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RESUTV1O 

Nesse trabalho, os efeitos da salinidade (NaCI) na mobilização de 

reservas em cotilédones foram estudados durante a germinação e estabelecimento 

de plântulas de cajueiro (Anacardium occidentale L.). As castanhas de caiu foram 

semeladas em vermiculite, saturada e irrigada com água destilada (controle) e 

solução de NaCl 50mM. Os cotilédones das plântulas sob tratamento controle e 

salino foram retirados aos 10, 14, 18, 22, 26 e 30 dias após o semeio (DAS), 

seguindo os respectivos estádios fisiológicos: I- emissão da radícula, H- emissão das 

folhas primárias (FP), III- expansão das FP, IV- FP totalmente expandidas, V-

expansão das folhas secundárias (FS), VI- folhas secundárias totalmente 

expandidas. O tratamento salino diminuiu o crescimento inicial das plântulas como a 

mobilização da massa seca foi retardada nos cotilédones das plântulas tratadas com 

sai. Ocorreu um atraso no crescimento, durante o estabelecimento das plântulas de 

cajueiro anão-precoce tratadas com NaCI 50mM , ocasionado pelo efeito osmótico e 

não pelo efeito tóxico direto do íon Na}. Durante os estádios iniciais (do I ao III), o 

efeito mais pronunciado do NaCI foi na mobilização de proteínas, enquanto que a 

mobilização de lipídios e a acumulação de amido e açúcares solúveis foram intensa 

nos cotilédones de plântulas controle e tratadas com sal. O efeito mais nocivo do 

NaCI na mobilização de reservas foi verificado durante os últimos estádios (do IV ao 

V), quando ocorreu um proeminente retardo na mobilização de todas as reservas, 

principalmente proteínas. Globulinas foram as principais proteínas de reserva dos 

cotilédones de caju, elas foram intensamente mobilizadas em ambos os tratamentos, 

notavelmente durante o crescimento inicial das plântulas (até o estádio IV). Em 
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contraste, prolaminas mostrou uma mobilização mais lenta, seguida pela albuminas 

em ambos os tratamentos. Adicionalmente os cotilédones das plântulas tratadas 

com sal acumularam aminoácidos livres nos últimos estádios do estabelecimento 

das plântulas, pricipalmente arginina, glutamina e asparagina Dessa maneira, 

parece que a salinidade com NaCI atrasou a mobilização de reservas cotiledonares 

por um possível mecanismo retoalimentação fonte-dreno envolvendo uma 

diminuição da translocação dos produtos de hidrólise, especialmente aminoácidos, 

devido a diminuição da força nas regiões dreno, especialmente das folhas jovens. A 

principal proteína de reserva encontrada nos cotilédones de plântulas de cajueiro foi 

do tipo globulina, com massa próximo de 22kDa e ponto de focalização isoelétrica 

entre 4.4 e 5.3. A principal atividade proteinásica responsável pela mobilização das 

reservas protéicas é do tipo serínica, existindo também atividade cisteínica e 

aspárticas. Existe um atraso da atividade enzimática e da mobilização das proteínas 

cotiledonares sob tratamento-salino, ocasionado possivelmente pela menor força de 

dreno do eixo em crescimento quando comparado com o tratamento controle. 
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Sink-source relation as control of the reserve mobilization during 
the germination and establishment of cashew seedlings 

(Anacardium occidentale L.) under NaCI-salinity 

Author: LUIZ FERREIRA AGUIAR PONTE 

Adviser: Prof. Dr. Joaquim Albenis:io G. da Silveira 

ABSTRACT 

In this work, the effects of NaCI-salinity on cotyledonary reserve mobilization 

were studied during the establishment of cashew seedlings (Anacardium occidentale 

L.). The cashew nuts were sown in saturated vermiculite and irrigated daily with 

distilled water (control) or 50 mM NaCI solution. The cotyledons of both untreated 

and salt-treated seedlings were harvested at 10, 14, 18, 22, 26, and 30 days after 

sowing (DAS), following the respective physiological stages: I- root protrusion, II-

emission of primary leaves, III- expansion of primary leaves, IV- primary leaves fully 

expanded, V- expansion of secondary leaves, and VI- secondary leaves fully 

expanded. The salt treatment decreased the initial seedling growth as dry matter 

mobilization was delayed in the cotyledons of salt-treated seedlings. During the initial 

stages (from Ito III), the more pronounced effect of NaCI was on protein mobilization 

whereas lipid mobilization and starch and soluble sugar accumulation were intense in 

the cotyledons of salt-treated and control seedlings. The more harmful effect of NaCI 

on reserve mobilization was verified during late stages (from IV to V), when occurred 

a prominent delay in the mobilization of all reserves, mainly proteins. Globulins were 

the main storage proteins of cashew cotyledons and they were mobilized intensively 

in both treatments, notably during early seedling growth (until stage IV). In contrast, 

prolamins showed the slowest mobilization, followed by albumins in both treatments. 

Additionally, the cotyledons of salt-treated seedlings accumulated free amino acids at 

late seedling establishment, mainly arginine, glutamine and asparagine. In this 

manner, it seems that NaCI-salinity delayed cotyledonary reserve mobilization by a 

possible sink-source feedback mechanism involving a decreased translocation of 

hydrolysis products, especially amino acids, due to the decreased strength of the 

sink regions, especially the young leaves. 
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Resposta ao Estresse Salino: da Germinação à Planta Adulta 

1 

CAPÍTULO I 
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1.1 Introdução 

O estresse salino induz diversas alterações no metabolismo das plantas, 

sendo a rápida e acentuada redução no crescimento um dos seus efeitos mais 

marcantes. Os mecanismos bioquímicos que controlam essa diminuição no processo 

de crescimento ainda não estão completamente elucidados, onde a alta 

concentração de sais no solo pode provocar a diminuição do potencial hídrico do 

solo que promove a perda de água das células para o meio externo por osmose 

diminuindo o turgor. A alteração do potencial hídrico causado por condições 

hiperosmóticas (alta concentração de solutos no meio externo) pode ocasionar a 

redução do crescimento da planta. No entanto, a contribuição precisa dos processos 

de inibição da divisão e expansão celulares e da aceleração da morte celular ainda 

não foi completamente esclarecida (Munns, 1993; Yeo, 1998). 

Distúrbios na organização das membranas, produção de espécies reativas 

de oxigênio (EROs), produção de metabólitos tóxicos, inibição da fotossíntese e 

diminuição na obtenção de nutrientes são as alterações iniciais mais drásticas 

causadas pelo estresse hiperosmótico (Winicov, 1998). Além disso, as altas 

concentrações de sais no solo causam também um estresse hiperiânico (excesso de 

íons tóxicos) e a conseqüência de ambos (estresse hiperosmótico e estresse 

hiperiônico) pode ser altamente danosa para a planta. O estresse iônico causa um 

desequilíbrio de íons não apenas de Na+  e de CI-, mas também de K+  e de Ca+  (Zhu, 

2001, Chen e Plant, 1999; Yeo, 1998). 

