al., 

2011). Bourgeais-Chaillou, Perez-Allfocea e Guerrier (1992) encontraram maiores atividades 

da GS, da GOGAT e da GDH nas plantas nutridas com NH4
+ e com a mistura NO3

-/NH4
+ do 

que nas nutridas apenas com NO3
-, tanto em condições controle, como de salinidade. Este fato 

trouxe consequências para o ajustamento osmótico, pois o aumento da GS levou a uma maior 

formação de glutamina e à biossíntese de outros solutos orgânicos, enquanto o aumento da 

GDH proveu glutamato e/ou α-cetoglutarato para a síntese de clorofila e de aminoácidos 

(principalmente prolina). 

 

2.7 O Girassol 

 

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma planta da família Asteraceae, sendo 

originária da América do Norte, mais precisamente do México, e atualmente é cultivada em 

todos os continentes (FARIAS et al., 2002). Apresenta grande adaptação a diferentes 

condições ambientais, ocupando diversos habitats, como regiões tropicais, subtropicais e 

temperadas (CASTRO; FARIAS, 2005; LEITE; BRIGHENTI; CASTRO, 2005). Possui ciclo 

vegetativo relativamente curto, variando entre 90 e 130 dias e o florescimento ocorre, em 

média, 60 dias após a semeadura (LEITE; BRIGHENTI; CASTRO, 2005). Devido à 

etimologia da palavra e a sua intrigante rotação sempre voltada para o sol (heliotropismo), o 

girassol também é conhecido como “flor do sol”.   

A cultura do girassol se apresenta como a quinta oleaginosa em produção de 

matéria-prima no mundo, ficando atrás somente das culturas de soja, canola, algodão e 

amendoim. É também considerada a quarta oleaginosa em produção de farelo, vindo depois 

da soja, canola e algodão e a terceira em produção mundial de óleo, depois, apenas da soja e 

da canola (GAZOLLA et al., 2012). Atualmente, a Rússia é o maior produtor seguido da 

Ucrânia e da Argentina. O Brasil, apesar do enorme potencial, ocupa apenas a 27ª posição 

(FAO, 2011), sendo os maiores produtores os estados de Mato Grosso, Minas Gerais e Goiás, 

que juntos concentram quase 80% do total produzido no país (CONAB, 2013). 
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A importância da cultura do girassol tem aumentado no cenário agrícola nacional 

e internacional, por ser uma planta de múltiplos usos e da qual quase tudo se aproveita. Essa 

cultura pode ser usada como matéria-prima para silagem e forragem, adubação verde e 

ornamentação (UNGARO et al., 2009). Em adição, pode ainda se apresentar como mais uma 

opção nos sistemas de rotação e sucessão de culturas, como reciclador de nutrientes e com 

potencial alelopático às plantas invasoras, melhorando as características físicas do solo 

(UNGARO, 2000). Além disso, suas sementes podem ser utilizadas para fabricação de ração 

animal e extração de óleo de alta qualidade para consumo humano ou como matéria-prima 

para a produção de biodiesel (PORTO; CARVALHO; PINTO, 2007). O óleo de girassol 

destaca-se entre os demais óleos por suas excelentes características físico-químicas e 

nutricionais. Possui alta relação de ácidos graxos poliinsaturados (65,3%) e saturados 

(11,6%), sendo que o teor de poliinsaturados é constituído, em grande parte, pelo ácido 

linoléico (65%). Por essas características, é um dos óleos vegetais de melhor qualidade 

nutricional e organoléptica do mundo (CASTRO et al., 1997). Além disso, a massa resultante 

da extração do óleo rende uma torta altamente proteica, a qual é usada na produção de ração e 

silagem para alimentação animal. Em adição, o cultivo desta planta ainda pode estar associado 

à apicultura, o que permite uma produção de 30 a 40 kg de mel por hectare (LEITE; 

BRIGHENTI; CASTRO, 2005). 

Além de maior tolerância à seca, frio e calor, o girassol foi classificado como 

espécie moderadamente tolerante à salinidade, quando comparada com outras culturas 

(KATERJI et al., 2000; LEITE; BRIGHENTI; CASTRO, 2005). Contudo, os efeitos da 

salinidade nessa espécie variam com o genótipo e o estádio de desenvolvimento, bem como 

com a duração e a intensidade do estresse (ASHRAF, 1999; AZEVEDO NETO et al., 2011; 

CAMPOS et al., 2010; JABEEN; AHMAD, 2013; NOBRE et al., 2011). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material vegetal e condições de cultivo 

 

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetação e as análises 

fisiológicas e bioquímicas foram realizadas no Laboratório de Fisiologia Vegetal, do 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular, do Centro de Ciências da Universidade 

Federal do Ceará. Sementes de girassol (Helianthus annuus L.), variedade Catissol, foram 

selecionadas e, em seguida, desinfestadas durante 5 minutos com hipoclorito de sódio a 0,7%. 

Depois disso, as sementes foram exaustivamente lavadas com água destilada, para a retirada 

do hipoclorito, e, por fim, foram semeadas em copos plásticos descartáveis (200 mL), 

contendo vermiculita umedecida com água destilada.  

Decorridos oito dias da semeadura, as plântulas, após serem selecionadas com 

base no critério de uniformidade, foram transferidas para bandejas contendo 10 L de solução 

nutritiva de Hoagland modificada (diluída 1:2), contendo como fonte de N apenas NO3
-, a 

mistura NO3
-/NH4

+, na proporção 3:1, ou apenas NH4
+; em todos os casos, a concentração 

final de N foi igual a 6 mM (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Composição dos macronutrientes nas soluções nutritivas para os diferentes tratamentos de N. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Após seis dias nas condições acima, as plantas foram novamente selecionadas 

com base na uniformidade e transferidas para baldes (duas plantas/balde) contendo 6 L da 

respectiva solução de cultivo. Nesse mesmo dia, foi iniciada a adição de NaCl, que foi 

realizada em parcelas de 25 mM por dia, até se atingir a concentração final de 75 mM. 

Diariamente o volume da solução foi completado com água destilada e o seu pH, mantido 

Sais 
Concentração de NO3

-/ NH4
+ (mM) 

6/0 4,5/1,5 0/6 

KNO3 2,0 1,0 — 
Ca(NO3)2 2,0 1,0 — 
NO3NH4 — 1,5 — 

KCl — 1,0 — 
(NH4)2SO4 — — 2,0 

K2SO4 — — 1,0 
KH2PO4 1,0 1,0 1,0 
MgSO4 0,5 0,5 0,5 
CaCl2 — 1,0 2,0 
NH4Cl — — 2,0 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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entre 5,0 e 6,0, pela adição de NaOH ou HCl a 1 N; cada solução foi trocada por uma nova a 

cada cinco dias. Durante o período experimental, as medidas de temperatura e de umidade 

relativa do ar no interior da casa de vegetação foram registradas diariamente com um 

termohigrógrafo, sendo observados os valores médios de 28,5 ± 0,63 °C e 75,5 ± 1,98%, 

respectivamente. 

 

3.2 Coleta e análise de crescimento 

 

As coletas foram realizadas aos 7 e aos 14 dias do final da adição de sal, sempre 

entre 10 h e 12 h, ocasião em que as plantas foram divididas em folhas, caules e raízes, e se 

determinou a área foliar (LI 3100, Area Meter, Li-Cor., In. Lincoln, Nebraska, USA). O 

primeiro par de folhas mais jovens completamente expandidas, a partir do ápice, e o terço 

distal das raízes foram retirados de cada uma das duas plantas de cada balde e foram 

congelados imediatamente em nitrogênio líquido, sendo armazenados a -80 °C até posterior 

utilização. O restante do material coletado foi, então, congelado a -20 °C e, em seguida, 

liofilizado. Após esse processo de secagem,  foram determinadas as massas secas das folhas, 

caules e raízes. O material liofilizado foi pulverizado com nitrogênio líquido e o pó obtido foi 

armazenado em frascos de vidro a -20 °C até sua utilização nas análises bioquímicas. 

 

3.3 Trocas gasosas  

 

As medidas de fotossíntese líquida (A), transpiração (E), condutância estomática 

(gs) e concentração interna de CO2 (Ci) foram realizadas no período da manhã (entre 9 e 11 

h), utilizando-se, para isso, um analisador de gás no infravermelho (IRGA, mod. LI-6400XT, 

LI-COR Biosciences Inc., Lincoln, Nebraska, USA), acoplado a uma fonte de radiação 

artificial (LED 6400-02) com intensidade ajustada a 1.200 μmol m-1 s-1.  As determinações 

foram feitas no primeiro par de folhas completamente expandidas, a partir do ápice. De posse 

desses dados, foram mensuradas a eficiência no uso de água (EUA), por meio da razão entre 

A e E, e a eficiência instantânea de carboxilação, através da razão entre A e Ci. 

 

3.4 Determinação de pigmentos fotossintéticos  

  

Os teores das clorofilas a e b, das clorofilas totais e dos carotenóides foram 

determinados através do método descrito por Wellburn (1994). Três discos medindo 1,0 cm 
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de diâmetro foram retirados do primeiro par de folhas completamente expandidas e colocados 

em tubos de ensaio contendo 2 mL de uma solução de dimetilsulfóxido (DMSO) saturada 

com CaCO3, os quais foram previamente revestidos com papel alumínio e permaneceram 

tampados durante toda a análise. Em seguida, as amostras foram incubadas a 65 °C, em 

banho-maria, por 30 min. Decorrido esse tempo, e após terem atingindo a temperatura 

ambiente, os discos foliares foram reservados e o extrato de pigmentos foi utilizado para a 

determinação da absorbância a 665, 649 e 480 nm. Por fim, os discos foliares foram lavados, 

para a retirada do excesso de solução, e secos a 60 °C, por 48 h, em estufa,  para a obtenção 

de sua massa seca. Os teores de clorofila a (Ca), clorofila b (Cb), clorofila total (Ct) e 

carotenoides foram calculados com base nas seguintes equações:  

Ca = (12,47 × A665) - (3,62 × A649); 

Cb =  (25,06 × A649) - (6,5 × A665); 

Ct = (7,15 × A665) + (18,71 × A649); 

Carotenoides = (1000 × A480 - 1,29 × Ca - 53,78 × Cb)/220, 

em que A representa a absorbância em um respectivo comprimento de onda, sendo  expressos 

em mg g-1 MS. 

 

3.5 Determinação de antocianinas 

 

Para a determinação de antocianinas, foram utilizados dez discos foliares com 1,0 

cm de diâmetro (aproximadamente 150 mg), os quais foram retirados do par mais jovem de 

folhas completamente expandidas. Esses discos foram colocados em tubos de ensaio contendo 

5 mL de uma mistura composta por solução de HCl a 3 M, água desionizada e metanol 

absoluto, na proporção de 1:3:16 (v:v:v). Em seguida, os tubos foram mantidos sob agitação 

constante e suave, a 4 °C, no escuro, por 48 h. Após esse período, as amostras foram 

centrifugadas a 3000 × g, por 10 min, a 4 °C, e o sobrenadante obtido foi utilizado para a 

determinação da absorbância a 530 e 653 nm. Os teores de antocianinas foram obtidos através 

da seguinte equação, proposta por Murray e Hackett (1991): 

Teores de antocianinas = A530 – (0,24 × A653), 

em que A representa a absorbância em um respectivo comprimento de onda, sendo expressos 

em mmol g-1 MF. 
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3.6 Mensuração dos danos oxidativos 

 

3.6.1 Vazamento de eletrólitos 

 

O grau de integridade das membranas foi estimado pelo vazamento de eletrólitos 

(VE), como descrito por Singh et al. (2007). Amostras de folhas (discos com 0,5 cm de 

diâmetro) e de raízes (cerca de 100 mg do terço distal) foram colocadas em tubos de ensaio 

contendo 10 mL de água desionizada e mantidas em repouso, à temperatura ambiente, por 2 h. 

Decorrido esse tempo, a condutividade elétrica inicial (C1) do extrato foi medida, utilizando-

se um condutivímetro, e ao término desse processo, os tubos contendo as amostras foram 

aquecidas a  95 °C, por 30 min, em banho-maria. Após alcançarem a temperatura ambiente, a 

condutividade elétrica do extrato (C2) foi novamente medida. O VE foi estimado através da 

seguinte equação: VE (%) = (C1/C2) × 100. 

 

3.6.2 Determinação da peroxidação dos lipídios 

 

A peroxidação dos lipídios foi inferida através da quantificação dos teores de 

malondialdeído (MDA), um produto dessa reação, como descrito previamente por Buege e 

Aust (1978). Amostras congeladas de folhas ou raízes (300 mg) foram pulverizadas com 

nitrogênio líquido, e, em seguida, homogeneizadas com 3 mL de ácido tricloroacético (TCA) 

a 5% (m/v), a 4 °C. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 12.000 × g, por 20 min, 

a 4 °C, e o sobrenadante obtido, imediatamente utilizado na análise. Em tubos de ensaio, 

foram adicionados volumes iguais de extrato e de uma solução de ácido tiobarbitúrico a 0,5% 

(m/v), preparada em TCA a 20% (m/v). Logo após, a mistura foi aquecida a 95 °C, durante 30 

min, em banho-maria, e, após esse tempo, resfriada rapidamente em banho de gelo. Em 

seguida, a mistura foi centrifugada a 3.000 × g, por 10 min, e o sobrenadante obtido, utilizado 

para a determinação da absorbância a 535 nm (específica) e a 600 nm (não específica). Os 

teores de MDA foram estimados após a subtração entre essas duas leituras de absorbância e 

utilizando o seu coeficiente de extinção molar (ε = 0,155 M-1 cm-1), sendo expressos em nmol 

g-1 MF. 
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3.7 Determinação dos teores de íons inorgânicos 

 

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

+ foram determinados nas diferentes partes 

das plantas. Os extratos brutos foram preparados como descrito por Rinne et al. (2012), com 

pequenas modificações. Em tubos de ensaio, foram adicionados 50 mg do pó liofilizado de 

folhas, colmos ou raízes e 5 mL de água desionizada. As amostras foram então agitadas 

vigorosamente e incubadas a 85 °C, por 30 min, em banho-maria. Ao final desse período, as 

amostras foram novamente agitadas e deixadas em repouso por 30 min, sendo, em seguida, 

centrifugadas a 4.000 × g, por 20 min, à temperatura ambiente. Por fim, o sobrenadante 

(extrato) foi coletado, filtrado em papel de filtro e armazenado em frascos de vidro a -20 °C, 

até sua utilização. 

Os teores de Na+ e de K+ foram determinados por fotometria de chama 

(MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1989). Os teores de Cl- foram determinados segundo o 

método de Gaines, Parker e Gascho (1984). Para isso, em tubos de ensaio, foram adicionados 

1,5 mL do extrato convenientemente diluído e 0,25 mL da mistura de reação, composta por 

soluções de Hg(SCN)2 a 13,2 mM (preparada em metanol absoluto) e Fe(NO3)3.9H2O a 

20,2% (preparada em água desionizada), na proporção 4:1. Os tubos foram agitados 

vigorosamente e mantidos em repouso por 15 min, e, após esse tempo, procedeu-se à leitura 

de absorbância a 460 nm. Os teores de Cl- foram estimados com base em uma curva padrão 

ajustada a partir de concentrações crescentes de NaCl.  

Os teores de NO3
- foram determinados através do método do ácido salicílico 

(CATALDO et al., 1975). A 100 µL do extrato convenientemente diluído, foram adicionados 

200 µL de ácido salicílico a 5%, preparado em ácido sulfúrico concentrado. Depois de 20 min 

em repouso, foram adicionados 4,7 mL de NaOH a 2 M, seguido por agitação vigorosa, e 

após atingirem a temperatura ambiente, procedeu-se à leitura de absorbância a 410 nm. Os 

teores de NO3
- foram estimados com base em uma curva padrão ajustada a partir de 

concentrações crescentes de KNO3. 

Os teores de NH4
+ livre foram determinados pelo método do fenolato-hipoclorito 

(WEATHERBURN, 1967). A 400 µL do extrato convenientemente diluído, foram 

adicionados 2,5 mL de solução de fenol a 5%, contendo nitroprussiato de sódio a 0,005%, e 

2,5 mL de solução de NaOH a 0,5%, contendo hipoclorito de sódio a 0,06%. Após a adição de 

cada solução, os tubos foram agitados vigorosamente e, ao final, foram incubados a 37 °C, 

por 20 min, em banho-maria. Após esse tempo, procedeu-se à leitura de absorbância a 625 
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nm. Os teores de NH4
+ foram estimados com base em uma curva padrão ajustada a partir de 

concentrações crescentes de (NH4)2SO4. 