O efeito do estresse salino sobre a germinação das sementes e o 

estabelecimento das plântulas tem sido exaustivamente estudado tanto em espécies 

cultivadas (Redmann, 1972; Prisco e Vieira, 1976; Prisco et al., 1981; Hampson and 

Simpson, 1989; Al-Niemi et al., 1992; Huang and Redmann, 1995; Wahid et al., 

1998; Ashraf et al., 2003; Misra e Dwivedi, 2004; Joshi et al., 2005) quanto em 

espécies nativas (Khan e Ungar, 1984; Myers e Morgan, 1989; Katembe et ai., 1998; 

Croser et al., 2001; Gulzar e Khan, 2001; Ramoliya e Pandey, 2002; Ramoliya e 

Padey, 2003; Ye et al., 2005). Em algumas espécies vegetais, como sorgo, trigo e 

caupi, os efeitos da salinidade são mais acentuados durante a germinação e 

crescimento inicial das piántulas. Em outras espécies, os efeitos da salinidade são 

mais drásticos após o estabelecimento da plântula e início da fase de plena 

atividade fotossintética das folhas (Fageria e Gheyi, 1997). 

2 



Estudos dos mecanismos induzidos pela salinidade sobre os processos 

bioquímicos e fisiológicos da germinação e estabelecimento de plântulas do caju são 

escaços, e os grupos de pesquisas existentes ainda são poucos, principalmente 

quando as condições de estresse são avaliadas. 

Desta forma, o conhecimento sobre os mecanismos fisiológicos e 

bioquímicos envolvidos com os efeitos do estresse salino durante a germinação e o 

estabelecimento de plântulas permanece bastante fragmentado. Estudos mais 

aprofundados, utilizando técnicas avançadas de bioquímica e biologia molecular, 

podem auxiliar na construção de um panorama mais amplo e completo sobre estes 

mecanismos, possibilitando futuras aplicações biotecnológicas deste conhecimento. 

1.2 Processos de germinação, estabelecimento de plântulas e mobilização de 

reservas de sementes 

A germinação é o reinicio do crescimento do embrião, o qual foi paralisado 

nas fases finais da maturação da semente. Este processo fisiológico se inicia com a 

embebição e a reativação do metabolismo do embrião, culminando com a protrusão 

da radícula através dos envoltórios da semente (Cocucci e Mariath, 2004). Do ponto 

de vista metabólico, ocorre aumento da respiração, biossíntese de enzimas, hidrólise 

de reservas e transporte ou assimilação de produtos de hidrólise, permitindo o 

crescimento e a diferenciação dos tecidos (Buckeridge et al., 2000). 

As giberelinas (GAs) são fitohormônios produzidos pela radícula do 

embrião e translocado para o endosperma, onde se ligam a receptores de 

membranas que interagem provavelmente com proteínas-G também associadas â 

membrana plasmática. Estes fitormônios parecem promover a germinação 

suprimindo a ação de fatores de transcrição, inibidores da germinação, como 

também são ativadores de genes que atuam na promoção da germinação e na 

repressão da dormência embrionária (Russel et al, 2000). 

Sinais específicos do ambiente são traduzidos por sinais internos na 

semente que induzem a síntese e ativação das giberelinas (ácidos giberélicos), que, 

por sua vez, induzem a síntese e ativação de enzimas hidrolíticas (mananase, 

poligalacturonase, celulase, arabinosidase e expansina) responsáveis pela 

degradação das paredes de células do endosperma, enfraquecendo e afrouxando o 



tecido na cápsula do endosperma, de modo a permitir a protrusão da radícula 

(Bradford et al., 2000. 

Resultados indicam que as giberelinas agem tanto na quebra da 

dormência, por atuar no silenciamento de genes envolvido na manutenção da 

dormência (Koornneef et ai., 2002), como na progressão do alongamento 

embrionário por promover a síntese de enzimas (proteinases) envolvidas na 

mobilização de reservas (Bewley, 1997). Essas observações têm colocado as 

giberelinas como principal agente envolvido na quebra da dormência em sementes 

(Peng e Harberd, 2002). Tais resultados sustentam a hipótese de que tanto o 

silenciamento de genes envolvidos na dormência como a remoção de poiipeptídios 

inibidores da germinação (fatores de transcrição) fazem parte do processo de 

remoção da dormência em sementes. 

Logo após a germinação, se inicia o processo de estabelecimento da 

plântula. Durante este processo, ocorre o crescimento heterotróf ico da plântula a 

expensas de compostos de reserva até o estabelecimento do metabolismo 

autotrófico (Melo et al., 2004). Dentre os compostos de reserva armazenados em 

sementes, encontram-se polissacarídeos, como amido, xiiogiucanos e 

galactomananos, além de lipídeos e proteínas (Buckeridge et ai., 2000). 

Após a protrusão da raiz (germinação propriamente dita) a plântula em 

crescimento tende a buscar a autotrofia retirando água e nutrientes do solo, e 

realizando fotossíntese. Entretanto até esse momento, o crescimento da plântula é 

abastecido pelos carboidratos derivados das reservas da semente. Tanto o amido 

como os lipídeos são convertidos em sacarose, que é requerido corno fonte de 

energia para o crescimento. Nesse estádio a plântula em crescimento é um 

organismo heterotrófico que sobrevive da disponibilidade de energia dos tecidos de 

reserva da semente (De Castro e Hilhorst, 2000). 

As reservas podem ser classificadas em dois tipos: reservas de produção 

principal de energia (usadas no início da germinação) e reservas de transferência de 

matéria (usadas pelas plântulas em crescimento). Açúcares (sacarose e 

oligossacarídeos da série rafinósica) são encontrados em todos os vacúolos de 

todas as células nas sementes, sendo estes responsáveis pelo suprimento 

energético para iniciar o processo de reidratação, reparo de tecidos e 

desenvolvimento do embrião. A degradação destes açúcares é realizada por 

hidrolases sintetizadas durante a maturação das sementes, pois as mesmas foram 
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encontradas em sementes quiescentes. É durante ou a partir desse ponto que tern 

inicio ao crescimento embrionário, cujo fim á  produzir um indivíduo autotrófic o 

(Bewley, 2001). 

Como a mobilização das reservas tem a finalidade de subsidiar o 

crescimento e o desenvolvimento, é essencial que os dois processos sejam 

sincronizados. De modo geral, a mobilização das reservas inicia a partir de um sinal 

que vem do embrião (no caso de cereais, giberelinas e em leguminosas a auxina). 

Com isso o processo de degradação dos compostos de reservas tem início pela 

ativação da transcrição dos genes que originam as hidrolases, e conseqüente 

produção e transporte das enzimas até o local de ação (Bewley, 2001). 

O metabolismo dos compostos de reserva acaba gerando uma grande 

quantidade de sacarose e aminoácidos nos tecidos de reserva, e estes são 

transportados para os tecidos em crescimento. Em alguns casos em que o 

desenvolvimento da plãntula leva vários dias, a mobilização de reservas pode 

apresentar sincronismo com a fotossíntese durante o estabelecimento nas folhas em 

expansão (Buckeridge et a/., 2000). 

1.3 Salinidade e sous efeitos durante a germinação e estabelecimento de 

piãntuiaa 

O estresse salino inibe ou retarda a germinação das sementes e o 

crescimento das plãntulas devido a efeitos osmóticos e/ou iônicos. O primeiro 

distúrbio fisiológico causado pelo estresse salino é a restrição da captação de água 

devido á diminuição do potencial osmótico do substrato, retardando a embebição 

das sementes ou o alongamento da raiz (Redmann, 1972; Wahid et a/., 1998; Croser 

et al., 2001; Ramoliya e Pandey, 2002; Ramoliya e Pandey, 2003; Ashraf et a/_, 

2003; Ye et al., 2005). 

Para esclarecer os mecanismos envolvidos com os efeitos do estresse 

salino verificados durante ou após a germinação, muitos trabalhos têm enfocado a 

interferência de tratamentos salinos sobre processos fisiológicos ou metabólicos 

específicos, como a expressão gênica (Ramagopal, 1987; Dell'Aquila e Spada, 

1993; Dell'Aquila, 2000), o metabolismo de espécies reativas de oxigênio 

(Sreenivasulu et al., 1999; Tsai et al., 2005), o metabolismo hormonal (Zapata et al., 

2003; Li et al., 2005), mobilização de reservas (Prisco e Vieira, 1976; Prisco et al., 
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1981; Ashraf et al., 2003), a captação de nutrientes (Ashraf et al., 2003; Ramoliya et 

al., 2004) e a acumulação de solutos compatíveis (Thakur e Sharma, 2005). 

Plântulas de girassol tratadas com concentrações externas crescentes de 

NaCI apresentaram retardo na mobilização de lipídeos de reserva em cotilédones 

(Ashraf et al., 2003). É possível que o retardo na mobilização de lipídeos tenha 

contribuído para a redução do crescimento do eixo embrionário pela diminuição do 

fornecimento de açúcares solúveis produzidos por gliconeogênese. 

Também em plântulas de caupi ( Vigna unguiculata) tratadas com NaCI, foi 

verificado retardo na mobilização de proteínas de reserva (Prisco e Vieira, 1976) e 

de amido (Prisco et al., 1981) em cotilédones. Como as plântulas tratadas não 

apresentaram diminuição da atividade proteolitica em relação às plântulas controle, 

o retardo na mobilização de proteínas provavelmente foi influenciado pela 

translocação reduzida dos produtos de hidrólise (Prisco e Vieira, 1976). Além disso, 

as plântulas tratadas mostraram diminuição da atividade de amilases em 

comparação com as plântulas controle, bem como redução da translocação dos 

produtos de hidrólise (Prisco et al., 1981). Assim, parece que a mobilização de 

reservas em cotilédones de caupi pode ser regulada por mecanismos do tipo fonte-

dreno, os quais sofrem influência da salinidade causada por NaCI. 

Alguns estudos demonstram que a salinidade causada por NaCI acarreta a 

expressão diferencial de genes durante a germinação e o estabelecimento das 

plântulas em nível de RNAm (Ramagopal, 1987) e em nível de proteína (Ramagopal, 

1990; Dell'Aquila e Spada, 1993; Dell'Aquila, 2000). Em plântulas de cevada sob 

tratamento salino, a cultivar considerada sensível expressou RNAm específicos na 

parte aérea, enquanto a cultivar considerada resistente expressou RNAm 

específicos em raízes (Ramagopal, 1987). Em embriões de cevada (Ramagopal, 

1990) e trigo (Dell'Aquila e Spada, 1993), a síntese de proteínas foi fortemente 

reduzida sob tratamento salino, apresentando aumento rápido em tratamento de 

recuperação. Durante o tratamento salino, a síntese de proteínas envolvidas com a 

emergência da radícula foi reduzida, mas ocorreu a síntese de proteínas induzidas 

por NaCI, as quais foram mais expressas em cultivares consideradas resistentes. 

Em tratamento de recuperação, a síntese de proteínas relacionadas com as fases 

avançadas da germinação foi retomada tanto nas cultivares sensível quanto nas 

resistentes (Ramagopal, 1990; Dell'Aquila e Spada, 1993), 



Durante a germinação de sementes de cevada sob tratamento salino, 

ocorreu expressão prolongada de um gene que codifica para uma proteína 

conhecida como germina, a qual corresponde a uma oxalato oxidase (Hurkman e 

Tanaka, 1996). A expressão foi mais intensa na raiz e na região vascular do colo e 

foi estimulada por NaCI, ácido indol-acético (IAA) e ácido abscísico (ABA). Assim, é 

possível que a expressão de germina esteja relacionada com o metabolismo 

oxidativo durante a germinação sob tratamento salino, devido á atividade de oxalato 

oxidase da germina. 

Plântulas de arroz tratadas com NaCI sofreram parada de crescimento e 

expressaram seis proteínas abundantes na embriogénese tardia (proteínas LEA). 

Em adição, o crescimento das plântulas foi retomado e estas proteínas foram 

degradadas durante tratamento de recuperação. Desta forma, a salinidade causada 

pelo NaCI induziu a expressão de proteínas LEA, as quais podem estar associadas 

à parada de crescimento das plântulas (Chourey et al., 2003). 

Plãntulas submetidas ao estresse salino também podem sofrer danos 

oxidativos causados por alterações no metabolismo de espécies reativas de oxigênio 

(Sreenivasulu et al., 1999; Tsai et al., 2005). Sreenivasulu et al. (1999) estudaram a 

peroxidação de lipídeos, a expressão e a atividade de peroxidases em plântulas de 

duas cultivares de Betaria italica tratadas com NaCI. As plântulas da cultivar 

considerada resistente apresentaram menor peroxidação de lipídeos e maior 

atividade de peroxidase que as plântulas da cultivar considerada sensível sob 

tratamento salino. As plântulas da cultivar resistente também expressaram uma 

isoforma específica de peroxidase ácida, a qual pode apresentar algum papel 

importante na homeostase redox durante o estresse salino. Além disso, Tsai et al. 

(2005) verificaram alterações na expressão e na atividade de ascorbato peroxidase 

(APX) e glutationa redutase (GR) em raízes de plântulas de arroz submetidas a 

tratamentos com NaCI e H2O2. Ambos os tratamentos causaram aumento do 

conteúdo endógeno de H2O2  associado a um aumento da atividade de APX e GR. 

No entanto, apenas o tratamento com NaCI foi capaz de induzir a expressão destas 

enzimas, indicando que H2O2  não deve atuar como sinalizador. 

Em plântulas de girassol expostas a concentrações externas crescentes 

de NaCI, ocorreu acúmulo de Na+  e CI em cotilédones e principalmente em eixo 

embrionário (Ashraf et al., 2003). Em contrapartida, ocorreu diminuição do conteúdo 

de K+  e Cal+  em eixo embrionário, provavelmente associado a translocação reduzida 
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destes íons a partir dos cotilédones. Assim, a salinidade causada por NaCI pode ter 

prejudicado o crescimento das plântulas de girassol pela interferência na 

redistribuição de K+  e Cal+  oriundos dos cotilédones. Adicionalmente, plântulas de 

Salvadora persica expostas ao estresse salino apresentaram diminuição do 

conteúdo nitrogênio, fósforo, magnésio, zinco e ferro em raízes, caule e folhas, 

assim como diminuição do conteúdo de potássio e manganês em raizes durante o 

tratamento (Ramoliya et al., 2004). Neste caso, o solo salinizado com cloretos e 

sulfatos de sódio, potássio, cálcio e magnésio causou distúrbios tanto na captação 

quanto na distribuição de macro e micronutrientes. 