Os teores dos íons foram expressos em μmol g-1 MS e representam a média de 

quatro repetições. De posse dos teores de cada íon inorgânico, foram calculadas as eficiências 

de absorção (EA) (SWIADER; CHYAN; FREIJI, 1994) e de transporte (ET) (LI; 

McKEAND; ALLEN, 1991), como se segue: EA = [conteúdo do íon na planta 

(µmol)]/[massa seca das raízes (g)] e ET = [conteúdo do íon na parte aérea (µmol)]/[conteúdo 

do íon na planta (µmol)]. 

 

3.8 Determinação dos íons na seiva do xilema 

 

A coleta da seiva do xilema foi realizada no período da manhã (entre 10 e 12 h), 

de acordo com Shabala et al. (2010). Com o auxílio de um estilete, foi feito um corte em bisel 

no caule, a 3 cm do colo, separando-se a parte aérea das raízes. A raiz foi então acondicionada 

em uma câmara de pressão tipo Scholander, mantendo-se a extremidade cortada do caule para 

fora. Em seguida, nitrogênio gasoso foi lentamente introduzido na câmara até atingir a pressão 

necessária (0,5 a 1 MPa) para a exsudação da seiva, a qual foi coletada imediatamente com o 

auxílio de uma micropipeta. Os exsudatos foram armazenados em microtubos, congelados 

imediatamente em nitrogênio líquido e mantidos a -20 °C até sua utilização. Na seiva do 

xilema, determinaram-se as concentrações de NO3
- e NH4

+, como descrito no item 2.7, sendo 

expressos em μmol mL-1. 

 

3.9 Determinação de N-aminossolúveis 

 

Para a obtenção dos extratos, amostras de 25 mg do pó liofilizado de folhas, 

caules e raízes foram homogeneizados com 2,5 mL de etanol a 80%. Em seguida, o 

homogeneizado foi mantido a 75 °C, por 1 h, em banho-maria, sendo agitado a cada 15 min. 

Transcorrido esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 3.000 × g, por 10 min, a 4 °C, e o 

sobrenadante obtido foi reservado. O processo de extração foi repetido por mais duas vezes, 

partindo-se sempre do precipitado restante, sob as condições descritas anteriormente, com 

exceção do tempo, que foi reduzido para 30 min. Ao final do processo, os sobrenadantes 

coletados foram reunidos e tiveram seu volume completado para 10 mL com etanol a 80%, 

sendo, em seguida, armazenados a -20 °C até a sua utilização. O precipitado final foi 

guardado para a extração do amido. 
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 Os teores de N-aminossolúveis foram determinados de acordo com o método de 

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

convenientemente diluído, 0,25 mL de tampão citrato a 0,2 M (pH 5,0), 0,5 mL de cianeto de 

potássio (KCN) a 0,2 mM, preparado em metilcelosolve absoluto, e 0,1 mL de ninhidrina a 

5%, preparado em metilcelosolve a 100%. Em seguida, os tubos foram fechados, agitados 

vigorosamente e aquecidos a 95 °C, durante 20 min, em banho-maria. Decorrido esse tempo, 

a reação foi interrompida abruptamente colocando-se os tubos em banho de gelo. Após 

resfriamento, adicionou-se aos tubos 0,65 mL de etanol a 60%, e se procedeu à leitura de 

absorbância a 570 nm. Os teores de N-aminossolúveis foram estimados com base em uma 

curva padrão ajustada a partir de concentrações crescentes de glicina, sendo expressos em 

μmol g-1 MS. 

 

3.10 Determinação de aminoácidos 

 

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

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

modificações. Amostras de 50 mg do pó liofilizado de folhas foram homogeneizadas com 1 

mL da mistura extratora, composta por metanol, clorofórmio e água ultrapura Milli-Q®, na 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

do processo, as amostras foram filtradas por meio de membrana em politetrafluoretileno 

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

A separação e a análise dos aminoácidos foi realizada através de cromatografia 

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

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

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

contendo acetato de sódio a 50 mM, tetrahidrofurano a 2% (v/v) e metanol a 2% (v/v)] e o 
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solvente B (metanol a 65%). Ambas as soluções foram desaeradas, e o solvente A foi filtrado 

à vácuo em filtro Millipore®, por meio de membrana em fluoreto de polivinilideno (PVDF), 

com poro de 0,45 μm de diâmetro. 

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

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

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

a 2 N) e filtrado através de membrana em PTFE com poro de 0,2 μm de diâmetro. No dia de 

uso, 5 μL de 2-mercaptoetanol foram adicionados a cada 625 μL dessa mistura. Para a 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

foram determinadas pela área dos picos integrados e comparadas a partir de uma curva padrão 

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

cada aminoácido foram expressos em μmol g-1 MS. 

Os extratos utilizados para a determinação de prolina foram os mesmos 

empregados para a dos teores de íons. Os teores de prolina livre foram determinados de 

acordo com Bates, Waldren e Teare (1973). Em uma alíquota de 0,5 mL do extrato bruto, 

foram adicionados 0,5 mL de ninhidrina ácida e 0,5 mL de ácido acético glacial. Para um total 

de 50 amostras, a ninhidrina ácida foi preparada dissolvendo-se 1,25 g de ninhidrina em 30 

mL de ácido acético glacial e 20 mL de ácido fosfórico a 6 M. Os tubos de ensaio foram 

tampados e, após serem vigorosamente agitados, foram aquecidos a 95 °C por 1 h, em banho-

maria. Decorrida esse tempo, a reação foi interrompida colocando-se os tubos em banho de 

gelo. Após o resfriamento, em cada tubo, foram adicionados 2,0 mL de tolueno. Após 

agitação vigorosa da solução, e consequente formação de uma solução bifásica, a fase 

orgânica foi aspirada com o auxílio de uma pipeta Pasteur e submetida à leitura de 
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absorbância em 520 nm, sendo o tolueno utilizado como branco. Os teores de prolina livre 

foram estimados com base em uma curva padrão ajustada a partir de concentrações crescentes 

de prolina, sendo expressos em µmol g-1 MS. 

 

3.11 Determinação do nitrogênio total 

 

Os teores de nitrogênio total foram determinados de acordo com o método 

descrito por Baethgen e Alley (1989). Cerca de 50 mg do pó liofilizado de folhas, colmos e 

raízes foram colocados em tubos digestores contendo 1,10 g da mistura catalisadora, 

composta por sulfato de potássio, sulfato de cobre e selênio, na proporção de 1:0,1:0,01 e 2,0 

mL de ácido sulfúrico concentrado. Em seguida, os tubos foram colocados em um bloco 

digestor, no qual a temperatura foi elevada gradualmente até 350 °C, a fim de que se 

processasse a mineralização das amostras. Ao final desse processo, quando as amostras 

apresentavam-se como uma solução de cor verde e sem resíduos de material não digerido, o 

conteúdo de cada tubo digestor foi ressuspendido com água desionizada e o volume, aferido 

para 25 mL em um balão volumétrico. Em tubos de ensaio, foram adicionados 200 µL do 

extrato convenientemente diluído com solução diluente (preparada a partir da dissolução de 

22 g da mistura catalisadora em 1,0 L de H2SO4 a 1,1 M). Em seguida, foram adicionados 1,1 

mL de uma solução composta por fosfato de sódio dibásico a 0,1 M, tartarato de sódio e 

potássio a 5% e hidróxido de sódio (NaOH) a 5,4%, além de 0,8 mL de uma solução de 

salicilato de sódio a 15%, contendo nitroprussiato de sódio a 0,03% e, por fim, 0,4 mL de 

hipoclorito de sódio a 0,31%. Os tubos foram agitados à medida que cada reagente foi 

adicionado, e ao final foram mantidos a 37 °C, por 15 min, em banho-maria. Após esse 

tempo, procedeu-se à leitura de absorbância a 650 nm. Os teores de nitrogênio total foram 

estimados com base em uma curva padrão ajustada a partir de concentrações crescentes de 

(NH4)2SO4, sendo expressos em mg g-1 MS. De posse dos teores de nitrogênio total, foi 

calculada a eficiência de utilização de nitrogênio pela planta, como se segue: EUN = [massa 

seca da planta (g)]2/{conteúdo de N na planta (g) × [massa seca total (g)/1000]}. 

 

3.12 Determinação dos carboidratos solúveis 

 

Os extratos utilizados para esta determinação foram os mesmos empregados para 

a dos teores de íons. Os carboidratos solúveis foram determinados de acordo com Dubois et 

al. (1956). A 0,4 mL do extrato convenientemente diluído foram adicionados 0,4 mL de fenol 
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a 5% e 2,0 mL de ácido sulfúrico concentrado. A mistura foi agitada vigorosamente e deixada 

em repouso por 10 min para o seu resfriamento. Em seguida, procedeu-se à leitura de 

absorbância a 490 nm. Os teores de carboidratos solúveis foram estimados com base em uma 

curva padrão ajustada a partir de concentrações crescentes de D(+) glicose anidra, sendo 

expressos em µmol g-1 MS. 

 

3.13 Determinação de amido 

 

A extração e a determinação de amido em folhas, caules e raízes foram realizadas 

como descrito por Hodge e Hofreiter (1962). No precipitado remanescente da extração de N-

aminossolúveis, foram adicionados 2,0 mL de ácido perclórico (HClO4) a 30% (v/v), sendo os 

tubos mantidos sob agitação constante, por 20 min, com o auxílio de uma mesa agitadora, 

com movimentos orbitais a 45 rpm. Logo após, foram adicionados 1,67 mL de água 

desionizada em cada um dos tubos, seguido por centrifugação a 3.000 × g, por 10 min, à 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e o precipitado foi submetido a mais duas 

extrações, como descrito acima. Ao final das extrações, os sobrenadantes foram reunidos e 

tiveram seu volume completado para 25 mL com água desionizada em balão volumétrico.  

Para a determinação do amido, foram adicionados em tubos de ensaio, 0,5 mL do 

extrato e 2,5 mL de uma solução de antrona a 0,14% (m/v), preparada em H2SO4 a 14 M. Os 

tubos foram mantidos a 95 °C, por 10 min, em banho-maria. Decorrido esse tempo, a reação 

foi interrompida pela colocação dos tubos em banho de gelo. Após atingirem a temperatura 

ambiente, as amostras foram submetidas a leituras de absorbância a 620 nm. Os teores de 

amido foram estimados com base em uma curva padrão ajustada a partir de concentrações 

crescentes de D(+) glicose anidra, sendo expressos em µmol de equivalente de glicose g-1 MS. 

 

3.14 Atividades enzimáticas 

 

3.14.1 Redutase do nitrato 

 

A atividade in vivo da redutase do nitrato (NR) foi determinada de acordo com o 

método de Silveira et al. (1998), com pequenas modificações, que consiste da infiltração de 

uma solução contendo nitrato no tecido e da dosagem subsequente do nitrito produzido, o 

qual se difunde no meio de incubação. Amostras de aproximadamente 100 mg de discos 

foliares (0,5 cm de diâmetro) e 500 mg de raízes foram colocados em tubos de ensaio 
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contendo 5 mL do meio de incubação (tampão fosfato de potássio a 0,1 mM, pH 7,5, 

contendo KNO3 a 50 mM, isopropanol a 1% (v/v) e cloranfenicol a 15 mg/L). Em seguida, os 

tubos foram fechados, envoltos em papel de alumínio e submetidos à vácuo por 2 min, para 

infiltração da solução no tecido, sendo o vácuo desfeito e refeito por mais 2 min. Após esse 

processo, as amostras foram incubadas no escuro a 30 °C, por 30 min, em banho-maria. A 

concentração de nitrito (NO2
-) produzido pela NR foi determinada colorimetricamente pela 

adição de 0,5 mL de sulfanilamida a 1% (m/v), preparada em HCl a 2,4 M, e 0,5 mL de N-

naftil-etilenodiamina a 0,02% (m/v) a 1 mL do meio de incubação, seguida de leituras de 

absorbância a 540 nm, com base em uma curva padrão ajustada a partir de concentrações 

crescentes de NaNO2. A atividade da NR foi expressa em nmol NO2
- min-1 g-1 MF. 

 

3.14.2 Redutase do nitrito 

 

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

(2007), com pequenas modificações. Amostras do tecido congelado de folhas ou raízes (1 g) 

foram pulverizadas em almofariz, utilizando nitrogênio líquido, e, em seguida, 

homogeneizadas com tampão de extração, composto por Tris-HCl a 50 mM, pH 7,5, MgCl2 a 

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

fenilmetilsulfonila (PMSF) a 1 mM, ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 1 mM e 

polivinilpirrolidona (PVP) a 1%. O homogeneizado foi filtrado em tela de náilon, sendo, em 

seguida, centrifugado a 16.000 × g, durante 30 min, a 4 °C. Todos os procedimentos foram 

conduzidos a 4 °C e o sobrenadante (extrato) foi congelado e mantido a -80 °C até sua 

utilização. 

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

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

potássio a 100 mM, pH 7,5, NaNO2 a 2 mM, metilviologênio a 2 mg/mL e 100 µL do extrato 

diluído, sendo a reação iniciada pela adição de 200 µL de ditionito de sódio a 25 mg/mL, 

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

incubados a 30 °C, por 20 min, em banho-maria. Após esse período, 50 µL do meio de reação 

foram adicionados a tubos de ensaio contendo 950 µL de água desionizada, sendo a reação 

interrompida por agitação vigorosa dos tubos para oxidar o ditionito de sódio remanescente. 

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

idêntico ao descrito no item 3.14.1. A atividade da NiR foi expressa em µmol NO2
- min-1 mg-1 

proteína. 
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3.14.3 Sintetase da glutamina 

 

Os extratos para a determinação da atividade da sintetase da glutamina (GS) 

foram preparados de acordo com o método descrito por Seebauer et al. (2004), com pequenas 

modificações. Amostras de 500 mg de folhas ou raízes congeladas foram pulverizadas em 

almofariz, utilizando nitrogênio líquido e, em seguida, homogeneizadas em tampão imidazol a 

50 mM, pH 7,2, contendo MgSO4 a 20 mM, EDTA a 1 mM, DTT a 5 mM, PVP a 1% (p/v) e 

β-mercaptoetanol a 1% (v/v). O homogeneizado foi filtrado em tecido de náilon, sendo, em 

seguida, centrifugado a 14.000 × g, durante 30 min, a 4 °C. O sobrenadante (extrato) 

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

foram feitos no mesmo dia da extração. Todo o procedimento foi realizado a 4 °C.  

A atividade da GS foi determinada de acordo com o método descrito por Rhodes, 

Rendon e Stewart (1975), através da formação de γ-glutamil hidroxamato (reação “sintetase”) 

a partir do glutamato e hidroxilamina (em substituição ao amônio, o substrato fisiológico). O 

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

glutamato a 80 mM (neutralizado com imidazol), ATP a 10 mM, MgCl2 a 50 mM e 100 µL 

do extrato, sendo a reação iniciada pela adição de 100 µL de hidroxilamina a 250 mM. Os 

tubos de ensaio contendo a mistura de reação foram incubados a 35 °C, por 20 min, em 

banho-maria. Após esse período, a reação enzimática foi parada pela adição de 1 mL de uma 

solução contendo FeCl3 a 0,37 M, HCl a 0,67 N e TCA a 0,2 M. Estabelecida a cor da reação 

(após aproximadamente 10 min), as amostras foram centrifugadas a 10.000 × g, por 10 min. A 

quantidade de γ-glutamil hidroxamato formada pela GS foi determinada colorimetricamente 

pela leitura de absorbância em 540 nm, com base em uma curva padrão ajustada a partir de 

concentrações crescentes de γ-glutamil monohidroxamato (GHM). A atividade da GS foi 

expressa em μmol GHM min-1 mg-1 proteína. 