Existem evidências de que o estresse salino provoca alterações no 

metabolismo hormonal de plântulas em estabelecimento (Zapata et al., 2003; Li et 

al., 2005). Sementes de alface germinadas sob tratamento salino apresentaram 

aumento da taxa de respiração e da evolução de etileno, além de alterações no 

balanço de poliaminas (Zapata et al_, 2003). Assim, a evolução de etileno e a síntese 

das poliaminas espermidina e espermina podem estar associadas á resistência  ao 

estresse salino. Além disso, a germinação de sementes de Suaeda salsa sob 

tratamentos salinos foi estimulada por 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC, 

precursor do etileno), GA4  (giberelina) e 6-benzil-adenina (6-BA, auxina sintética). 

Novamente, a evolução de etileno parece ter algum papel na resistência ao estresse 

salino. É provável que ACC, GA4  e 6-BA tenham um efeito promotor da germinação 

atuando como antagonistas do ABA, cuja síntese é induzida sob estresse salino. 

Em plantas expostas ao estresse salino, a acumulação de solutos 

compatíveis, como prolina, tem sido relacionada ao ajustamento osmótico dos 

tecidos, além da estabilização de proteínas e da eliminação de espécies reativas de 

oxigênio (Thakur e Sharma, 2005). Em sementes de sorgo tratadas com NaCI foi 

verificado retardo da germinação acompanhado da acumulação de prolina. Talvez a 

acumulação de prolina tenha algum papel como sinalizador durante a germinação 

sob estresse salino, evitando o estabelecimento das plântulas em condições 

ambientais pouco favoráveis ao crescimento. 

Em muitos trabalhas realizados com espécies cultivadas, os autores 

consideram as cultivares testadas como sensíveis ou resistentes ao estresse salino 

de acordo com as respostas fisiológicas apresentadas no decorrer ou após a 

germinação. Redmann (1972) estudou a germinação de três cultivares de alfafa 

submetidas ao estresse asmático promovido por polietilenoglicol (PEG) e manitol e 
8 



9 

ao estresse salino causado por NaCI, KCI, MgCl2, Na2SO4, K2SO4 e MgSO4. Este 

autor utilizou a porcentagem de germinação como critério para discriminar as 

cultivares testadas como sensíveis ou resistentes a estes estresses. Al-Niemi et aI. 

(1992) verificaram o efeito de concentrações externas crescentes de NaCi sobre a 

germinação e o crescimento inicial de 86 cultivares de alfafa. Estes autores 

verificaram alterações na porcentagem de germinação, na altura das plântulas, no 

número de ramos por plântula, na massa seca de raízes e parte aérea e na razão 

entre a parte aérea e as raízes. Cultivares consideradas resistentes durante a 

germinação, devido a maiores porcentagens de germinação sob estresse salino, não 

necessariamente geraram plântulas consideradas mais resistentes, ou seja, com 

maior massa seca na parte aérea ou maior número de ramos. 

Huang e Redmann (1995) compararam o desempenho de três cultivares 

de cevada sob estresse osmótico promovido por PEG e estresse salino causado por 

NaCI ou Na2SO4 ± MgSO4, verificando a porcentagem e o índice de velocidade de 

germinação, além do comprimento das raízes e da parte aérea das plãntulas 

obtidas. De acordo com estes parâmetros, as cultivares testadas apresentaram 

maior sensibilidade ao estresse osmótico, seguido do estresse salino causado por 

NaCI, tanto no decorrer da germinação quanto durante o estabelecimento das 

plântulas. Wahid et aI. (1998) estudaram o efeito do pré-tratamento com NaCI sobre 

o estabelecimento de plântulas de uma cultivar de sorgo. Mesmo sendo considerada 

moderadamente resistente ao estresse salino, esta cultivar apresentou plântulas 

com redução no conteúdo de massa fresca e massa seca e com aumento do 

conteúdo de Na . CI , prolina e açúcares livres, conforme o aumento da 

concentração externa de NaCI. 

Finalmente, Misra e Dwivedi (2004) compararam duas cultivares de 

Phaseolus aureus submetidas a tratamentos com concentrações externas 

crescentes de NaCI durante a germinação e o crescimento iniciai das plântulas. A 

cultivar considerada sensível apresentou menor porcentagem de germinação, assim 

como menores conteúdos de massa fresca, massa seca e água que a cultivar 

considerada resistente em NaCI 50 mM. Adicionalmente, a cultivar considerada 

sensível apresentou maior acúmulo de Na+  e menor acúmulo de K+  em raízes e 

parte aérea. Assim, é provável que a sensibilidade ou a resistência ao estresse 

salino durante o desenvolvimento inicial sejam características expressas pelas 

cultivares em determinados momentos desta fase do desenvolvimento. 
9 
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Estudos preliminares sobre efeitos fisiológicos da salinidade causada por 

NaCI sobre o desenvolvimento inicial de espécies cultivadas têm o mérito de 

identificar cultivares que apresentam possíveis mecanismos de resistência ao 

estresse salino. A classificação categórica de cultivares como sensíveis ou 

resistentes baseada somente em testes pontuais pode não refletir o desempenho 

potencial destas cultivares ao longo do seu ciclo de vida. Desta forma, a seleção 

inequívoca de cultivares resistentes ao estresse salino e sua utilização em práticas 

agrícolas requer estudos fisiológicos e bioquímicos aprofundados. As cultivares 

testadas devem ser avaliadas ao longo do seu ciclo de vida por meio de parâmetros 

que indiquem não apenas seu desempenho no estabelecimento, no crescimento e 

na produção, mas que também identifiquem mecanismos de resistência importantes 

para futuros programas de melhoramento genético. 

1.4 Salinidade e seus efeitos nas plantas adultas 

A salinização dos solos tem origem diversa, sendo que, entre os fatores 

naturais, os mais importantes são o material de origem e o clima. No primeiro caso, 

a intemperização química dos minerais e rochas da crosta terrestre é a principal 

fonte responsável pela liberação e distribuição de ions (Daker, 1988). Assim, o 

halomorfismo naturalmente induzido ao solo é conseqüência de processos 

pedogenéticos específicos. 

A concentração salina da solução do solo, antes da ação antrópica, é 

definida como salinização primária. A salinização induzida é decorrente do manejo 

inadequado do solo e da água em práticas agrícolas (Santos e Muraoka, 1997). As 

áreas naturalmente salinas do mundo compreendem aquelas que são 

constantemente inundadas pelas águas salgadas de lagos e, principalmente, dos 

mares (áreas de manguezais nas costas tropicais e subtropicais), os desertos 

salinos e pequenas áreas próximas a depósitos de sais (Chapman, 1975; Cardoso, 

2000). Também influencia na salinizacão dos solos a dependência da relúção entre 

infiltração e evaporação. Se a infiltração for maior, os solos são lixiviados e, com 

facilidade se acidificam. Se a evaporação predomina, ocorre o contrário, acumulam-

se sais na camada superior dos solos e, com facilidade se salinizam. Para salinizar 

um solo não é necessária água salina no subsolo, nem calor muito grande. A água 

doce contém sais e, como em zonas áridas a água do subsolo sobe e evapora, ou é 
lo 
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absorvida pelas plantas, falta o movimento descendente. A água deposita seus sais 

excedentes na camada superficial do solo e, com o tempo, estes se acumulam, 

tornando salinos os solos do semi-árido. Isso ocorre tanto mais rapidamente quanto 

mais alto for o nível freático (Primavesi, 1987). 