 

3.14.4 Sintase do glutamato 

 

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

sendo os ensaios enzimáticos realizados no mesmo dia da extração. A atividade da enzima 

GOGAT foi determinada de acordo com o método de Nemat-Alla et al. (2008), através da 

quantificação do NADH oxidado. A mistura de reação foi composta de tampão fosfato de 

potássio a 100 mM, pH 7,5, NADH a 0,15 mM, glutamina a 10 mM e α-cetoglutarato a 10 

mM. A reação foi iniciada pela adição do extrato e acompanhada diretamente no 
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espectrofotômetro pela redução da absorbância a 340 nm. A atividade da GOGAT foi 

calculada pela taxa de oxidação do NADH, utilizando-se o seu coeficiente de extinção molar, 

(ε = 6,22 × 10-3 M-1 cm-1), sendo expressa em nmol Glu min-1 mg-1 proteína, considerando-se 

a estequiometria da reação. 

Os extratos utilizados para as determinações de atividade enzimática foram 

dosados quanto ao teor de proteína pelo método de Bradford (1976), para permitir a 

mensuração da atividade específica das enzimas. Em tubos de ensaio, foram adicionados 100 

μL do extrato convenientemente diluído, seguido pela adição de 1,0 mL do reagente composto 

por azul de coomassie brilhante G-250 a 0,01% (m/v), etanol a 4,75% (v/v) e ácido fosfórico 

(H3PO4) a 8,5%. Após 15 min, a concentração de proteínas solúveis foi estimada pela leitura 

de absorbância em 595 nm, com base em uma curva padrão ajustada com concentrações 

crescentes de albumina sérica bovina. 

 

3.15 Delineamento experimental e análise estatística 

 

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 

3 × 2, formado por três fontes de N (apenas NO3
-, mistura NO3

-/NH4
+ ou apenas NH4

+) e dois 

níveis de salinidade (NaCl a 0 ou 75 mM), com quatro repetições, sendo cada uma delas 

constituída por duas plantas. Os dados de cada coleta foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA), e as médias resultantes, comparadas pelo teste de Tukey com nível de 

significância a 5%. Os resultados foram expressos pela média ± erro padrão das repetições de 

cada tratamento. O programa utilizado para as análises estatísticas e para a confecção dos 

gráficos foi o SigmaPlot [versão 11.0, (SYSTAT Software, Inc.)]. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Crescimento vegetativo 

 

Com o objetivo de verificar o efeito da fonte de nitrogênio (NO3
-, NO3

-/NH4
+ e 

NH4
+) no crescimento de plantas de girassol sob condições de salinidade, foram determinadas 

a massa seca das folhas (MSF), do caule (MSC) e das raízes (MSR), a relação entre a massa 

seca da parte aérea e das raízes (MSPA/MSR) e a área foliar (AF).  

De maneira geral, todas as variáveis de crescimento foram afetadas pela 

salinidade e pela fonte de N empregada, em ambos os tempos de coleta (Figuras 1 e 2). A 

MSF foi reduzida mais intensamente pela salinidade nas plantas que tiveram NO3
- como única 

fonte de N (Figura 1A). Isso aconteceu tanto aos 7 dias sob estresse salino, quanto aos 14 

dias, em que houve reduções de 41,6% e 52,1% nessa variável, respectivamente, em 

comparação aos respectivos controles. Além disso, plantas de girassol nutridas com a mistura 

NO3
-/NH4

+, em condições de estresse salino, apresentaram maior MSF, quando comparadas 

às plantas dos demais tratamentos de N e salinidade, nos dois tempos de coleta analisados 

(Figura 1A). A salinidade não interferiu significativamente na MSF das plantas nutridas com 

NH4
+, contudo essas plantas foram as que apresentaram os menores valores de MSF, tanto em 

condições controle, quanto em condições de estresse (Figura 1A). A MSC apresentou resposta 

semelhante à da MSF, tanto em relação à salinidade, quanto em relação às fontes de N a que 

as plantas foram submetidas (Figura 1B). A MSR das plantas nutridas com NO3
- e com a 

mistura NO3
-/NH4

+ foi reduzida em uma mesma proporção (redução média de 21%) aos 7 

dias de estresse, enquanto que, aos 14 dias de estresse, a salinidade reduziu em 36% a MSR 

das plantas nutridas com NO3
-, e aumentou essa variável em 28%, nas plantas nutridas com a 

mistura NO3
-/NH4

+ (Figura 1C). Como observado anteriormente para a parte aérea, a MSR 

das plantas nutridas com NH4
+ não foi influenciada significativamente pela salinidade, e as 

raízes dessas plantas cresceram menos, em comparação às plantas das outras fontes de N, seja 

em condições controle, seja em condições de salinidade (Figura 1C). 

A inibição do crescimento vegetal é uma resposta típica de glicófitas à salinidade 

(FEIJÃO et al., 2013; TANG et al., 2011). Neste trabalho, apenas as plantas de girassol 

nutridas com NH4
+ não tiveram seu crescimento afetado pela salinidade (Figuras 1 e 2). 

Outros autores também observaram reduções no crescimento de plantas de girassol 

submetidas ao estresse salino (ASHRAF, 1999; CAMPOS et al., 2010; LIU et al., 2012; 

NOBRE et al, 2011). 
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Figura 1. Massa seca das folhas (MSF; A), do caule (MSC; B) e das raízes (MSR; C) e relação entre a massa 
seca da parte aérea e das raízes (MSPA/MSR; D) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) nutridas com 
diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino (colunas cinza) 
por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas iguais, em um 
mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam o erro padrão 
da média. 

 
 

O crescimento de muitas espécies vegetais é claramente afetado pela forma de N a 

que elas são submetidas. Além disso, trabalhos anteriores mostraram que diferentes fontes de 

N podem influenciar a tolerância das plantas à salinidade (DLUZNIEWSKA et al., 2007; 

GUO et al., 2007; MIRANDA et al., 2013). Os resultados deste trabalho mostraram que, em 

condições de estresse, plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ apresentaram maior 

crescimento da parte aérea, em ambos os tempos de coleta, e da raiz, aos 14 dias, em 

comparação aos demais tratamentos de N (Figura 1A, 1B, 1C). O provimento de uma fonte 

combinada de N (NO3
-/NH4

+) também melhorou a tolerância de outras espécies aos sais 

(FLORES et al., 2001; KANT et al., 2007; TANG et al., 2011).  

Além disso, foi observado neste trabalho que a MSF e MSC, em ambos os tempos 

de coleta, e a MSR, aos 14 dias, foram reduzidas pela salinidade de forma mais pronunciada 

nas plantas tratadas com NO3
- do que nas dos demais tratamentos de N (Figura 1A, 1B e 1C). 

Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores (KANT et al., 2007; TANG et 
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al., 2011). A inibição do transporte de NO3
- das raízes até a parte aérea é uma das causas 

possíveis da redução do crescimento de plantas nutridas com NO3
- e submetidas à salinidade 

(ARAGÃO et al., 2012; FEIJÃO et al., 2013). Por outro lado, alguns estudos mostraram que 

o crescimento foi favorecido quando plantas submetidas ao estresse salino foram nutridas com 

apenas NO3
- (FIGUEIRA; CALDEIRA, 2005; SHAABAN; EL-NOUR, 2013). 

Neste trabalho foi observada uma menor produção de biomassa em plantas 

nutridas com NH4
+, cujo crescimento não foi influenciado significativamente pela salinidade. 

Isso indica uma resposta das plantas ao efeito de toxidez causado pelo NH4
+, que, 

aparentemente, preponderou sobre o do estresse salino, sendo provavelmente o fator que mais 

limitou o crescimento (Figura 1). Respostas semelhantes foram encontradas em plantas de 

trigo, pinheiro e arroz (AL-MUTAWA; EL-KATONY, 2001; GRIFFIN; WINNER; STRAIN, 

1995; HOLZSCHUH et al., 2011). Em oposição ao encontrado neste estudo, plantas de Citrus 

e da halófita S. alterniflora não somente cresceram mais, tendo NH4
+ como única fonte de N, 

como também foram mais tolerantes ao estresse salino (FERNÁNDEZ-CRESPO; 

CAMAÑES, AUGUSTÍN, 2012; HESSINI et al., 2013).  

De maneira geral, a relação MSPA/MSR foi reduzida pela salinidade durante todo 

o período experimental e em todos os tratamentos de N (Figura 1D). As maiores reduções 

nessa variável foram observadas nas plantas nutridas com NH4
+ (25%), aos 7 dias, e naquelas 

nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ (30%), aos 14 dias de estresse, em comparação aos 

respectivos controles (Figura 1D). A maior redução, pela salinidade, da relação MSPA/MSR 

observada em plantas submetidas à mistura NO3
-/NH4

+ evidencia uma característica de 

tolerância à salinidade, já que a menor redução do crescimento das raízes pode ser atribuída a 

uma resposta que amplia a área de absorção de nutrientes e água, de forma a minimizar os 

efeitos prejudiciais dos sais (FERREIRA; TÁVORA; FERREYRA, 2001). Na Figura 1D, 

nota-se que houve um aumento na relação MSPA/MSR à medida que a proporção de NO3
- na 

solução nutritiva diminuiu, tanto em condições controle, quanto de salinidade. De acordo com 

Forde (2002), o NO3
- atua como um sinal, estimulando o desenvolvimento de raízes e 

determinando a translocação de esqueletos carbônicos oriundos da fotossíntese para esse 

órgão. Assim, é possível que a menor proporção desse nutriente na solução nutritiva tenha 

contribuído para o menor crescimento das raízes e consequentemente maior relação 

MSPA/MSR. 

Pôde-se observar neste estudo que, independentemente da fonte de N, a salinidade 

afetou mais o crescimento da parte aérea do que o das raízes (Figura 1). A redução da relação 

MSPA/MSR frente à salinidade já foi observada em várias glicófitas (AZEVEDO NETO et 
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al., 2004; DEBOUBA et al., 2006b; LACERDA et al., 2001), inclusive em plantas de girassol 

(ASHRAF, 1999; SILVA, 2013). De acordo com Munns (2002), apesar das raízes serem os 

órgãos da planta que estão diretamente expostos ao estresse, elas são menos vulneráveis aos 

sais do que a parte aérea, devido principalmente a um ajustamento osmótico mais rápido e a 

uma perda de turgor mais lenta das raízes, em comparação à parte aérea. Desse modo, o 

crescimento radicular pode ser menos sensível aos sais que o crescimento da parte aérea. 

A salinidade reduziu a AF das plantas de girassol, e essa redução foi mais 

conspícua nas plantas nutridas com NO3
-, nas quais houve reduções médias de 48% na AF, 

em comparação aos respectivos controles, aos 7 e 14 dias de estresse (Figura 2). 

 
Figura 2. Área foliar (AF) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e 
submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino (colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras 
maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, 
não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam o erro padrão da média. 

 

 

Comparando-se os tratamentos de N, plantas que foram nutridas apenas com 

NH4
+, apresentaram menor AF, tanto em condições controle, como de salinidade, em ambos 

os tempos experimentais (Figura 2). Esses resultados foram concordantes com aqueles 

observados na MSF, nos quais plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ apresentaram 

melhor crescimento em condições de estresse salino, em ambos os tempos de coleta 

analisados (Figura 1A). O declínio da AF pela salinidade é uma das respostas iniciais de 

glicófitas ao estresse, podendo ocorrer devido à inibição da divisão e expansão das células nas 

regiões meristemáticas (MUNNS; TERMAAT, 1986; PARIDA; DAS, 2005). 
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4.2 Trocas gasosas e eficiência no uso da água 

 

Para verificar se as diferenças no crescimento entre os três tratamentos de N 

estavam relacionadas com a assimilação do carbono, foram determinadas as trocas gasosas 

das plantas de girassol. Como se pode observar na Figura 3, essas variáveis, de maneira geral, 

foram afetados apenas pela fonte de N empregada, sendo observadas pequenas alterações com 

a salinidade. A gs e a E das plantas de girassol não foram alteradas pelo estresse salino (Figura 

3A e 3B), contudo plantas nutridas com NH4
+ apresentaram uma menor gs, aos 7 dias, quando 

comparadas com as dos demais tratamentos de N (Figura 3A). A nutrição com NH4
+ reduziu a 

A das plantas, e, aos 14 dias de estresse, houve um aumento da A nas plantas tratadas com este 

íon (Figura 3C). Neste mesmo tempo, a salinidade provocou pequenas reduções (6,5%, em 

média) na Ci nas plantas nutridas apenas com NO3
- ou NH4

+ (Figura 3D). 

As medidas de trocas gasosas, de maneira geral, não se correlacionaram às 

respostas de crescimento do girassol em condições de estresse, nos diferentes tratamentos de 

N, já que não se observaram efeitos da salinidade nessas variáveis (Figuras 1 e 3). Apesar 

disso, plantas de girassol nutridas com NH4
+ apresentaram uma menor gs aos 7 dias de 

estresse e uma menor A durante todo o período experimental, sendo isso provavelmente 

devido aos efeitos deletérios do NH4
+ em excesso nas plantas . Um desses efeitos adversos é a 

diminuição da abertura estomática e a subsequente redução na taxa fotossintética (FOYER; 

NOCTOR, 2003; GUO; ZU; TANG, 2012). 

A inibição do crescimento observada nas plantas nutridas com NH4
+ pode estar 

associada à menor taxa de assimilação de carbono. Vários trabalhos têm demonstrado uma 

maior redução da fotossíntese em plantas que tiveram o NH4
+ como única fonte de N, tanto 

em condições controle como de estresse salino (ASHRAF, 1999; FRECHILLA et al., 2001; 

GUO; ZU; TANG, 2012), e, neste trabalho, o efeito do NH4
+ foi mais severo que a salinidade 

para as trocas gasosas. O íon NH4
+ em excesso afeta a fotofosforilação, desacoplando-a, 

inibindo, assim, a síntese do ATP, porém com manutenção do fluxo de elétrons (ASHRAF, 

1999). Neste trabalho, plantas nutridas com NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+ apresentaram 

maiores valores de A, que resultaram em uma maior assimilação de carbono, explicando, pelo 

menos em parte, o maior acúmulo de biomassa nessas plantas, em comparação às nutridas 

com apenas NH4
+. 
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Figura 3. Condutância estomática (gs; A), transpiração (E; B), fotossíntese líquida (A; C), concentração interna 
de CO2 (Ci; D), eficiência instantânea de carboxilação (A/Ci; E) e eficiência do uso da água (EUA; F) de plantas 
de girassol (Helianthus annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle 
(colunas brancas) ou de estresse salino (colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma 
mesma fonte de N, ou letras minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente 
entre si (p≥0,05). As barras representam o erro padrão da média. 

 

De maneira semelhante ao observado para a A, a eficiência instantânea de 

carboxilação (A/Ci) e a EUA foram menores em plantas nutridas com NH4
+, quando 

comparadas às plantas dos demais tratamentos de N (Figura 3E e 3F). Com relação à 

salinidade, aos 14 dias, houve aumentos de 35%, na A/Ci, e de 29%, na EUA, em plantas de 

girassol nutridas com NH4
+ (Figura 3E e 3F). Portanto, plantas nutridas com NH4

+ foram 

menos eficientes na fixação de CO2, em comparação àquelas das demais fontes de N, pois elas 

apresentaram menor A, mesmo com elevada Ci, a qual não variou significativamente entre as 
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fontes de N, evidenciando, portanto, a existência de danos no aparato fotossintético dessas 

plantas, devido provalmente aos efeitos tóxicos do NH4
+. Essas plantas também foram as 

menos eficientes no uso da água (Figura 3F). Em plantas de milho, foram observadas 

reduções na EUA com a salinidade, sendo esse efeito mais conspícuo em plantas nutridas com 

NH4
+. Em discordância com os resultados deste trabalho, Ashraf (1999), trabalhando também 

com girassol, observou maior EUA em plantas nutridas com NH4
+ sob condições de 

salinidade, em comparação com as nutridas com NO3
-. 

 

4.3 Teores de clorofila 

 

Os teores de clorofila a não foram alterados significativamente pela salinidade, 

porém plantas que tiveram o NH4
+ como única fonte de N apresentaram menores teores deste 

pigmento, quando comparadas às das demais fontes de N (Figura 4A). Com relação aos teores 

de clorofila b, foram observadas respostas diferenciais à salinidade, que dependeram da fonte 

de N empregada (Figura 4B). Aos 7 dias de estresse, a salinidade aumentou em 21% os teores 

de clorofila b de plantas nutridas com NO3
-; reduziu em 22% esses teores naquelas nutridas 

com a mistura NO3
-/NH4

+; e não alterou os teores desse pigmento nas plantas nutridas apenas 

com NH4
+. Já aos 14 dias, a salinidade afetou os teores de clorofila b apenas nas plantas 

nutridas com NH4
+, em que se observaram aumentos de 37%, em relação ao controle (Figura 

4B). Os teores totais de clorofila responderam de maneira semelhante aos de clorofila a, tanto 

em relação à salinidade, quanto em relação às fontes de N a que as plantas foram submetidas 

(Figura 4C).  

Os menores teores de clorofila observados nas plantas nutridas com NH4
+ podem 

justificar, pelo menos em parte, as menores taxas fotossintéticas verificadas nessas plantas. 

Em concordância com este trabalho, algumas pesquisas anteriores mostraram que a 

concentração de clorofila foi maior sob nutrição combinada de N (YU et al., 2011) ou 

unicamente com NO3
- (ALI et al., 2013; XIN et al., 2011). Entretanto, muitos trabalhos não 

encontraram diferenças significativas no conteúdo de clorofila em resposta a fontes diferentes 

de N (ASHRAF, 1999; GUO; ZU; TANG, 2012). De modo geral, o conteúdo de clorofila é 

reduzido quando as plantas são submetidas a estresse salino (DEBOUBA et al., 2006a; 

M’RAH et al., 2006; PANDA; UPADHYAY; UPADHYAYA, 2006), mas também pode 

ocorrer aumento nos teores desse pigmento, dependendo do nível de sal ao qual a planta é 

exposta (MA et al., 1997). 
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Figura 4. Teores de clorofila a (A), b (B) e total (C) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) nutridas com 
diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino (colunas cinza) 
por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas iguais, em um 
mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam o erro padrão 
da média. 

 

 

4.4 Teores de carotenoides e antocianinas 

 

A Figura 5 apresenta os teores de carotenoides e de antocianinas. Os teores de 

ambos os pigmentos não foram afetados pela salinidade, contudo eles reduziram 

significativamente quando as plantas de girassol foram nutridas unicamente com NH4
+ 

(Figura 5A e 5B). Houve reduções médias de 35%, aos 7 dias, e de 42%, aos 14 dias, nos 

teores de carotenoides das plantas nutridas unicamente com NH4
+, em comparação com os 

demais tratamentos de N (Figura 5A). Em concordância com esses resultados, plantas de 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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cevada nutridas com NH4
+ apresentaram os menores conteúdos de carotenoides em relação à 

outras fontes de N (ureia e NO3
-) (ALI et al., 2013). 

  

Figura 5. Teores de carotenoides (A) e de antocianinas (B) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) 
nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino 
(colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas 
iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam 
o erro padrão da média. 

 

Aos 7 dias de estresse, os teores de antocianinas nas plantas nutridas com NO3
- e 

com a mistura NO3
-/NH4

+ não diferiram estatisticamente entre si, mas reduziram 40%, em 

média, nas plantas nutridas com NH4
+, em relação aos outros tratamentos de N (Figura 5B). 

Aos 14 dias, as plantas nutridas com NO3
- apresentaram os maiores teores de antocianinas, os 

quais foram reduzidos em 20% e 51% nas plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ e NH4
+, 

respectivamente (Figura 5B). Ao contrário do que se observou em plantas de girassol, a 

nutrição amoniacal elevou os teores de antocianinas em outras espécies (KARRAY-

BOURAOUI et al., 2010; NIU et al., 2012).  

Os carotenoides desempenham um importante papel no complexo coletor de luz e 

na proteção contra fotodanos ao aparato fotossintético (ORT, 2001; YOUNG; PHILLIP; 

SAVILL, 1997). Esses compostos são antioxidantes com potencial para desintoxicar as 

plantas contra os efeitos das EROs (SAI KACHOUT et al., 2013). Os menores teores de 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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carotenóides encontrados nas plantas nutridas com NH4
+ provavelmente as deixaram mais 

expostas a danos em seu aparato fotossintético, contribuindo assim, para a redução da A 

nessas plantas, em comparação aos demais tratamentos de N. Neste trabalho, os teores de 

carotenoides não foram influenciados pela salinidade, porém há relatos de que a salinidade 

induziu o acúmulo desses compostos, na tentativa de proteger a célula contra este estresse 

(SAI KACHOUT et al., 2013). 

Antocianinas são metabólitos secundários que desempenham diversas funções nas 

plantas, tais como proteção contra luz ultravioleta, atração de insetos polinizadores, precursor 

da lignina (BEGGS et al., 1987; DIXON; PAIVA, 1995). Além disso, esses compostos 

desempenham um papel importante nas respostas das plantas ao estresse, por serem moléculas 

antioxidantes que protegem as plantas contra os danos causados pelas EROs (NAGATA et 

al., 2003) e por seu papel osmoprotetor em condições de estresse hídrico e salino 

(DARCANSOY İŞERI et al., 2013). De modo geral, a síntese de antocianinas é induzida sob 

salinidade (ERYLMAZ, 2006), contudo isso não foi observado nas plantas de girassol (Figura 

5B). Plantas nutridas com NH4
+ apresentaram menores teores desse pigmento em comparação 

às demais fontes de N. Assim, um dos fatores que inibiram o crescimento dessas plantas pode 

ser atribuído a uma redução em seu poder antioxidante. 

 

4.5 Vazamento de eletrólitos e peroxidação de lipídios 

 

Os danos oxidativos resultantes da salinidade e dos tratamentos de N foram 

mensurados através da determinação do VE e da peroxidação dos lipídeos de membrana 

(Figura 6). Nas folhas de plantas nutridas com NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+, houve 

aumentos no VE em decorrência da exposição das plantas à salinidade por 7 ou 14 dias 

(Figura 6A); nas raízes, contudo, o VE foi aumentado pelo estresse salino em todos os 

tratamentos de N, sendo os maiores aumentos observados nas plantas tratadas com a mistura 

NO3
-/NH4

+ (Figura 6B).  

Em condições de estresse salino, há um aumento na produção de EROs, que 

podem ocasionar danos às membranas celulares (CARVALHO et al., 2011). Além disso, o 

excesso de sais, principalmente o Na+, causa deficiência dos íons K+ e Ca2+ nas plantas, que 

afeta a permeabilidade e a estabilidade da membrana plasmática (CRAMER; LÄUCHLI; 

POLITO, 1985). Como esperado, houve elevações no percentual de VE nas plantas de 

girassol expostas a NaCl (Figuras 6A e 6B). O aumento da permeabilidade da membrana, 

causado pela salinidade, já foi reportado anteriormente por outros autores (CARVALHO et 
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al., 2011; DKHIL; DENDEN, 2012), e essa variável não foi dependente da fonte de N 

empregada neste estudo. 

A peroxidação dos lipídios foi inferida através da quantificação dos teores de 

malondialdeído (MDA) em folhas e raízes de plantas de girassol (Figura 6C e 6D). Tanto a 

salinidade quanto as diferentes fontes de N influenciaram pouco esse parâmentro. Nas folhas, 

aos 14 dias, os menores teores de MDA sob condições salinas, foram observados em plantas 

nutridas com NO3
-, quando comparadas com as dos demais tratamentos de N (Figura 6A). 

Nas raízes, a salinidade reduziu os teores de MDA em 31% nas plantas nutridas com NH4
+, 

aos 7 dias de estresse (Figura 6D). 

 
Figura 6. Vazamento de eletrólitos (VE) e teores de malondialdeído (MDA) em folhas (A e C) e raízes (B e D) 
de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições 
controle (colunas brancas) ou de estresse salino (colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em 
uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem 
estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam o erro padrão da média.  

 

O estresse oxidativo induzido pela salinidade também pode causar intensa 

peroxidação lipídica (HERNANDEZ; ALMANSA, 2002); entretanto, a intensidade dos danos 

oxidativos pode variar e depende de quão rápida é a proteção antioxidativa (MUNNS; 

TESTER, 2008). Neste estudo, o nível de peroxidação de lipídeos, demonstrado pelos teores 
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de MDA, foi pouco afetado pela salinidade e não dependeu das fontes de N empregadas. 

Ademais, plantas nutridas com NH4
+ foram as que apresentaram as menores concentrações de 

compostos antioxidantes (carotenoides e antocianinas) entre as fontes de N estudadas, mas 

isso não refletiu em aumento dos danos de membrana nessas plantas. 

 

4.6 Teores de íons 

 

Os teores de Na+ nas plantas foram influenciados pelo estresse salino e pelas 

diferentes fontes de N. Como esperado, o íon Na+ aumentou bastante com o estresse salino 

nos diferentes tratamentos de N e órgãos das plantas de girassol (Figura 7A, 7B e 7C). Nas 

folhas, aos 7 dias de estresse, os maiores aumentos nos teores de Na+, decorrentes da 

salinidade, foram observados nas plantas nutridas com NO3
-, nas  quais eles aumentaram 

aproximadamente 4 vezes, em comparação ao respectivo controle. Aos 14 dias, plantas 

nutridas com NH4
+ foram as que tiveram os teores de Na+ mais aumentados pelo estresse 

salino (cerca de três vezes), e entre as plantas estressadas, aquelas nutridas com NO3
- foram as 

que menos acumularam esse íon tóxico (Figura 7A). Nos caules, plantas nutridas que tiveram 

NH4
+ como única fonte de N apresentaram os maiores aumentos nos teores de Na+, em ambos 

os tempos de estresse (Figura 7B). Nas raízes, de maneira contrária aos caules, plantas 

nutridas com NH4
+ foram as que menos acumularam Na+, em condições de salinidade, e os 

maiores acúmulos desse íon foram observados nas plantas nutridas com NO3
-, aos 7 dias de 

estresse, e tanto nas plantas nutridas com NO3
-, quanto naquelas com a mistura NO3

-/NH4
+, 

aos 14 dias de estresse (Figura 7C). Pôde-se observar, portanto, que as plantas cultivadas com 

NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+ acumularam mais Na+ em suas raízes, enquanto que nas 

plantas nutridas com NH4
+, o maior acúmulo desse íon foi observado nos caules (Figura 7). 

Esse fato demonstra a capacidade dessa espécie em controlar o transporte de Na+ para os 

tecidos foliares. Um maior conteúdo de Na+ nas raízes de plantas de girassol submetidas à 

salinidade também tem sido observado por outros autores (ASHRAF; SULTAMA, 2000). 

Como esperado, as plantas sob estresse apresentaram uma maior eficiência de 

absorção de Na+ (EANa) (Tabela 2). Com relação às fontes de N, houve uma menor EANa nas 

plantas nutridas com NO3
-, aos 7 dias, em condições controle, e aos 14 dias, em condições de 

salinidade. A eficiência de transporte de Na+ (ETNa) foi afetada pela salinidade apenas aos 14 

dias de estresse, nas plantas nutridas com NO3
-, nas quais houve uma redução de 57%, em 

comparação ao seu respectivo controle (Tabela 2). 
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Figura 7. Teores de Na+ em folhas (A), caules (B) e raízes (C) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) 
nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino 
(colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas 
iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam 
o erro padrão da média.  

 
Tabela 2. Eficiências de absorção (EANa) e de transporte (ETNa) de Na+ em plantas de girassol (Helianthus 

annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (NaCl a 0 mM) ou de estresse 
salino (NaCl a 75 mM) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras 
minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). 
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Neste estudo foi observado que plantas nutridas com NO3
- foram as que menos 

absorveram Na+ em condições de salinidade, aos 14 dias (Tabela 2). Isso indica que apesar da 

competição entre a absorção dos íons NH4
+ e Na+ ser bem reportada em várias espécies 

(KANT et al., 2007; MIRANDA et al., 2013; TANG et al., 2011), em plantas de girassol, isso 

aparentemente não ocorreu, já que a nutrição com NH4
+ não reduziu a absorção de Na+. 

Plantas nutridas com NH4
+ foram as que menos acumularam Na+ nas raízes, em condições de 

salinidade, comparando-se com os demais tratamentos de N, porém foram também as que 

mais acumularam esse íon nos caules (Figura 7B e 7C), indicando que a absorção de Na+ foi 

pouco influenciada pelas diferentes fontes de N, e que apenas a distribuição desse íon nas 

diversas partes da planta é que foi dependente do tratamento de N (Figura 7).  

Nas folhas, os teores de K+ mantiveram-se inalterados em condições de estresse 

salino e não foram influenciados pelas fontes de N empregadas (Figura 8A). Nos caules, a 

salinidade reduziu os teores de K+ apenas quando a duração do estresse aumentou (14 dias), 

em que foram observadas reduções de 16%, nas plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+, e 

de 53%, naquelas nutridas com apenas NH4
+, em comparação a seus respectivos controles 

(Figura 8B). Nas raízes, aos 7 dias de estresse, as plantas nutridas com NO3
- foram as que 

apresentaram as maiores reduções nos teores de K+ com a salinidade (44%), enquanto que as 

plantas nutridas com NH4
+ não tiveram esses teores alterados pela salinidade (Figura 8C). Já 

aos 14 dias, a salinidade reduziu severamente os teores de K+ em todos os tratamentos de N, e 

as maiores reduções nessa variável foram observadas nas plantas tratadas com a mistura NO3
-

/NH4
+ (55%), seguidas daquelas nutridas somente com NH4

+ (52%) (Figura 8C). Além disso, 

vale ressaltar que as plantas nutridas com NH4
+ foram as que menos acumularam K+ nas 

raízes, em comparação às demais fontes de N (Figura 8C). 

Em ambos os tempos de coleta, a eficiência de absorção de K+ (EAK) foi reduzida 

significativamente nas plantas sob estresse salino, em comparação àquela das plantas controle 

(Tabela 3). A EAK foi influenciada pelas fontes de N apenas aos 7 dias de estresse, nos quais 

plantas nutridas com NH4
+ foram as mais eficientes em absorver K+ em condições de 

salinidade (Tabela 3). De maneira geral, em ambos os tempos analisados, a eficiência de 

transporte de K+ (ETK) foi maior nas plantas sob estresse salino e em todas as fontes de N 

empregadas (Tabela 3). Os maiores aumentos na ETK, em razão da salinidade, foram 

observados, aos 7 dias, nas plantas nutridas com NO3
- (73%), e, aos 14 dias de estresse, 

naquelas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ (73%) (Tabela 3). Sob condições salinas, as 

plantas que apresentaram a maior ETK durante todo o período experimental foram aquelas 

nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ (Tabela 3). 
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Figura 8. Teores de K+ em folhas (A), caules (B) e raízes (C) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) 
nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino 
(colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas 
iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam 
o erro padrão da média.  

 
Tabela 3. Eficiências de absorção (EAK) e de transporte (ETK) de K+ em plantas de girassol (Helianthus annuus 
L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (NaCl a 0 mM) ou de estresse salino 
(NaCl a 75 mM) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas 
iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). 
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Os teores foliares de K+ foram inalterados, mesmo em condições de estresse 

salino, e não foram influenciados pelas fontes de N, como visto na Figura 8A. O K+ é 

essencial para a expansão celular e para a homeostase da planta inteira (SCHACHTMAN et 

al., 1997). A manutenção dos teores desse nutriente tem sido sugerida como um mecanismo 

comum de proteção contra os efeitos tóxicos dos sais, podendo até mesmo ser considerada um 

critério de distinção entre materiais sensíveis e tolerantes (AQUINO et al., 2007; PARIDA; 

DAS, 2005). Nos caules e nas raízes das plantas de girassol, houve reduções nos teores de K+ 

com a salinidade (Figura 8B e 8C). O comprometimento do estado nutricional das plantas, em 

termos de K+
, em decorrência do aumento da absorção de Na+, é um fenômeno bastante 

conhecido (ALVAREZ-PIZARRO et al., 2009; AZEVEDO NETO et al., 2004; FEIJÃO et 

al., 2013). As maiores reduções nos teores de K+ nas raízes (Figura 8C) possivelmente se 

deveram à exposição direta desse órgão aos sais, o que provoca alterações na integridade e na 

permeabilidade seletiva da membrana plasmática ao K+ (GRATTAN; GRIEVE, 1999). Além 

disso, existe uma competição entre o Na+ e o K+ pela mesma proteína transportadora na 

membrana plasmática (NIU et al., 1995). 