Os sais solúveis consistem, normalmente de várias proporções dos 

cátions Cal+, Mg2+, Na+  e dos ânions Cl-,SO2-, HCO3 e, às vezes de K+, CO32-  e 

NO3. O problema da salinidade existe quando os sais acumulam-se na zona 

radicular em uma concentração tal que não permita que a planta retire água 

suficiente, provocando, assim, estado de deficiência de água por tempo significativo, 

que pode se estender até causar sintomas na planta muito semelhantes aos 

provocados pela estiagem (Ayers e VVestcot, 1991). 

Os solos considerados salinos contêm sais solúveis em quantidades 

suficientes para interferir no desenvolvimento da maioria das espécies cultivadas. 

Obviamente, não é possível referir-se a uma determinada quantidade de sais, pois a 

situação depende da espécie da planta, da textura do solo, da capacidade de 

armazenagem de água no solo e da composição dos sais (Meneses Júnior, 2002). 

Os principais efeitos da salinidade dos Solos na redução do crescimento 

em plantas expostas são: (i) redução na disponibilidade de água, causada pela 

redução do potencial hídrico no solo e (ii) o efeito tóxico sobre o metabolismo celular 

e fisiológico pelo acúmulo de Na+  e CI-  nos tecidos. A queda no potencial hídrico do 

solo explica a redução na transpiração e na assimilação de fotossintatos. O turgor da 

parte aérea também é normalmente afetado, impedindo a expansão de folhas mais 

jovens. Muitos autores acreditam que o turgdr é a principal força que impele a 

expansão celular nos tecidos em crescimento, e, em situações de salinidade, a 

expansão foliar decresce com a limitação da disponibilidade de água (Amzallag, 

1997; Zhu, 2001). Evidências experimentais mostram que a pressão osmótica das 

folhas em crescimento é regulada em função do ajustamento da pressão osmótica 

externa (Cheeseman, 1988; Lauter et al., 1988). 

t4.1 Efeitos fônicos e toxicidade 

As altas concentrações de sais no solo causam um estresse hiperiônico 

(excesso de íons tóxicos) e a conseqüência deste estresse juntamente ao estresse 

osmótico acaba por ser altamente danosa à planta. O estresse fônico causa um 
11 
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desequilíbrio de íons, não somente de Na+ e Cl-, mas também de K+ e de Cal+ (Yea, 

1998; Chen e Plant, 1999; Zhu, 2001). Em substratos salinos o Na+ e o CI são, 

freqüentemente, os íons dominantes. Apesar da necessidade de CI- corno 

micronutriente para as plantas superiores e do Na+ para muitas halófitas e algumas 

espécies 04, a concentração de ambos os íons em substratos salinos excede esta 

demanda e leva a toxicidade em plantas não tolerantes ao sal. Em diversas culturas 

herbáceas e frutíferas a inibição do crescimento e a injúria à folhagem (cloroses 

marginais e necroses nas folhas maduras) ocorrem mesmo em baixos níveis de 

salinização de NaCI (Maas, 1993), 

Embora a toxicidade ao or seja muito comum em muitas espécies de 

plantas cultivadas em substratos salinos em algumas espécies de plantas, tais como 

o sorgo, comparado ao cloreto (NaCI), a salinização com o sulfato (Na2SO4) pode 

reduzir o crescimento do mesmo modo que o NaCI em baixas concentrações. Esse 

decréscimo no crescimento é, em parte, devido à redução na concentração de 

potássio e magnésio em salinização elevada com sulfato (Boursier e Lãuchli, 1990). 

Com exceção de algumas gramíneas, como o trigo, sorgo e arroz, a toxicidade do 

+ parece acentuadaquanto doCl- o Na não 	ser tão 	~,ua~ ~to à 	C. e esta mais relacionada à baixa 

concentração de cálcio ou aeração deficiente no substrato. Diversas culturas com 

baixa tolerância ao sal são "excluidoras" de Na+ e capazes de restringir, em níveis 

baixos e moderados de salinidade, o transporte de Na+ para as folhas, onde ele é 

altamente tóxico em espécies sensíveis ao sal. (Yeo et al., 1977). 

1.4.2 Principais respostas 	 ao  

Mecanismos de sobrevivência da planta em ambientes estressantes foram 

desenvolvidos ao longo da evolução. Entretanto, o melhoramento de espécies 

cultivadas visando a produção agrícola tem, freqüentemente, disponibilizado material 

sensível ao estresse abiótico, uma vez que a maioria das adaptações de planta às 

condições de estresse resulta na redução da taxa líquida da fotossíntese e, 

conseqüentemente, na baixa produtividade da cultura (Prisco, 1989; Turner, 1986), 

Vale salientar que, segundo Azevedo Neto (2005), a aclimatação das plantas resulta 

do aumento da capacidade das plantas sobreviverem a condições adversas, em 

decorrência de modificações fisiológicas temporárias provocadas por mudanças 

ambientais; ou seja, é uma alteração fisiológica. Por outro lado, adaptação é o 



aumento da capacidade das plantas sobreviverem a condições adversas, em 

decorrência de alterações morfofisiolágicas definitivas provocadas pela seleção 

evolucionária (natural ou artificial) de genes. 

1,4.3 Compartimentalização de ions tóxicos 

A homeostase iónica é fundamental para a fisiologia das células vivas. A 

regulação do influxofefluxo de íons faz-se necessária para as células manterem as 

concentrações de ions tóxicos baixas e para acumular ions essenciais. As células 

vegetais empregam transporte ativo primário, mediado por H+-ATPases, e transporte 

secundário, mediado por canais e co-transportadores, para manter altas 

concentrações de K+  e baixas concentrações de Na+  no citosol (Soares, 2005). €m 

geral, o feijoeiro apresenta baixa tolerância ao estresse salino e a toxicidade com Cl-

é a principal causa da redução do crescimento em baixos níveis salinos. Ao contrário 

do CI-  o transporte do Na+  para a parte aérea da planta é bastante restrito no 

feijoeiro. Portanto, o feijoeiro, assim como muitas outras culturas sensíveis ao sal, é 

um eficiente excluidor de Na+  mas não de Cl-  (Meneses Júnior, 2002). 

Sob estresse salino, um fator preponderante na acumulação de 

substâncias em células vacuoladas é a compartimentalização subcelular. À medida 

que quantidades excessivas de íons entram no citoplasma, eles inibem as atividades 

de muitas enzimas. Um mecanismo de proteção importante é a 

compartimentalização desses íons no vacúolo, onde contribuirão para o ajustamento 

osmotico sem afetar os sistemas enzimáticos do citoplasma. Nestas células, o 

balanço hídrico entre o vacúolo e o citoplasma é mantido pela síntese e acúmulo de 

compostos orgânicos (Taiz e Zaiger, 2004). 