Com relação às fontes de N empregadas, aos 14 dias de estresse, houve uma 

menor EAK nas plantas nutridas com NH4
+ (Tabela 3) e, além disso, houve menor acúmulo de 

K+ nas raízes dessas plantas, seguidas das nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ (Figura 8C). Nas 

plantas sob salinidade e nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ ou somente com NH4
+, outro 

agente competidor pelos sítios de absorção de K+, afora o Na+, é adicionado: o íon NH4
+. 

Alguns trabalhos demonstram que o efeito combinado da salinidade e do amônio prejudica a 

absorção de outros cátions, tais como K+, Ca2+ e Mg2+, levando a um desbalanço nutricional 

das plantas (AL-MUTAWA; EL-KATONY, 2001; ASHRAF; SULTANA, 2000). Os 

resultados aqui apresentados estão de acordo com os observados em ervilha, trigo e azevém, 

em que a concentração de K+ também foi reduzida quando as plantas foram nutridas com 

NH4
+ e submetidas à salinidade (FRECHILLA et al.,2001; IRSHAD et al., 2002; KANT et 

al., 2007). 

A toxicidade encontrada em algumas plantas nutridas com NH4
+ pode estar 

indiretamente relacionada a uma deficiência de K+, que surge a partir da competição entre os 

íons K+ e NH4
+ pelos mesmos sítios de absorção na membrana plasmática das raízes 

(SHAVIV et al., 1990). É importante destacar que, apesar de ter havido uma menor EAK em 

condições de salinidade, as plantas de girassol foram altamente eficientes em transportar esse 

elemento benéfico para a parte aérea, e isso contribuiu para a manutenção dos teores de K+ 

nas folhas em condições de salinidade (Tabela 3). É provável ainda que os teores elevados de 
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K+ nas folhas das plantas sob estresse sejam responsáveis, pelo menos em parte, pela 

inalterabilidade das trocas gasosas nessas condições (Figuras 3 e 8). 

A relação Na+/K+ nos diversos órgãos das plantas de girassol aumentou 

significativamente quando as plantas foram submetidas à salinidade (Figura 9). Nas folhas, os 

maiores aumentos nessa relação, causados pelo estresse salino, foram verificados nas plantas 

nutridas com NO3
-, aos 7 dias, e nas plantas nutridas com NH4

+, aos 14 dias, tendo aumentado 

cerca de 5 e 6 vezes, respectivamente, em comparação aos seus controles (Figura 9A). Nos 

caules, as plantas nutridas com NH4
+ apresentaram os maiores incrementos na relação Na+/K+ 

com o estresse salino, quando comparadas com os demais tratamentos de N, em quaisquer 

tempos de coleta (Figura 9B). 

Nas raízes, aos 7 dias, os aumentos mais pronunciados nesta relação foram 

verificados nas plantas nutridas com NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+, sendo esses aumentos 

de 12 vezes, em média, em relação aos respectivos controles (Figura 9C). Quando as plantas 

foram submetidas à salinidade por 14 dias, os maiores incrementos na relação Na+/K+ com o 

estresse foram observados nas plantas tratadas com a mistura NO3
-/NH4

+ e com NH4
+ (15 

vezes, em média). Levando-se em consideração os valores absolutos, a relação Na+/K+ foi 

maior nas raízes que nas outras partes da planta, especialmente no final do experimento, e isso 

se deveu ao fato de as raízes terem sido o órgão que mais acumulou Na+ e que apresentou as 

maiores reduções nos teores de K+ (Figura 9). Em comparação às demais fontes de N, plantas 

nutridas com NH4
+ apresentaram maiores aumentos na relação Na+/K+ em condições de 

salinidade, sendo esse efeito mais pronunciado na parte aérea (folhas e caules), aos 14 dias de 

estresse. Resultados semelhantes foram observados também em trigo e em Leptochloa fusca 

(AL-MUTAWA; EL-KATONY, 2001; MAHMOOD; KAISER, 2003). 

A salinidade e as diferentes fontes de N alteraram significativamente a absorção e 

a distribuição de Cl- nas plantas de girassol (Figura 10). Nas folhas, em ambos os tempos de 

estresse, os maiores aumentos nos teores de Cl-, com o estresse salino, foram observados nas 

plantas tratadas com NO3
-, seguidas daquelas nutridas com a mistura NO3

-/NH4
+ e somente 

NH4+; essas últimas plantas apresentaram os maiores teores de Cl-, tanto em condições 

controle como de salinidade, em comparação com os demais tratamentos de N (Figura 10A). 

Resposta semelhante foi observada nos caules, porém nesse órgão os teores de Cl- das plantas 

nutridas com NH4
+, aos 14 dias, não foram alterados significativamente pela salinidade 

(Figura 10B).  

Nas raízes, em ambos os tempos de estresse, os maiores aumentos nos teores de 

Cl- em função da salinidade foram observados nas plantas nutridas com NO3
- (Figura 10C). 
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Além disso, aos 7 dias, plantas estressadas e nutridas com NH4
+ acumularam menos Cl- que as 

das demais fontes de N, sob as mesmas condições, contudo, aos 14 dias, ainda em condições 

de estresse, essas plantas acumularam mais Cl-, seguidas das tratadas com a mistura NO3
-

/NH4
+, e por fim, das tratadas com apenas NO3

- (Figura 10C). 

 
Figura 9. Relação Na+/K+ em folhas (A), caules (B) e raízes (C) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) 
nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino 
(colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas 
iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam 
o erro padrão da média. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 10. Teores de Cl- em folhas (A), caules (B) e raízes (C) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) 
nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino 
(colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas 
iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam 
o erro padrão da média.  

 

Em termos quantitativos, os íons Cl- acumularam-se mais nas raízes e nos caules 

do que nas folhas, evidenciando a capacidade das plantas de girassol de limitar o transporte 

desse íon para os tecidos foliares. Esse controle tem sido proposto como uma característica de 

tolerância particularmente importante em glicófitas (MUNNS, 2002) e envolve processos que 

minimizam o transporte de sais das raízes para a parte aérea ou que maximizam sua absorção 

no xilema radicular e caulinar (PARANYCHIANAKIS; CHARTZOULAKIS, 2005). 

A salinidade aumentou a eficiência de absorção de Cl- (EACl) quando as plantas 

de girassol foram nutridas com NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+, em ambos os tempos de 

estresse; nas plantas nutridas com NH4
+, houve redução da EACl aos 7 dias de estresse salino, 
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e essa eficiência manteve-se inalterada aos 14 dias de estresse (Tabela 4). Nos dois tempos de 

estresse, as plantas nutridas com NH4
+ apresentaram as maiores EACl, seguida daquelas 

nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+, e por fim, das nutridas com NO3
-, sendo isso observado 

tanto em condições controle, quanto de salinidade (Tabela 4). 

 
Tabela 4. Eficiências de absorção (EACl) e de transporte (ETCl) de Cl- em plantas de girassol (Helianthus annuus 
L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (NaCl a 0 mM) ou de estresse salino 
(NaCl a 75 mM) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas 
iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). 
 

NaCl 
(mM) 

EACl 
(µmol Cl- mg-1 massa seca de raiz) 

7 dias  14 dias 
NO3

- NO3
-/NH4

+ NH4
+  NO3

- NO3
-/NH4

+ NH4
+ 

0 1,060 Bc 2,563 Bb 11,621 Aa  1,109 Bc 2,838 Bb 7,062 Aa 
75 6,115 Ab 6,556 Ab 9,832 Ba  3,943 Ac 5,450 Ab 7,176 Aa 

NaCl 
(mM) 

ETCl 
(µmol Cl- parte aérea µmol-1 Cl- planta) 

7 dias  14 dias 
NO3

- NO3
-/NH4

+ NH4
+  NO3

- NO3
-/NH4

+ NH4
+ 

0 0,525 Ac 1,018 Ab 1,805 Aa  1,731 Aab 2,082 Aa 0,958 Ab 
75 0,764 Ab 0,704 Bb 1,705 Aa  0,941 Ba 0,801 Ba 0,762 Aa 

 

A eficiência de transporte de Cl- (ETCl) foi reduzida pela salinidade nas plantas 

nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+, aos 7 e 14 dias de estresse, e nas plantas nutridas com 

NO3
-, aos 14 dias (Tabela 4). Sob condições salinas, a fonte de N influenciou a ETCl apenas 

aos 7 dias de estresse, em cujo tempo as plantas nutridas com NH4
+ apresentaram a maior 

ETCl (Tabela 4).  

O acúmulo de Cl- e Na+ em plantas submetidas ao estresse salino tem um efeito 

negativo no metabolismo vegetal (MUNNS; TERMAAT, 1986). Dessa forma, a toxicidade do 

Cl- pode explicar, pelo menos em parte, a redução no crescimento observada em condições de 

salinidade. Variações no acúmulo de Cl- têm sido usadas para explicar diferenças na 

tolerância ao NaCl entre as espécies (MARSCHNER, 1995), entretanto o acúmulo desse íon 

também é dependente da fonte de N a que as plantas são submetidas. Quando as plantas foram 

nutridas com NO3
-, houve variações mais evidentes nos teores de Cl- das diversas partes das 

plantas de girassol, em função da salinidade (Figura 10). Plantas nutridas com NO3
- e com a 

mistura NO3
-/NH4

+ acumularam menos Cl- nas diversas partes das plantas e tiveram menor 

EACl, em ambos os tempos de estresse, em comparação com aquelas nutridas com NH4
-. Com 

esses resultados, verifica-se que a presença de NO3
- no meio de cultivo reduz a absorção de 

Cl-, que é um íon tóxico, aumentando consequentemente a resistência das plantas ao estresse 

salino (DING et al., 2010; FEIJÃO et al., 2013). Por outro lado, quando as plantas tiveram o 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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NH4
+ como única fonte de N, houve maior acúmulo de Cl- nas diversas partes da planta e 

maior EACl, tanto em condições controle, quanto de salinidade (Figura 10). Esses resultados 

estão relacionados ao fato de as plantas nutridas com NH4
+ possuírem um pH citosólico baixo, 

uma condição que aumenta a absorção de ânions (FIGUEIRA; CALDEIRA, 2005). Sob 

condições salinas, a nutrição com NH4
+ estimula o influxo de Cl-, aumentando a toxicidade 

associada com o acúmulo desse íon (FIGUEIRA; CALDEIRA, 2005; PEUKE; JESCHKE; 

HARTUNG, 1998). Resultados semelhantes já foram reportados anteriormente em girassol 

(ASHRAF; SULTANA, 2000) e também em outras espécies, tais como ervilha (FIGUEIRA; 

CALDEIRA, 2005) e Leptochloa fusca (MAHMOOD; KAISER, 2003). 

Os teores de NO3
- foram reduzidos pela salinidade nos diversos órgãos das plantas 

cultivadas com NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+, não tendo havido efeito desse estresse nas 

plantas tratadas apenas com NH4
+ (Figura 11). Nas folhas e nos caules, pôde-se observar que 

as plantas nutridas com NO3
- apresentaram os maiores teores desse íon, tanto em condições 

controle, quanto de estresse salino, seguida das tratadas com a mistura NO3
-/NH4

+ e, por fim, 

daquelas tratadas com NH4
+, as quais, como esperado, apresentaram baixíssimas 

concentrações de NO3
- (Figura 11A e 11B). Nas folhas, aos 7 dias de estresse, a maior 

redução nos teores de NO3
-, causada pela salinidade, foi observada nas plantas cultivadas com 

a mistura NO3
-/NH4

+ (73%), enquanto que, aos 14 dias, as plantas nutridas com NO3
- foram as 

que mais reduziram os teores desse íon, em decorrência da salinidade (Figura 11A). Nos 

caules, em ambos os tempos, as plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ apresentaram as 

maiores reduções nos teores de NO3
- com o estresse salino, sendo essas reduções de 56%, aos 

7 dias, e de 73%, aos 14 dias, em comparação aos respectivos controles (Figura 11B). Nas 

raízes, plantas nutridas com NO3
- apresentaram as maiores reduções nos teores desse íon com 

a salinidade, em ambos os tempos de estresse (Figura 11C). Além disso, pôde-se observar 

que, nesse órgão, plantas cultivadas com NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+ acumularam NO3

- 

em níveis semelhantes em seus tecidos, em condições de salinidade.  

A eficiência de absorção de NO3
- (EANO3) em ambos os tempos de estresse foi 

reduzida pelo estresse salino nas plantas nutridas com NO3
- ou com a mistura NO3

-/NH4
+ 

(Tabela 5). As maiores reduções causadas pela salinidade na EANO3 foram observadas nas 

plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+, em ambos os tempos de exposição à salinidade, 

sendo essas reduções de 69%, aos 7 dias, e de 76%, aos 14 dias, em comparação aos 

respectivos controles. A maior EANO3, aos 7 dias de estresse, foi observada nas plantas que 

tiveram NO3
- como única fonte de N, contudo, aos 14 dias, isso também pôde ser observado 

naquelas cultivadas com a mistura NO3
-/NH4

+, tanto em condições controle, como de 
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Figura 11. Teores de NO3
+ em folhas (A), caules (B) e raízes (C) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) 

nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino 
(colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas 
iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam 
o erro padrão da média. 

 
Tabela 5. Eficiências de absorção (EANO3) e de transporte (ETNO3) de NO3

- em plantas de girassol (Helianthus 

annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (NaCl a 0 mM) ou de estresse 
salino (NaCl a 75 mM) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras 
minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). 
 

NaCl 
(mM) 

EANO3 
(µmol NO3

- mg-1 massa seca de raiz) 
7 dias  14 dias 

NO3
- NO3

-/NH4
+ NH4

+  NO3
- NO3

-/NH4
+ NH4

+ 
0 3,760 Aa 3,289 Ab 0,106 Ac  4,816 Aa 4,890 Aa 0,097 Ab 
75 1,410 Ba 1,018 Bb 0,081 Ac  1,458 Ba 1,188 Ba 0,083 Ab 

NaCl 
(mM) 

ETNO3 
(µmol NO3

- parte aérea µmol-1 NO3
- planta) 

7 dias  14 dias 
NO3

- NO3
-/NH4

+ NH4
+  NO3

- NO3
-/NH4

+ NH4
+ 

0 0,922 Ba 0,914 Aa 1,090 Ba  1,478 Bb 1,798 Aab 2,410 Aa 
75 1,653 Aa 1,125 Aa 1,529 Aa  2,295 Aa 1,680 Ab 1,949 Aa 
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salinidade (Tabela 5). Nas plantas nutridas com NH4
+, não houve efeito da salinidade e, como 

esperado, a EANO3 foi muito baixa (Tabela 5). De maneira geral, a eficiência de transporte de 

NO3
- (ETNO3) aumentou com o estresse salino, aos 7 dias, não tendo havido efeito da fonte de 

N sobre essa variável. Aos 14 dias, por sua vez, a ETNO3 aumentou com a salinidade apenas 

nas plantas tratadas com NO3
-, e em condições salinas, a maior ETNO3 foi observada nas 

plantas nutridas com NO3
- e com NH4

+ (Tabela 5). 

Os teores de NO3
- nos diversos orgãos das plantas de girassol e a EANO3 foram 

reduzidos pela salinidade nos diferentes tratamentos com N, com exceção das plantas nutridas 

com NH4
+, que apresentaram baixíssimas concentrações desse íon e foram pouco afetadas 

pelo estresse salino (Figura 11). O efeito negativo da salinidade na absorção de NO3
- já foi 

relatado em várias espécies com tolerância diferencial ao estresse salino, sendo isso devido à 

competição direta entre os íons Cl- e NO3
- pelo mesmo transportador, a um menor 

carregamento de NO3
- através do xilema radicular ou a alterações na integridade da membrana 

(ABD-EL BAKI et al., 2000; ARAGÃO et al., 2010; BARHOUMI et al., 2010; FEIJÃO et 

al., 2013; MANSOUR; SALAMA, 2004). 