Plantas podem ser consideradas "incluidoras" ou "excluidoras" de ions, 

considerando seu ambiente intracelular. Plantas "excluidoras" necessitam ter 

mecanismos para evitar um déficit hídrico de dentro para fora. A adaptação por meio 

da inclusão pode ocorrer através de uma alta tolerância ao Na+  e CI-, ou evitando-se 

altas concentrações salinas no tecido. Embora possa se fazer uma distinção clara 

entre "incluidoras" e "excluidoras" de sais, existe, na realidade, um espectro contínuo 

de diferentes graus de inclusões e exclusões, entre Na+  e Cl- e entre diferentes 

partes e órgãos das plantas. Na beterraba a tolerância se baseia, principalmente, na 

inclusão de sais e sua utilização para manutenção do turgor ou na substituição do K+ 
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pelo Na+  em várias funções metabólicas (Gorham et a/., 1985). 0 crescimento 

aumenta com a salinidade e os níveis de Na+  e CI-  aumentam nos tecidos mas os 

níveis de K+  e Ca'+  diminuem devido à competição catiônica. Nas glicófitas o 

mecanismo predominante é o de exclusão (Greenway e Munns, 1980). 0 acúmulo 

tóxico de Na+  e Cl-  nas folhas tern sido correlacionado ao fechamento de estômatos 

e a fatores não estomatais, tais como redução no conteúdo clorofilico, ambos 

limitando a quantidade de produção de fotoassimilatos (Romero-Aranda e Syvertsen, 

1996). 

0 equilíbrio do potássio e do sódio intracelular é importante para a 

atividade de muitas enzimas citosólicas, para a manutenção do potencial de 

membrana e para um apropriado potencial osmótico que regula o volume celular 

(Zhu, 2003). Sob estresse salino, a manutenção da homeostase do Na+  e do K+  

torna-se ainda mais crucial. Quando o Na+  entra nas células e acumula-se em altos 

níveis, torna-se tóxico para as enzimas. Para prevenir uma parada no crescimento 

ou morte celular, o excesso de Na+  deve ser excluido ou compartimentado nos 

vacúolos (Zhu, 2003). 

Embora os solutos inorgânicos e orgânicos desempenhem um importante 

papel no crescimento das plantas superiores sob condições de salinidade, sua 

contribuição relativa varia entre espécies, entre cultivares de uma mesma espécie, 

entre órgãos e tecidos de uma mesma planta e até entre os diferentes 

compartimentos de urna mesma célula (Ashraf e Harris, 2004). Dessa forma, a 

capacidade para acumular e compartimentalizar solutos inorgânicos, bem como 

sintetizar e acumular solutos orgânicos pode ser urn fator adicional favorecendo o 

crescimento das plantas em ambientes salinos (Azevedo Neto, 2005). 

1.4.4 Acumulação de íons inorgânicos 

Uma das principais respostas adaptativas das plantas à salinidade é o 

ajustamento osmótico. Pela definição clássica de Taiz e Zaiger (2004), o 

ajustamento osmótico é um processo pelo qual o potencial hídrico pode ser 

diminuído sem que haja decréscimo da turgescência ou do volume celular e resulta 

do aumento líquido no conteúdo de solutos na célula. Este fenômeno é mantido pela 

acumulação e perda regulada de íons inorgânicos e de solutos orgânicos de baixa 

massa molecular (Strange, 2004), tornando possível a manutenção da absorção de 
14 
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água e da pressão de turgescência da célula, o que pode contribuir para a 

manutenção de processos fisiológicos, tais como: fechamento estomático, 

fotossíntese, alongamento e divisões celulares (S errai e Sinclair, 2002). 

Uma característica geral de muitas plantas cultivadas em ambientes 

salinos é a manutenção da turgescência pela acumulação de solutos inorgânicos em 

suas células (Flowers et al., 1977). 0 controle de armazenamento dos íons no 

vacúolo permite que a planta mantenha a turgescência sem custos energéticos para 

síntese de solutos orgânicos, mesmo incorrendo em risco de toxidez iônica elou 

deficiência nutricional (wíartinoia et aL, 1986; Munns e Termaat, 1986). 0 aumento 

nas concentrações de Na+  com concomitante redução nas concentrações de K+, 

Cal*  e Mg2+, aumenta excessivamente as razões Na+/K+, Na+/Ca2+  e Na+/Mg+  (Ullah 

et aL, 1993; Azevedo Neto e Tabosa, 2000), podendo causar distúrbios na 

homeostase iônica. 

O papel do cálcio no aumento da tolerância à salinidade está bem 

documentado, assim como a indução da deficiência deste íon em plantas cultivadas 

em substratos salinos. A aplicação do gesso é urna prática comum em solos 

afetados por sais (Meneses Junior, 2002). 0 efeito benéfico do cálcio está de acordo 

com sua função na integridade de membrana e controle de seletividade na absorção 

e transporte de íons. Por outro lado, altas relações Na+/Ca2+  podem inibir a absorção 

e o transporte de Cal+, levando à deficiência desse elemento em solos nesse estado 

(Lynch e Lauchli, 1985). Zhu et a/. (1998) sugerem que concentrações elevadas de 

Na+  podem deslocar o Cal+  dos sítios de ligação das membranas plasmáticas 

intracelulares, impedindo a homeostase de Cal+  nas células. 

1.4=5 Absorção de água e crescimento continuado 

A quantidade de água transportada do solo até as folhas é proporcional ao 

gradiente de potencial hídrico e inversamente proporcional ao somatório das 

resistências apresentadas (Lacerda, 1995; Cardoso, 2000). Considerando as plantas 

adaptadas e ajustadas osmoticamente ao estresse salino, o gradiente de potencial 

pode ser mantido, associado à redução na condutividade hidráulica das raízes e 

maior fechamento dos estômatos. Isso resultará em menores taxas de absorção e 

assimilação de CO2, induzindo menores taxas de crescimento (Azaizeh et al., 1992). 

Em muitas ocasiões, as folhas das plantas estressadas com a salinidade, mas 
15 
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previamente ajustadas, apresentam aspecto normal, sendo, em geral, menores e 

mais tenras (maior relação massa úmida/área). Assim, nesses casos, a pressão de 

turgescência não é diminuída pelo estresse salino (Boyer, 1965). 

No entanto, em geral, os níveis de salinidade e área foliar geralmente 

estão inversamente relacionados. Reduções drásticas de fixação e acumulação de 

CO2 por unidade de área foliar, perda de turgor de células mesofílicas por meio de 

acumulação de sais no apoplasma ou pelo efeito tóxico dos ions podem ser 

evidenciadas. Por exemplo, em folhas de Citrus (Behboudian et al., 1986) e trigo 

(Huang et al., 1994). 

1.5 Respostas de cultivares ao estresse salino 

A seleção de genótipos de urna espécie para tolerância à salinidade é 

problemática, pois a seleção dirigida a uma situação ambiental pode não resultar em 

seleção correta para um outro ambiente. Em condições de campo, um ambiente 

profundamente heterogêneo é encontrado, não apenas para o teor de sal no solo, 

mas para outros fatores como sodicidade, pH e possibilidade de elementos tóxicos 

(Rengasamy, 2002). 