O estresse salino aumentou a relação Cl-/NO3
- nas diversas partes das plantas de 

girassol, contudo isso dependeu da fonte de N empregada (Figura 12). Nas folhas, essa 

relação aumentou com a substituição gradativa do NO3
- por NH4

+ na solução nutritiva. Dessa 

forma, tanto em condições controle, como de salinidade, as plantas nutridas com NH4
+ foram 

as que apresentaram os maiores valores dessa relação (Figura 12A). Em ambos os tempos de 

coleta, entretanto, o efeito da salinidade sobre a relação Cl-/NO3
- foi mais evidente nas plantas 

nutridas com NO3
-, nas quais essa variável aumentou aproximadamente 16 vezes, aos 7 dias, e 

11 vezes, aos 14 dias, em comparação aos seus respectivos controles. A relação Cl-/NO3
- nas 

folhas das plantas nutridas com NH4
+ foi a menos afetada pelo estresse, em comparação a dos 

demais tratamentos de N; ainda nessas plantas, a relação Cl-/NO3
- das folhas aumentou 

aproximadamente duas vezes, aos 7 dias de estresse (Figura 12A). Nos caules, os maiores 

incrementos na relação Cl-/NO3
- aos 7 dias de estresse, em função da salinidade, foram 

observados nas plantas nutridas com NO3
-, porém, aos 14 dias, a salinidade aumentou em uma 

mesma proporção (aproximadamente 8 vezes) a relação Cl-/NO3
- nas plantas nutridas com 

NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+ (Figura 12B). Em ambos os tempos avaliados, não se 

verificou qualquer efeito da salinidade sobre a relação Cl-/NO3
- nos caules das plantas 

nutridas com NH4
+, e essas plantas foram as que apresentaram os maiores valores dessa 

relação nesses órgãos, tanto em condições controle como de salinidade (Figura 12B). Nas 

raízes, semelhantemente às folhas, os maiores incrementos causados pela salinidade na 
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relação Cl-/NO3
- foram observados nas plantas nutridas com NO3

-, e a essa relação foi menos 

afetada pelo estresse nas plantas nutridas com NH4
+ (Figura 12C). Esses resultados sugerem 

que uma maior concentração de NO3
- no meio de cultivo reduz a absorção e o acúmulo de Cl- 

(DING et al., 2010; FEIJÃO et al., 2013). 

Figura 12. Relação Cl-/NO3
- em folhas (A), caules (B) e raízes (C) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) 

nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino 
(colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas 
iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam 
o erro padrão da média. 

 
 

De maneira geral, os teores de NH4
+ nos diversos órgãos das plantas de girassol 

foram pouco afetados pela salinidade (Figura 13). Além disso, plantas que tiveram NH4
+ 

como única fonte de N acumularam mais esse íon (Figura 13). Nas folhas, a salinidade afetou 

os teores de NH4
+ apenas nas plantas nutridas com esse íon, nas quais houve redução de 32% 
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nesses teores, aos 7 dias, e aumento de 31%, aos 14 dias, em comparação aos seus respectivos 

controles (Figura 13A). Convém ressaltar que, entre os órgãos das plantas nutridas com NH4
+, 

as folhas foram os que mais acumularam esse íon (Figura 13). De maneira semelhante ao 

ocorrido nas folhas, os teores de NH4
+ nos caules e nas raízes foram afetados pela salinidade 

apenas nas plantas nutridas com esse íon, contudo isso só pôde ser verificado ao final do 

experimento, em que houve reduções de 44%, nos caules, e de 32%, nas raízes dessas plantas, 

em razão da salinidade (Figura 13B e 13C). 

 
Figura 13. Teores de NH4

+ em folhas (A), caules (B) e raízes (C) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) 
nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino 
(colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas 
iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam 
o erro padrão da média. 

 
Como esperado, durante todo o período experimental, as maiores eficiências de 

absorção de NH4
+ (EANH4) foram observadas nas plantas que tiveram esse íon como única 

fonte de N (Tabela 6). Aos 7 dias de estresse, a salinidade reduziu a EANH4 das plantas 
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nutridas com esse íon, ao passo que, aos 14 dias de estresse, houve redução da EANH4 tanto 

nas plantas nutridas com NO3
-, quanto naquelas nutridas com a mistura NO3

-/NH4
+ (Tabela 6). 

De modo semelhante a EANH4, em quaisquer tempos de estresse, as plantas nutridas com NH4
+ 

apresentaram as maiores eficiências de trasporte desse íon (ETNH4), havendo reduções pela 

salinidade somente nessas plantas, aos 7 dias, e naquelas nutridas com NO3
-, ao final do 

experimento (Tabela 6). A inibição da absorção do íon NH4
+ pela salinidade pode ser devida à 

competição direta com o Na+ ou à despolarização da membrana plasmática causada pelas altas 

concentrações de NaCl (HAWKINS; LEWIS, 1993). Contudo, os teores de NH4
+ nas diversas 

partes das plantas foram afetados pela salinidade apenas naquelas nutridas com esse íon 

(Figura 13). Diferentemente do encontrado neste estudo, houve aumentos nos teores de NH4
+ 

com a salinidade em plantas de soja, que independeram das fontes de N estudadas 

(BOURGEAIS-CHAILLOU; PEREZ-ALFOCEA; GUERRIER, 1992). 

 

Tabela 6. Eficiências de absorção (EANH4) e de transporte (ETNH4) de NH4
+ em plantas de girassol (Helianthus 

annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (NaCl a 0 mM) ou de estresse 
salino (NaCl a 75 mM) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras 
minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). 
 

NaCl 
(mM) 

EANH4 
(µmol NH4

+ mg-1 massa seca de raiz) 
7 dias  14 dias 

NO3
- NO3

-/NH4
+ NH4

+  NO3
- NO3

-/NH4
+ NH4

+ 
0 0,107 Ab 0,159 Ab 0,936 Aa  0,087 Ac 0,158 Ab 0,532 Aa 
75 0,104 Ab 0,181 Ab 0,582 Ba  0,067 Bc 0,118 Bb 0,593 Aa 

NaCl 
(mM) 

ETNH4 
(µmol NH4

+ parte aérea µmol-1 NH4
+ planta) 

7 dias  14 dias 
NO3

- NO3
-/NH4

+ NH4
+  NO3

- NO3
-/NH4

+ NH4
+ 

0 0,571 Ab 0,454 Ab 1,702 Aa  0,970 Ab 1,043 Ab 3,116 Aa 
75 0,480 Ab 0,564 Ab 1,303 Ba  0,748 Bc 1,323 Ab 3,034 Aa 

 

Neste estudo foi observado que as plantas nutridas com NH4
+ acumularam mais 

esse íon do que as plantas das demais fontes de N, e que não houve diferenças significativas 

nesses teores entre as plantas nutridas com NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+ (Figura 13). Em 

plantas de ervilha, os teores de NH4
+ aumentaram com o maior suprimento desse íon na 

solução nutritiva (CRUZ et al., 2011). Nesse mesmo sentido, em Camellia sinensis e em 

Catharanthus roseus, foi verificado que plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ 

acumularam bem mais NH4
+ do que aquelas nutridas com NO3

- (GUO; ZU; TANG, 2012; 

RUAN et al., 2007). Dessa maneira, é provavel que, nas plantas de girassol nutridas com a 

mistura NO3
-/NH4

+, esse íon tenha sido destinado para outras rotas metabólicas, tais como a 

assimilação de NH4
+ em aminoácidos. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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 4.7 Teores de NO3
- e NH4

+ na seiva do xilema 

 

Os efeitos da salinidade e das diferentes fontes de N sobre a concentração de NO3
- 

e NH4
+ na seiva xilemática de plantas de girassol estão mostrados na Figura 14. Em ambos os 

tempos analisados, a salinidade reduziu a concentração de NO3
- da seiva xilemática das 

plantas nutridas com esse íon ou com a mistura NO3
-/NH4

+, não tendo havido qualquer efeito 

desse estresse na concentração de NO3
- das plantas nutridas com NH4

+ (Figura 14A). 

Figura 14. Teores de NO3
- (A) e NH4

+ (B) na seiva do xilema de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) 
nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino 
(colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas 
iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam 
o erro padrão da média. 

 

As maiores reduções nos teores de NO3
- na seiva do xilema, em decorrência do 

estresse salino, foram observadas nas plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+, sendo essas 

reduções de 60%, aos 7 dias, e de 48%, aos 14 dias, em comparação aos respectivos controles. 

Além disso, foi observado, principalmente aos 14 dias, que a concentração de NO3
- na seixa 

do xilema diminuiu à medida que a concentração desse íon no meio de cultivo foi reduzida, 

tanto em condições controle, quanto de estresse salino (Figura 14A). Isso pode ser explicado 

pelo fato de o íon NO3
-, além de ser um nutriente, atuar como sinalizador bioquímico sobre a 

expressão de genes relacionados com o seu transporte na membrana celular (FORDE, 2002). 
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Dessa maneira, a maior expressão desses genes determina o aumento da quantidade de NO3
- 

absorvido pela planta, em função da disponibilidade desse íon no meio externo. 

Como visto, a salinidade reduziu a translocação de NO3
- na seiva do xilema das 

plantas de girassol. Resultados semelhantes foram verificados por outros autores (ABD-EL 

BAKI et al., 2000; ARAGÃO et al., 2010). A redução do fluxo de íons na seiva xilemática, 

causada pela salinidade, ocorre devido aos efeitos osmóticos e tóxicos desse estresse, os quais 

podem romper a integridade das membranas radiculares e, consequentemente, dificultar o 

carregamento de nutrientes no xilema da raiz (ABD-EL BAKI et al., 2000; ARAGÃO et al., 

2010). No caso do NO3
-, outro fator é adicionado quando as plantas encontram-se em 

condições de salinidade: a competição direta entre os íons Cl- e NO3
- pelo mesmo 

transportador (ARAGÃO et al., 2010; MILLER; CRAMER, 2004; RUBINIGG et al., 2005). 

A salinidade pouco influenciou a concentração de NH4
+ na seiva xilemática de 

plantas de girassol; houve aumentos nessa variável apenas nas plantas cultivadas com a 

mistura NO3
-/NH4

+ (Figura 14B). A nutrição nitrogenada baseada unicamente no NH4
+ 

resultou em concentrações elevadas desse íon na seixa xilemática, sendo isso mais pronuciado 

com o aumento do período de experimental. Esses resultados corroboram aqueles encontrados 

para os teores de NH4
+ nas folhas e caules de plantas de girassol (Figura 13A e 13B). O maior 

acúmulo e transporte de NH4
+ para a parte aérea, observado nas plantas nutridas unicamente 

com esse íon, parece ser uma razão significante para o menor crescimento dessas plantas 

(Figura 1 e 2), o qual pode ser justificado pela toxidez do NH4
+. Várias plantas apresentam 

sintomas de toxidez quando a fonte de N é exclusivamente o NH4
+ (EHLTING et al., 2007; 

FEIJÃO, 2009; FRECHILLA et al, 2001; GERENDÁS et al., 2007), e entre os principais 

sintomas dessa toxidez, está a inibição geral do crescimento (BRITTO; KRONZUCKER, 

2002). 

 

4.8 Teores de N-aminossolúveis 

 

De maneira geral, os teores de N-aminossolúveis foram pouco influenciados pela 

salinidade, contudo variaram significativamente em função da fonte de N empregada (Figura 

15). Nas folhas, os teores de N-aminossolúveis foram aumentados pelo estresse salino, aos 7 

dias, nas plantas nutridas com NO3
- (34%) e com a mistura NO3

-/NH4
+ (70%), em 

comparação aos seus respectivos controles (Figura 15A). Aos 14 dias, os maiores aumentos 

causados pela salinidade foram observados nas plantas nutridas com NH4
+ (49%). Nos caules, 

a salinidade elevou os teores de N-amonissolúveis apenas das plantas que foram nutridas com 
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a mistura NO3
-/NH4

+, aos 7 dias (Figura 15B), enquanto que, nas raízes, houve uma pequena 

elevação nesses teores (24%) apenas nas plantas nutridas com NH4
+, aos 14 dias de estresse 

(Figura 15C). Com relação às fontes de nitrogênio, de maneira geral, plantas nutridas com 

NH4
+ apresentaram os maiores teores de N-aminossolúves, quando comparadas com as dos 

demais tratamentos de N, sendo isso observado, sobretudo nas folhas (Figura 15A, 15B e 

15C). Resultados semelhantes foram encontrados em plantas de ervilha, milho e sorgo, nas 

quais também houve maior acúmulo de N-aminossolúveis quando as plantas foram nutridas 

com NH4
+, em comparação com as cultivadas apenas com NO3

- (FEIJÃO, 2009; 

FRECHILLA et al., 2001; MIRANDA et al., 2013). 

 
Figura 15. Teores de N-aminossolúveis em folhas (A), caules (B) e raízes (C) de plantas de girassol (Helianthus 

annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de 
estresse salino (colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras 
minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras 
representam o erro padrão da média. 
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Neste estudo, foi também observado que plantas nutridas com a mistura NO3
-

/NH4
+, em comparação às nutridas com NO3

-, acumularam mais N-aminossolúveis (Figura 

15). Guo, Zu e Tang (2012) sugeriram que plantas cultivadas em soluções contendo NH4
+ têm 

uma maior quantidade de N disponível em comparação com as cultivadas apenas com NO3
-, e 

isso, provavelmente, deve ter contribuído para o menor crescimento observado nas plantas de 

girassol nutridas com NO3
-, em comparação com as nutridas com NO3

-/NH4
+, principalmente 

em condições de estresse, uma vez que nessas condições ocorre uma competição direta entre o 

Cl- e NO3
-, reduzindo, portanto, a absorção da única fonte de N disponível para essas plantas 

na solução nutritiva, resultando, consequentemente, em uma menor quantidade de N nos 

tecidos. 

O acúmulo de aminoácidos livres em tecidos de plantas sob salinidade é 

comumente reportado como uma resposta ao estresse salino, sendo isso observado tanto para 

genótipos sensíveis, como tolerantes aos sais (AZEVEDO NETO et al., 2004;  AZEVEDO 

NETO; PRISCO; GOMES-FILHO, 2009; DLUZNIEWSKA et al., 2007). O papel da maioria 

desses N-aminossolúveis que são acumulados ainda não está bem esclarecido, mas é provável 

que esses compostos, quando presentes em altas concentrações, contribuam para processos de 

regulação osmótica e de osmoproteção. Além de aumentar a pressão osmótica do citosol, 

baixando seu potencial hídrico, eles podem proteger macromoléculas, ou servir como fonte de 

N e energia, podendo também atenuar os efeitos do estresse oxidativo por eliminar EROs 

(MANSOUR, 2000). O aumento da concentração de aminoácidos livres em condições de 

estresse salino está, geralmente, relacionado com a degradação de proteína e/ou com a 

inibição da síntese de proteína (NGUYEN et al., 2005) e pode também ser um mecanismo de 

prevenção ao acúmulo de NH4
+ livre em níveis tóxicos na planta nessas condições (GIVAN, 

1979). Neste estudo, o aumento nos teores de NH4
+ com a salinidade, verificado nas folhas 

das plantas cultivadas com esse íon, aos 14 dias (Figura 13), foi acompanhado por um 

aumento semelhante de N-aminossolúveis nessas mesmas plantas (Figura 15). 

 

4.9 Teores de aminoácidos 

 

Os teores dos aminoácidos glutamato, aspartato, glutamina, asparagina, serina e 

prolina foram determinados em folhas de girassol. Esses teores, de maneira geral, foram 

afetados pela salinidade e pelas fontes de N empregadas (Figura 16). Aos 7 dias, os teores de 

glutamato foram afetados pela salinidade apenas nas plantas nutridas com a mistura NO3
-

/NH4
+ nas quais houve uma redução de 32% devido ao estresse (Figura 16A). Apesar disso, 
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essas plantas foram as que mais acumularam esse aminoácido, tanto em condições controle, 

como de estresse salino (Figura 16). Aos 14 dias, os teores de glutamato foram reduzidos pela 

salinidade tanto nas plantas nutridas com NO3
- quanto naquelas nutridas com a mistura NO3

-

/NH4
+ (Figura 16A). 

 
Figura 16. Teores de glutamato (A), aspartato (B), glutamina (C), asparagina (D), serina (E) e prolina (F) de 
folhas de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a 
condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino (colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas 
iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem 
estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam o erro padrão da média. 