Salinidade traz um grau de complexidade à estimação de produção 

agrícola, não apenas pelos cultivos serem conduzidos em ambientes não 

controlados por longos períodos de tempo, mas devido ao fato da simples conversão 

de biomassa vegetativa em rendimento de grão ser complexa. Um reduzido nível de 

salinidade pode não interferir no rendimento de grão, mesmo que a área foliar e a 

biomassa vegetativa sejam reduzidas. Um estudo de tolerância à salinidade de 

espécies cultivadas pelo US Salinity Laboratory (Mass e Hoffman, 1977; Usda-Ars, 

2005) apresenta, para cada espécie estudada, um nível inicial de salinidade abaixo 

do qual não há redução na produtividade. Além disso, o estudo traz uma correlação 

linear entre produtividade e aumento da salinidade (relação bent stick, ou "vara 

curvada"). Entretanto, na maioria dos casos, os dados são expressos para um único 

cultivar da espécie, ou um número limitado de cultivares, número este não 

representativo da espécie, pois esta apresenta uma ampla diversidade genética. 

Contudo, várias abordagens têm sido pesquisadas no sentido de melhorar a 

tolerância à salinidade, principalmente de monocotiledôneas, pela introdução de 

genes de tolerância em cultivares adaptadas. Inclui-se aí ampla seleção a partir de 
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bancos internacionais de germoplasma, experimentação em campo de cultivares 

selecionados e métodos convencionais de melhoramento, com cruzamentos não 

convencionais entre parentais (Munns et al., 2006). 

Em arroz, abordagens recentes para a pesquisa de cultivares tolerantes a 

sal incluem variantes somaclonais, linhas-derivadas e seleção assistida por 

marcador molecular (Gregorio et ai, 2002). Por exemplo, Jafari-Shabestari et at 

(1995) procederam à seleção de cerca de 400 parentais de trigo em campo irrigado 

e identificou muitas linhagens que foram consideradas consistentemente 

promissoras para rendimento de grão e tolerância ao sal. No Paquistão, a linhagem 

de trigo LU26S mostrou alta produtividade sob salinidade, mas foi susceptível à 

ferrugem e não mostrou adaptação a solos densamente sódicos (Qureshi et al., 

1980). Em trigo, exclusão de Na+  em folhas, associada à alta relação I<+  /Na+, tem 

sido evidenciada como o principal mecanismo de tolerância (Ashraf e Khanum, 

1997), embora não englobando todos os genótipos, mostrando que este não é o 

único mecanismo de tolerância a sal (E!-Hendawy et al., 2005). 

Em casa de vegetação, uma comparação de respostas à salinidade entre 

espécies de cereais mostrou pequenas diferenças na produção de biomassa de 

diferentes cultivares de cevada, trigo e triticale (Rawson et al., 1988). Aumentos 

significativos na tolerância ao sal geralmente vêm através da introdução de novos 

genes, tanto por cruzamentos por novos doadores de germoplasma, ou por 

transformação por um gene único. Nos dois casos, a progênie deve ser retro-

cruzada com cultivares adaptados. Um entendimento dos mecanismos genéticos e 

fisiológicos é necessário para o programa de melhoramento, em vista de selecionar 

os genótipos mais promissores (Munns et al., 2006). Características de tolerância à 

salinidade incluem exclusão de Na+, relação favorável de K+/Na+, retenção de íons, 

tolerância tecidual, partição de íons em folhas em diferentes estádios, ajustamento 

osmótico, eficiência da transpiração, vigor e floração precoces e o aumento tardio da 

eficiência do uso de água (EUA) (Colmer et al., 2005). Uma listagem de genes 

individuais relacionados à regulação desses processos é apresentada em Munns 

(2005). 

Sal na água de irrigação inibe o crescimento da planta por duas razões: 1) 

a presença de sal na solução do solo reduz a habilidade da planta em absorver 

água, levando a um crescimento mais lento. Este é o efeito osmótico ou efeito de 

déficit hídrico causado pela salinidade. 2) quantidades excessivas de sal 
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introduzidas pela via de transpiração irá eventualmente injuriar células foliares, 

reduzindo crescimento. Este é o efeito sal-específico ou fônico da salinidade (Munns 

et a/., 2006). Para compreender a fisiologia da tolerância a altas concentrações 

internas de sal, foram comparados dois genótipos de trigo duro que diferem no grau 

de injúria foliar induzida por sal, o cultivar Wol!aroi e Linha 455. Ambos cultivares 

foram expostos a 150mM de NaCI por 4 semanas. 0 desenvolvimento de copa de 

ambos foi substancialmente reduzido pela salinidade, porém diferenças genotípicas 

apareceram após 3 semanas, quando Wollaroi mostrou maior injúria foliar e maior 

redução de biomassa do que Linha 455. A salinidade causou urna grande queda na 

condutância estornática em ambos cultivares e isto não foi devido ao 

comprometimento das relações hídricas, pois em ambos cultivares, não foi 

evidenciada queda do turgor foliar. Por outro lado, fotossintese por unidade de área, 

clorofilas e eficiência do PSII foi mais bem preservada no cultivar Linha 455 (James 

et al., 2002). 

Uma falta de correlação entre produção bruta e produtividade, numa 

comparação de 38 genótipos de trigo e outros cereais, foi evidenciada por Richards 

et al. (1987) que concluiu que o modo mais eficiente de selecionar melhores 

genótipos para tolerância à salinidade é testando os mesmos a baixa salinidade. 

Também, é sugerido que experimentos de campo não são apropriados para seleção 

de grande número de genótipos, especialmente germoplasma exótico, pois seus 

rendimentos serão influenciados fortemente pela floração e pelo tempo de 

maturação, tanto por outros fatores como resistência a pragas e doenças, além do 

alto custo de promover homogeneidade entre os blocos em experimentos de  campo 

(Munns et al., 2006). Para obter-se aumento na tolerância ao sal, atenção tem sido 

dada à identificação de novas fontes genéticas para baixas taxas de absorção de 

Na+  até a folha. Menos atenção tem sido dada a fontes de genes de tolerância a 

altas concentrações de Na+  em folhas, provavelmente devido à dificuldade de 

quantificação das técnicas relacionadas. Fontes potenciais de tolerância a altas 

concentrações internas de Na+ 
 foram identificadas em arroz (Yeo et ad., 1990) e trigo 

duro (Munns e James, 2003). Avanço na tolerância ao sal de espécies irá 

indubitavelmente resultar da interação próxima entre geneticistas e fisiologistas, 

associados à experiência de melhoristas de plantas e agricultores (Munns et al., 

2006). 
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1.6 O cajueiro (Anacardium occidentale L.) 

A posição sistemática do gênero Anacardium, de acordo com Bailey 
(1942), é: 

IV divisão: Spermatophyte 
II sub-divisão: Angiospermae 
I sub-classe: Archichlamidae 
39a ordem: Sapindales 
Família: Anacardiaceae 
Gênero: Anacardium 

Anacardium occidentale L., popularmente conhecido como cajueiro, é uma 

espécie da família Anacardiaceae formada de aproximadamente 74 gêneros e 600 

espécies de árvores e arbustos predominantemente tropicais e de subarbustos e 

trepadeiras subtropicais, sendo raramente encontrados em clima temperado. De 

modo geral, as plantas são caracterizadas pela presença de condutos, no córtex e 

no lenho, onde ocorre a formação de resina. As espécies do gênero Anacardium são 

tipicamente tropicais, sendo encontradas na Amazônia (florestas úmidas, matas de 

galeria e Cerrado), Planalto Central (Cerrado) e Nordeste (Cerrado) do Brasil. Uma 

exceção é a espécie Anacardium humile, encontrada até no Sul do país, no Estado 

do Paraná e no Nordeste do Paraguai (Mitchell e Mori, 1987). 