 

Durante todo o período experimental, a variação dos teores de aspartato frente à 

salinidade dependeu da fonte de N (Figura 16B). Nas plantas nutridas com NO3
-, houve 

reduções nos teores de aspartato com o estresse; já nas plantas tratadas com NH4
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salinidade aumentou os teores desse aminoácido, ao passo que, nas plantas nutridas com a 

mistura NO3
-/NH4

+, não houve qualquer efeito do estresse salino nos teores de aspartato 

(Figura 16B). Aos 7 dias, plantas nutridas com NO3
- tiveram seus teores de glutamina 

reduzidos pela salinidade, enquanto que, nas plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+, 

houve aumento de aproximadamente três vezes nos teores desse aminoácido com o estresse 

(Figura 16C). Aos 14 dias, a salinidade elevou os teores de glutamina em todos os tratamentos 

de N, e os maiores aumentos nesses teores foram observados nas plantas nutridas com a 

mistura NO3
-/NH4

+ (cerca de quatro vezes, em relação ao controle) (Figura 16C). 

Aos 7 dias, os teores de asparagina foram afetados pela salinidade de maneira 

similar nas plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ e com NH4
+; nesses casos, houve 

aumento médio de aproximadamente 100%, em comparação aos respectivos controles (Figura 

16D). Já aos 14 dias, houve aumentos nos teores desse aminoácido com a salinidade em todos 

os tratamentos de N, sendo os maiores aumentos verificados em plantas tratadas com NH4
+. 

Os teores de serina foram aumentados pelo estresse salino em todos os tratamentos de N e 

durante todo o período experimental (Figura 16E). Aos 7 dias, os maiores aumentos nos 

teores de serina foram observados nas plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ (cerca de 

três vezes). No final do experimento, os teores desse aminoácido foram aumentados pela 

salinidade, de maneira mais pronunciada, nas plantas nutridas com NO3
- e com a mistura NO3

-

/NH4
+, sendo esses aumentos de 65%, em média, em comparação aos controles (Figura 16E). 

Em ambos os tempos analisados, os teores de prolina foram aumentados pela salinidade nas 

plantas nutridas com NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+, enquanto que, nas plantas nutridas 

com NH4
+, essa mesma resposta foi observada somente aos 14 dias (Fgura 16F).  

Em ambos os tempos de estresse, as plantas nutridas com NH4
+ acumularam 

glutamina, asparagina e serina em altas quantidades, sendo, portanto, as que mais acumularam 

esses aminoácidos, em comparação aos demais tratamentos de N, seguida das nutridas com a 

mistura NO3
-/NH4

+ e, por fim, daquelas nutridas com apenas NO3
- (Figura 16C, 16D e 16E). 

Uma das respostas de defesa das plantas contra a toxicidade causada pelo excesso de NH4
+ em 

suas células é a incoporação desse íon em aminoácidos com alta relação N/C, tais como 

glutamina, asparagina e prolina (BIALCZYK et al., 2005; FOYER; PARRY; NOCTOR, 

2003; GUO; ZU; TANG, 2012; SKOPELITIS et al., 2006). Em concordância com essa 

afirmação, neste estudo, foram observados altos teores desses aminoácidos em plantas 

cultivadas com a mistura NO3
-/NH4

+, em comparação com as nutridas com apenas NO3
-. 

Além disso, os teores de glutamina e asparagina foram demasiadamente maiores nas plantas 

nutridas apenas com NH4
+ (Figura 16C e 16D), resultado semelhante ao encontrado por 
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outros autores (MAGALHÃES; HUBER; TSAI, 1995). Esse mecanismo, porém, não foi 

suficiente para desintoxicar as plantas de girassol sob essa nutrição. De modo contrário, 

plantas de Leptochloa fusca cultivadas com NH4
+ mantiveram seu crescimento, apresentaram 

baixos teores desse íon nos tecidos e altos níveis de aminoácidos, quando comparadas às 

plantas nutridas com NO3
-, indicando uma desintoxicação efetiva do NH4

+ nessas plantas 

(MAHMOOD; KAISER, 2003). Mudanças no perfil de aminoácidos em plantas supridas com 

NH4
+ são comuns, porém não podem ser estritamente apontadas como um sintoma de toxidez, 

já que isso é observado mesmo quando o NH4
+ não suprime o crescimento (BRITTO; 

KRONZUCKER, 2002; MAHMOOD; KAISER, 2003; MIRANDA et al., 2013). 

    O acúmulo de glutamina em condições de estresse salino foi detectado também 

em outras espécies (AMONKAR; KARMARKAR, 1995; EHLTING et al., 2007). Tanto a 

rota de assimilação de NH4
+, como a de reassimilação desse composto gerado na 

fotorrespiração, aumenta a síntese de glutamina. Portanto, mudanças na fotorrespiração 

podem ter causado os aumentos na glutamina com o estresse salino e com a nutrição com 

NH4
+ (EHLTING et al., 2007). Outro produto da fotorrespiração que também aumentou sob 

essas duas condições foi a serina (Figura 16E). Tang et al. (2011) observaram que a 

fotorrespiração foi promovida em plantas nutridas com NH4
+. Em folhas de Populus e milho, 

os teores de serina foram também bastante aumentados em condições de estresse, em razão 

possivelmente de um aumento na fotorrespiração com a salinidade (AZEVEDO NETO; 

PRISCO; GOMES-FILHO, 2009; DLUZNIEWSKA et al., 2007). Em adição ao seu papel na 

fotorrespiração, a serina também é considerada um agente osmoprotetor (DLUZNIEWSKA et 

al., 2007; PATRICK; BRADLEY, 2000).   

Os teores de prolina foram aumentados em condições de estresse salino nas 

plantas nutridas com NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+, sendo os maiores aumentos causados 

por este estresse observados nestas últimas (Figura 16F). A prolina é cerca de 300 vezes mais 

solúvel em água do que outros aminoácidos e assim pode atuar como um osmólito 

(EHLTING et al., 2007). O acúmulo de prolina já foi observado em várias espécies, em 

resposta ao estresse salino (AZEVEDO NETO; PRISCO; GOMES-FILHO, 2009; 

DLUZNIEWSKA et al., 2007; TANG et al., 2011), inclusive em girassol (JABEEN; 

AHMAD, 2013). Por meio de alguns estudos, verifica-se que a prolina e outros aminoácidos 

desempenham importante papel no balanço osmótico de células sob estresse salino e hídrico, 

além de estabilizar estruturas subcelulares (membranas e proteínas) sob condições de estresse 

(PARIDA; DAS, 2005). O acúmulo desses compostos em plantas sob estresse salino vem 
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sendo proposto como marcador fisiológico durante a seleção para tolerância à salinidade 

(AZEVEDO NETO et al., 2004; AZEVEDO NETO; PRISCO; GOMES-FILHO, 2009). 

 

4.10 Teores de nitrogênio total e eficiência no uso do nitrogênio 

 

Os teores de nitrogênio total (N-total) em plantas de girassol foram ora elevados 

pela salinidade, ora reduzidos por esse estresse (Figura 17). Nas folhas, a salinidade afetou os 

teores de N-total apenas nas plantas nutridas com NH4
+, nas quais esses teores aumentaram 

16% com o estresse, em média, durante todo o período experimental (Figura 17A). Além 

disso, os maiores teores de N-total foram verificados nas plantas nutridas com NH4
+ e sob 

condições de estresse, em comparação com as demais nutrições de N estudadas. Nos caules, 

em ambos os tempos de estresse, a salinidade reduziu os teores de N-total das plantas 

cultivadas com NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+, sendo essas reduções de, em média, 20%, 

aos 7 dias, e de 18%, aos 14 dias, em relação aos respectivos controles (Figura 17B). 

Nas plantas nutridas com NH4
+, a salinidade aumentou os teores de N-total em 

24%, aos 7 dias de estresse. Nas raízes, em ambos os tempos de coleta, apenas as plantas 

nutridas com NO3
- tiveram os teores de N-total afetados pela salinidade, sendo observadas 

reduções de 27%, aos 7 dias, e de 16%, aos 14 dias (Figura 17C). Além disso, plantas 

estressadas e nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ ou apenas NH4
+ acumularam mais nitrogênio 

em suas raízes do que aqueles nutridas com NO3
-, sob as mesmas condições, durante todo o 

período experimental. Esses resultados são concordantes com os encontrados nos teores de N-

aminossolúveis (Figura 15) e aminoácidos (Figura 16), pois reforçam a menor disponibilidade 

de N nas plantas de girassol nutridas apenas com NO3
-, em condições de estresse. Contudo, as 

respostas das plantas à salinidade e às fontes de N observadas nos teores de N-aminossolúveis 

e aminoácidos relacionaram-se parcialmente com os teores de N-total. Além disso, vale 

ressaltar que as alterações no crescimento observadas em plantas de girassol nutridas com 

diferentes fontes de N e sob salinidade não puderam ser correlacionadas com os teores de N-

total (Figuras 1, 2 e 17). 

Em plantas de milho e trigo, uma maior concentração de N foi encontrada nas 

plantas nutridas com NH4
+, comparadas com as demais fontes de N (FEIJÃO, 2009; LIPS et 

al., 1990). Contudo, em outros estudos, a concentração de N não dependeu da fonte de N 

empregada (EHLTING et al., 2007; IRSHAD; ENEJI; YASUDA, 2008). 
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Figura 17. Teores de nitrogênio (N) total em folhas (A), caules (B) e raízes (C) de plantas de girassol 
(Helianthus annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) 
ou de estresse salino (colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou 
letras minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As 
barras representam o erro padrão da média.  

 

A eficiência de utilização do nitrogênio (EUN) diferiu de acordo com a forma de 

N utilizada e com o estresse salino (Tabela 7). A salinidade reduziu a EUN de plantas nutridas 

com NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+, em ambos os tempos de estresse, sendo esse efeito 

mais pronunciado em plantas nutridas apenas com NO3
-. Aos 14 dias, plantas cultivadas sob 

nutrição combinada de N apresentaram a maior EUN em condições de salinidade. O estresse 

salino não alterou a EUN de plantas de girassol nutridas com NH4
+, porém essas plantas 

apresentaram os menores valores dessa variável, em comparação aos demais tratamentos de 
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N. A salinidade reduz a EUN principalmente devido a seus efeitos na absorção e no 

metabolismo de N e na síntese e na degradação de proteínas (ABD-EL BAKI et al., 2000; 

DLUZNIEWSKA et al., 2007; NGUYEN et al., 2005). A maior EUN em plantas nutridas com 

mistura NO3
-/NH4

+ em condições de salinidade foi devido a maior biomassa observada nessas 

plantas. Outros trabalhos também encontraram maiores EUN em regime de N combinado 

(WANG; BELOW, 1992; IRSHAD; ENEJI; YASUDA, 2008). 

 

Tabela 7. Eficiência de utilização do nitrogênio (EUN) em plantas de girassol (Helianthus annuus L.) nutridas 
com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (NaCl a 0 mM) ou de estresse salino (NaCl a 75 
mM) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas iguais, em um 
mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). 
 

NaCl 
(mM) 

EUN 
(g2 g-1 de N) 

7 dias  14 dias 
NO3

- NO3
-/NH4

+ NH4
+  NO3

- NO3
-/NH4

+ NH4
+ 

0 24,021 Aa 27,578 Aa 12,077 Ab  131,783 Aa 151,129 Aa 26,720 Ab
75 18,367 Ba 21,691 Ba 9,370 Ab  74,619 Bb 97,462 Ba 26,023 Ac

 

 

4.11 Teores de carboidratos solúveis 

 

De modo geral, os teores de carboidratos solúveis foram pouco alterados pela 

salinidade, na maioria dos tempos e tratamentos (Figura 18). Nas folhas, aos 7 dias de 

estresse, a salinidade reduziu, de maneira mais pronunciada, os teores de carboidratos solúveis 

das plantas nutridas com NH4
+, sendo essa redução de 46%, em comparação ao controle 

(Figura 18A). Além disso, durante todo o período experimental, houve um maior acúmulo de 

carboidratos solúveis nas folhas das plantas nutridas com NH4
+ em comparação às dos demais 

tratamentos de N, tanto em condições controle, quanto de salinidade (Figura 18A). 

Nos caules, a salinidade aumentou os teores de carboidratos solúveis em 19%, 

apenas aos 7 dias, nas plantas nutridas com NO3
- (Figura 18B). Aos 14 dias, houve nesse 

órgão um maior acúmulo de carboidratos solúveis nas plantas nutridas com a mistura NO3
-

/NH4
+, tanto em condições controle, quanto de estresse salino, em comparação aos outros 

tratamentos de N. Nas raízes, não houve efeito da salinidade sobre esses teores, contudo, as 

plantas nutridas com NH4
+, aos 14 dias, acumularam mais carboidratos solúveis, em 

comparação às demais fontes de N empregadas (Figura 18C). O acúmulo de carboidratos 

solúveis é uma importante estratégia para o aumento da tolerância das plantas à salinidade 

(CHEN et al., 2007), contudo, neste estudo, esse estresse pouco influenciou os teores de 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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carboidratos solúveis, indicando, portanto, que esses compostos possuem provavelmente um 

papel secundário nas resposta das plantas de girassol à salinidade. 

 
Figura 18. Teores de carboidratos solúveis em folhas (A), caules (B) e raízes (C) de plantas de girassol 
(Helianthus annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) 
ou de estresse salino (colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou 
letras minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As 
barras representam o erro padrão da média.  

 

Neste trabalho, de maneira geral, foi encontrado que plantas nutridas com NH4
+ 

acumularam mais carboidratos solúveis que as plantas nutridas com as outras fontes de N 

(Figura 18). Resultados semelhantes foram encontrados anteriormente (BIALCZYC et al., 

2005; FEIJÃO, 2009; MIRANDA et al., 2013). Plantas que crescem em meio com NH4
+ 

precisam evitar o efeito tóxico desse íon; dessa forma, o NH4
+ deve ser prontamente
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assimilado em compostos orgânicos, um processo que requer um alto suprimento de 

carboidratos (LIPS et al., 1990). Neste estudo, foram observados teores elevados de NH4
+ 

livre e carboidratos nas plantas nutridas com esse íon, principalmente nas folhas (Figuras 13 e 

18). Esses resultados sugerem que essas plantas induzem um maior acúmulo de carboidratos a 

fim de assimilar o NH4
+ em excesso (BIALCZYC et al., 2005; GUO, ZU; TANG, 2012). 

Contudo, a A e, consequentemente, a relação A/Ci foram reduzidas nessas plantas (Figura 3), 

portanto, como a assimilação de CO2 foi menor, a maior alocação de esqueletos carbônicos 

para a assimilação do NH4
+ em excesso pode ter resultado em prejuízo ao crescimento dessas 

plantas (Figuras 1 e 2). Esses estudos confirmam os resultados de outros autores, os quais 

mostraram que o status de carboidratos nas folhas está fortemente relacionado com a 

dinâmica de NH4
+ (RUAN et al., 2007; KANT et al., 2007). Segundo Mahmood e Kaiser 

(2003), o crescimento de raízes na presença de NH4
+ como única fonte de N foi prejudicado 

pelo maior acúmulo de carboidratos e compostos nitrogenados nas raízes dessas plantas. O 

efeito negativo do NH4
+ no crescimento foi parcialmente revertido pela a adição de NO3

- e/ou 

HCO3
- no meio de crescimento (BIALCZYK et al., 2005; SIDDIQI et al.,2002). Em outros 

estudos, porém, a fonte de N não influenciou os conteúdos de carboidratos nas plantas 

(FRECHILLA et al., 2001). 

 

4.12 Teores de amido 

 

Os teores de amido em folhas, caules e raízes de plantas de girassol estão 

apresentados na Figura 19. A salinidade praticamente não alterou esses teores durante todo o 

período experimental e nos diferentes órgãos analisados. Nas folhas, em concordância ao 

observado para os carboidratos solúveis, os maiores teores de amido foram verificados nas 

plantas nutridas com NH4
+, tanto em condições controle, como de salinidade, nos dois tempos 

analisados (Figura 19A). Contudo, nos caules, essa mesma resposta foi observada apenas aos 

14 dias de estresse salino (Figura 19B); ainda nesse órgão, houve aumento de 16% nos teores 

de amido nas plantas estressadas e nutridas com NO3
-, em comparação ao controle, aos 14 

dias. Nas raízes, aos 7 dias de estresse, pôde-se destacar o maior acúmulo de amido em 

plantas estressadas e nutridas com NH4
+, em comparação às outras fontes de N estudadas e 

sob as mesmas condições (Figura 19C). 
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Figura 19. Teores de amido em folhas (A), caules (B) e raízes (C) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) 
nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de estresse salino 
(colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras minúsculas 
iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras representam 
o erro padrão da média.  

 
 

 

O acúmulo de amido foi maior nas plantas nutridas com NH4
+, sendo isso 

verificado principalmente na parte aérea (Figura 19). Resultados semelhantes foram 

encontrados em plantas de tomateiro e fumo (BIALCZYK et al., 2005; WALCH-LIU et al., 

2000), contudo, em Leptochloa fusca e sorgo, o conteúdo de amido foi maior nas raízes das 

plantas nutridas com NH4
+, não havendo diferenças significativas nos conteúdos da parte 

aérea, em comparação com as plantas supridas com NO3
- (MAHMOOD; KAISER, 2003; 

MIRANDA et al., 2013).  
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4.13 Atividade das enzimas do metabolismo do N 

 

O efeito da salinidade sobre a atividade da enzima redutase do nitrato (NR) foi 

dependente da fonte de N a que as plantas estiveram submetidas. De modo geral, a atividade 

da NR nas folhas das plantas de girassol reduziu à medida que a concentração de NO3
- no 

meio de cultivo diminuiu; as plantas nutridas apenas com NH4
+, portanto, foram as que 

apresentaram a menor atividade da NR nesses órgãos, em ambos os tempos de estresse 

(Figura 20). Ainda nas folhas, a atividade da NR foi reduzida pela salinidade nas plantas 

nutridas com NO3
- ou NH4

+, mas não houve qualquer efeito significativo desse estresse nas 

plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+, em ambos os tempos de estresse (Figura 20A). 

Nas raízes, nos dois tempos analisados, a atividade da NR foi maior nas plantas nutridas com 

NO3
- e especialmente com a mistura NO3

-/NH4
+, e nessas últimas a salinidade aumentou em 

71% a atividade dessa enzima, aos 7 dias, e em 17%, aos 14 dias, em comparação aos 

respectivos controles. 

 
Figura 20. Atividade da redutase do nitrato (NR) em folhas (A) e raízes (B) de plantas de girassol (Helianthus 

annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de 
estresse salino (colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras 
minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras 
representam o erro padrão da média. 
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A NR é uma enzima-chave na regulação da assimilação de N (KAISER; HUBER, 

1994). Neste estudo, a atividade dessa enzima foi maior nas folhas do que nas raízes, e isso já 

havia sido observado anteriormente em plantas de milho e girassol (FEIJÃO, 2009; SILVA, 

2013), mas essa resposta não é regra geral, pois, em arroz e soja, as raízes foram os órgãos em 

que houve maior atividade da NR (BOURGEAIS-CHAILLOU; PEREZ-ALFOCEA; 

GUERRIER, 1992; KATIYAR; DUBEY, 1992). A maior atividade da NR nas folhas de 

girassol, em relação às raízes, relacinou-se fortemente com o intenso transporte de NO3
- via 

xilema, que dependeu da concentração desse íon na solução nutritiva (Figura 14). Além disso, 

houve uma menor concentração de NO3
- nas folhas, em comparação aos demais órgãos, que 

demonstra provavelmente a maior assimilação desse íon (Figura 11). A assimilação do NO3
- é 

energeticamente dispendiosa, por isso é mais vantajoso às plantas assimilar esse íon nas 

folhas, onde há alta concentração de açúcares e poder redutor advindos dos processos 

fotossintéticos (GLASS et al., 2002). 

A salinidade reduziu a atividade da NR das folhas, contudo nas raízes foram 

observados aumentos nessa atividade com esse estresse. O efeito da salinidade sobre a 

atividade da NR é bastante controverso e depende da espécie estudada. O estresse salino pode 

provocar redução (ABD-EL BAKI et al., 2000; DEBOUBA et al., 2006a, b; NATHAWAT et 

al., 2005; SILVEIRA et al., 2001; SURABHI et al., 2008), aumento (KATIYAR; DUBEY, 

1992; TANG et al., 2011) ou não alterar (ASLAM; HUFFAKER; RAINS, 1984) a atividade 

da NR. Em plantas de arroz, a atividade in vivo da NR foi aumentada pela salinidade 

marcadamente nas plantas tolerantes aos sais, enquanto que nas sensíveis houve redução nessa 

atividade. Esses autores concluíram que a tolerância à salinidade estaria associada com a 

maior atividade da NR e sua maior ativação sob salinização (KATIYAR; DUBEY, 1992). A 

redução na atividade da NR, encontrada em várias culturas submetidas à salinidade, é 

atribuída à inibição da absorção de NO3
- pelo Cl-, reduzindo a quantidade de substrato no sítio 

ativo da enzima (NATHAWAT et al., 2005; SILVEIRA et al., 2001).  

Particularmente nas folhas, houve atividade elevada da NR nas plantas nutridas 

com NO3
-, em ambos os tempos de coleta, e nas nutridas com a mistura NO3

-/NH4
+, aos 14 

dias. Isso está ligado à maior absorção de NO3
- nessas plantas, já que esse íon induz a 

atividade da NR através da alteração na expressão de seus genes, aumentando a transcrição 

deles (EHLTING et al., 2007; REDINBAUGH; CAMPBELL, 1991). De maneira similar, 

NO3
- foi o principal regulador da expressão e da atividade da NR em plantas de milho (ABD-

EL BAKI et al., 2000), ao passo que, em  Bruguiera paviflora, a salinidade reduziu a 
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atividade da NR, e isso foi acompanhado por um decréscimo nos teores de nitrato e de N-total 

nessas plantas (PARIDA; DAS, 2004). 

A atividade da redutase do nitrito (NiR) nas folhas foi maior nas plantas nutridas 

com NO3
-, em ambos os tempos de estresse. Aos 7 dias, a salinidade afetou a atividade dessa 

enzima apenas nas plantas nutridas com NH4
+, em que houve redução de 58% nessa atividade 

(Figura 21). Já aos 14 dias, a salinidade reduziu a atividade da NiR em todos os tratamentos 

de N, mas novamente as plantas nutridas com NH4
+ foram as mais afetadas por esse estresse 

(redução de 58%, em relação ao controle). Nas raízes, aos 7 dias de estresse, a atividade da 

NiR foi significativamente reduzida pela salinidade nas plantas nutridas com NO3
- e com a 

mistura NO3
-/NH4

+, não havendo, portanto, qualquer efeito desse estresse nas plantas nutridas 

com NH4
+ (Figura 21). Aos 14 dias, de modo geral, a atividade da NiR nas raízes foi maior 

nas plantas nutridas com NH4
+, e a salinidade aumentou essa atividade nas plantas nutridas 

com a mistura NO3
-/NH4

+ (Figura 21). 

 
Figura 21. Atividade da redutase do nitrito (NiR) em folhas (A) e raízes (B) de plantas de girassol (Helianthus 

annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) ou de 
estresse salino (colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou letras 
minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As barras 
representam o erro padrão da média. 
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Nas folhas, de maneira semelhante ao observado para a atividade da NR, plantas 

nutridas com NO3
- e com a mistura NO3

-/NH4
+ apresentaram as maiores atividades da NiR, 

tanto em condições controle, como de estresse salino, o que é coerente com o fato de a NR 

produzir o substrato para a atividade da NiR. Em plantas de tomate e mostarda, a atividade da 

NR como a da NiR foram maiores em plantas nutridas com NO3
- do que naquelas nutridas 

com NH4
+ (NASRAOUI-HAJAJIA et al., 2011; NATHAWAT et al., 2005). Isso sugere que a 

atividade da NR e da NiR é coordenada em folhas e que são reguladas pelo suprimento 

externo de NO3
- (DEBOUBA et al., 2006a). 

De maneira geral, a salinidade reduziu a atividade da NiR (Figura 21). Resultados 

semelhantes foram encontrados em plantas de soja, tomate, amoreira e ervilha 

(BOURGEAIS-CHAILLOU; PEREZ-ALFOCEA; GUERRIER, 1992; DEBOUBA et al., 

2006a; DEBOUBA et al., 2007; SHAHID et al., 2011; SURABHI et al., 2008), mas em 

plantas de arroz a atividade da NiR aumentou com a salinidade (KATIYAR; DUBEY, 1992). 

Aos 7 dias de estresse, a atividade da sintetase da glutamina (GS) nas folhas 

variou pouco com a fonte de N, mas a salinidade, por sua vez, reduziu a atividade dessa 

enzima nas plantas nutridas com NO3
- e a aumentou nas plantas nutridas com NH4

+, 

distinguindo-as daquelas nutridas com as demais fontes de N (Figura 22). Aos 14 dias, não 

houve efeito significativo da salinidade na atividade da GS em quaisquer das nutrições de N, e 

ela aumentou gradativamente à medida que a concentração de NH4
+ no meio de cultivo foi 

maior (Figura 22). Já nas raízes, aos 7 dias, a atividade da GS foi maior nas plantas nutridas 

com a mistura NO3
-/NH4

+, e a salinidade reduziu essa atividade em 30%, nessas mesmas 

plantas, e em 25%, naquelas nutridas com NH4
+ (Figura 22). Aos 14 dias, a atividade da GS 

nas raízes variou pouco entre os tratamentos de N e foi afetada pela salinidade apenas nas 

plantas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ (Figura 22). 

O NH4
+ produzido pela ação combinada das enzimas NR e NiR ou a partir de 

outras origens (solução do solo, fotorrespiração, degradação de proteínas) é incorporado em 

aminoácidos pela ação do sistema GS/GOGAT (sintetase da glutamina e sintase do 

glutamato). Em folhas de plantas nutridas com NH4
+, foi observada uma maior atividade da 

GS em comparação às demais fontes de N (CRUZ et al., 2011; HORCHANI et al., 2010; 

SHAN et al., 2012), e esse fato é concordante com o maior acúmulo de N-aminossolúveis e 

de glutamina nas folhas destas plantas (Figura 15A e 16C). Esses dados sugerem que a GS 

nas folhas desempenha um importante papel na assimilação do NH4
+ em excesso, contudo o 

nível de atividade da GS pareceu ser insuficiente para reduzir os teores de NH4
+ nas folhas, 

não sendo eficiente, portanto, para a desintoxicação dessas plantas (Figura 13). Magalhães e 
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Huber (1991), trabalhando com plantas de arroz, também verificaram que a atividade da GS 

aumentou nitidamente na presença de NH4
+, porém isso foi acompanhado pela redução de 

NH4
+. Ademais, a atividade da GS foi maior nas raízes do que nas folhas, fato que 

provavelmente permitiu a maior assimilação de NH4
+ nas raízes (HORCHANI et al., 2010), 

contudo, em outros estudos, houve uma resposta contrária, indicando que isso varia com a 

espécie em questão (CRUZ et al., 2011; SHAN et al., 2012). 

 
Figura 22. Atividade da sintetase da glutamina (GS) em folhas (A) e raízes (B) de plantas de girassol 
(Helianthus annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) 
ou de estresse salino (colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou 
letras minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As 
barras representam o erro padrão da média. 

 

 

Com relação à salinidade, houve reduções da atividade da GS em razão desse 

estresse, particularmente nas raízes. Alguns autores também verificaram que a GS foi inibida 

pelo estresse salino (DEBOUBA et al., 2006a; TANG et al., 2011). Segundo Debouba 

(2006a), o estresse oxidativo gerado em condições de salinidade foi o responsável pela 

inibição da GS em plantas de tomate, através da oxidação dos resíduos de histidina da enzima 

por radicais hidroxil. Outra hipótese é que uma maior quantidade de glutamato é convertida 

em prolina e arginina para o ajustamento osmótico (ZHU, 2002; TANG et al., 2011). 

Contudo, em várias espécies, houve aumento da atividade da GS em condições salinas 
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(HOSSAIN et al., 2012; KANT et al., 2007; PÉREZ-LOPEZ et al., 2013; SILVEIRA et al., 

2003; SURABHI et al., 2008). Esse aumento foi proposto com uma característica de 

tolerância à salinidade (HOSHIDA et al., 2000; SAHU; SAHOO; SAHOO, 2001), devido a 

remoção do NH4
+ extra gerado pelo aumento da fotorrespiração nestas condições. Ainda, a 

atividade da GS pode aumentar a produção de glutamato, um precursor para a síntese de 

prolina, contribuindo para o ajustamento osmótico (HOSSAIN et al., 2012; SILVEIRA et al., 

2003; VEERANAGAMALLAIAH et al., 2007). 

Não foi observado efeito significativo da salinidade na atividade da sintase do 

glutamato (GOGAT) nas folhas das plantas de girassol, em ambos os tempos de estresse, e 

houve pouca variação nessa atividade em função da fonte de N (Figura 23). Nas raízes, aos 7 

dias, a atividade da GOGAT foi maior nas plantas nutridas com NO3
- ou com NH4

+, e essas 

plantas foram as mais afetadas pela salinidade, nas quais a atividade da GOGAT reduziu 45%, 

em média (Figura 23). Aos 14 dias, a atividade da GOGAT foi afetada pela salinidade em 

todos os tratamentos de N, tendo sido reduzida nas plantas nutridas com NO3
- e com NH4

+, e 

aumentada, naquelas nutridas com a mistura NO3
-/NH4

+ (Figura 23). 

 
Figura 23. Atividade da sintase do glutamato (GOGAT) em folhas (A) e raízes (B) de plantas de girassol 
(Helianthus annuus L.) nutridas com diferentes fontes de N e submetidas a condições controle (colunas brancas) 
ou de estresse salino (colunas cinza) por 7 ou 14 dias. Letras maiúsculas iguais, em uma mesma fonte de N, ou 
letras minúsculas iguais, em um mesmo nível de salinidade, não diferem estatisticamente entre si (p≥0,05). As 
barras representam o erro padrão da média. 
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As diferentes fontes de N não afetaram significativamente a atividade da GOGAT 

nas plantas de girassol (Figura 23), e essa resposta também foi observada por outros autores 

em plantas de cevada (KANT et al., 2007) e tomateiro (GHANEM et al., 2011). De acordo 

com Kant et al. (2007), isso pode causar um aumento no pool de glutamina, levando a um 

feedback negativo na expressão das enzimas envolvidas na assimilação do N. Contudo, neste 

estudo, não foi observado qualquer feedback negativo na atividade da GS (Figura 22). Por 

outro lado, neste estudo, houve uma maior quantidade de glutamina nas folhas de plantas 

nutridas com NH4
+, seguidas das nutridas com a mistura NO3

-/NH4
+, que esteve em acordo 

com a atividade da GS, ao passo que os teores de glutamato foram pouco influenciados pela 

fonte de N, assim como a atividade da GOGAT (Figuras 16A, 16C, 22 e 23). Trabalhos 

anteriores mostraram que a atividade da GS pode favorecer a síntese de glutamina, prolina e 

outros solutos orgânicos característicos do ajustamento osmótico sob condições de estresse 

(HOSSAIN et al., 2012; KANT et al., 2007; LORENZO; SILVERIO; CABALLERO, 2001). 

A salinidade, de maneira geral, reduziu a atividade da GOGAT nas raízes (Figura 

23). Reduções causadas pela salinidade também foram encontradas por outros autores 

(DEBOUBA et al, 2006a; GHANEM et al., 2011). Embora o sistema GS/GOGAT trabalhe de 

forma coordenada, no presente estudo não se observou uma relação estreita entre as variações 

na atividade dessas enzimas frente à salinidade. Ghanem et al. (2011) encontrou um aumento 

da GS e nenhum efeito na GOGAT em resposta à salinidade em folhas de tomate. 
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5 CONCLUSÕES 

 

1. A nutrição combinada de N (NO3
-/NH4

+) foi a mais eficiente em reduzir os efeitos 

deletérios da salinidade em plantas de girassol, por promover maior crescimento, melhor 

relação iônica e uma utilização mais eficiente do N em condições de estresse; 

2. As plantas de girassol desenvolveram sintomas de toxidez ao NH4
+; 

3. O acúmulo elevado de compostos nitrogenados nas plantas nutridas com NH4
+ não 

contribuiu eficientemente para a desintoxicação delas, frente a esse íon; 

4. A presença de íons NO3
- na solução nutritiva influenciou positivamente a atividade da 

redutase do nitrato e redutase do nitrito em folhas de plantas de girassol. 
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