A. occidentale L. z a espécie de maior dispersão e a única cultivada do 

gênero, sendo encontrada em todo o mundo tropical. A distribuição natural dessa 

espécie pode ser confundida pela dispersão por cultivo devido á extensa área de 

diversidade do gênero na região Amazônica e na do Cerrado, podendo ser 

encontrada em ecossistemas do Norte e Nordeste do Brasil. É importante salientar 

ainda, que o cajueiro é encontrado mais abundantemente na região litorânea do 

Nordeste do Brasil, onde aumenta em estado aparentemente espontâneo, sobretudo 

na vegetação das praias e dunas. O cajueiro dificulta a colonização por outras 

espécies, diferentemente do que se observa com outras plantas, como as de 

Cerrado e as da Floresta Amazônica, que convivem como parte da flora local 

(Mitchell e Mori, 1987; Lima, 1988; Barros, 1991). 

Com a descoberta do cajueiro como opção econômica, iniciaram-se as 

atividades de pesquisa, obedecendo a diferentes estratégias, de acordo com a 

época e da orientação seguida pelas instituições de pesquisa no país. É possível 

organizar cronologicamente as atividades de melhoramento genético no cajueiro;  no 
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Brasil, em cinco fases distintas: 1) século XVII, onde o pendúculo e a castanha eram 

utilizados para fins culinários pelos nativos; 2) décadas de 40 e 50, marcado pela 

exploração do LCC e transformação do pendúculo em diversos produtos; 3) décadas 

de 60 e 70, foi a fase dos grandes plantios comerciais em decorrência de um 

programa de expansão da cajucultura, a partir de incentivos governamentais de 

fomento à cultura; 4) descobertas dos Clones do tipo comum e anão precoce, o que 

culminou com a recomendação dos clones CCP 06, CCP 76, CCP 09 e CCP 1001, 

todos do tipo anão precoce, para o plantio comercial e 5) fase em andamento, 

prioriza as pesquisas para atender às demandas atuais da cajucultura, com enfoque 

na fruticultura irrigada e no aproveitamento, também, do pedúnculo para o consumo 

in natura (Paiva et al., 1997). 

Os primeiros colonizadores, ao chegar ao Brasil, observaram que o  

cajueiro era urna importante fonte de subsistência dos índios. Do cajueiro era 

aproveitado o caju, denominação da maçã do cajueiro, tanto ín natura como nas 

formas de sucos e bebidas fermentadas. Além disso, a amêndoa era consumida 

após a assadura da castanha, o verdadeiro fruto, bem corno subprodutos da casca e 

das folhas da planta que eram utilizadas como recursos medicinais (Johnson, 1974; 

Lima, 1988). 0 uso culinário e as qualidades nutricionais e medicinais do cajueiro 

conquistaram os colonizadores e exploradores os quais visualizaram na planta 

elevado potencial de exploração mercantil (Johnson, 1974). 

Após ser integrada aos hábitos alimentares do Brasil — Colônia, bem como 

de outros países tropicais, a cultura passou vários séculos caracterizada pela 

exploração extrativista ou por plantio desordenado e em consórcio com culturas 

anuais (Parente et al, 1991). Atualmente, o aproveitamento da planta é completo. As 

raízes e as cascas do caule e das ramificações são aproveitadas no uso medicinal, 

no combate a hemorragias, diarréia, úlceras, asma e como diurético. A resina 

extraída do tronco é utilizada nas encadernações devido à sua ação repelente ao 

inseto ou como alternativa ao uso das gomas-arábicas (Johnson, 1974; Soares, 

1986; Lima, 1988; EMBRAPA, 1994). A goma também é utilizada na indústria de 

panificação, de sorvetes, de salsicharia e de cervejarias corno estabilizante de 

espumas (EMBRAPA, 1994). As folhas têm ação medicinal na terapêutica de 

avitaminoses de escorbuto infantil e de ginecopatias comuns (Mota, 1982; Lima, 

1988). 0 pericarpo da castanha é utilizado para extração do líquido da castanha de 

caju (LCC), cujo número de patentes de aplicação industrial ultrapassa 200, desde a 
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sua utilização na indústria de plásticos até a indústria automotiva, que utiliza o LCC 

nas formulações de lonas de freios (Telles, 1988). 

A película da amêndoa é utilizada na composição de rações para aves e 

bovinos em virtude dos teores de proteínas e de carboidratos adequados. A 

amêndoa (cotilédones e eixo embrionário) é o principal produto do cajueiro, 

consumida tanto na forma assada e salgada como na confecção de bolos, doces e 

chocolates, em face do seu elevado valor nutritivo. O pseudofruto é consumido tanto 

in natura corno processado, como suco turvo integral ou sucos clarificados, 

denominados de cajuínas (Soares, 1986; Lima, 1988). 

De todos os produtos obtidos do cajueiro, a principal fonte de divisas para 

a região Nordeste é a exportação da castanha. Mais de 98% da área ocupada com 

cajueiro no Brasil se encontra na região Nordeste. Deste total, 80% são cultivados 

nos estados do Ceará. Piauí e Rio Grande do Norte. O Ceará foi responsável, em 

2001, por aproximadamente 55% da produção nacional, gerando mais de 300.000 

empregos por meio da cadeia produtiva dessa cultura. (Crisóstomo, et al. 2001). 

Atualmente a agroindústria de caju no Nordeste tem relevante importância 

sócio-econômica para o país em função da exploração de 677.253 ha de cajueiros, 

que mobilizam no campo cerca de 280 mil pessoas e proporcionam uma produção 

de 217.062 toneladas de castanha e 2 milhões de toneladas de pedúnculo por ano, 

gerando divisas da ordem de US$ 143 milhões anuais. Por sua vez, o consumo do 

caju-de-mesa no mercado interno (caju ín natura) vem crescendo significativamente, 

principalmente na região Sudeste, estimulando, ainda que em pequena escala, 

novos investimentos na expansão e modernização dos pomares e na adoção de 

boas práticas agrícolas (FIEC, 2004; Oliveira e Andrade, 2005). Apesar disso, essa 

agroindústria se ressente de inúmeros problemas relacionados com os segmentos 

agrícola e industrial. Baixa renovação das áreas plantadas, oscilações de 

pluviosidade (períodos de seca), baixa qualidade genética dos materiais plantados e 

pomares produzidos anteriormente a partir de sementes são os principais fatores da 

baixa produtividade da cultura (Barros et al., 2000). 

A expansão da área cultivada, em detrimento do uso de tecnologias 

apropriadas, provocou prejuízos incalculáveis do ponto de vista social, econômico e 

ambiental. Como resultado deste modelo de exploração, tem havido um declínio 

acentuado no rendimento dos pomares. Com  isso, a cadeia produtiva do caju 
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brasileiro, a partir da metade da década de oitenta, vem apresentando sinais 

evidentes de perda de competitividade (Oliveira; Andrade 2005). 

Existem, no Estado, projetos em desenvolvimento para aumentar a 

produção e produtividade da cultura, tais como a substituição de copas de cajueiro 

de baixa produtividade através da utilização de clones superiores de cajueiro-anão 

precoce. Outro projeto é a utilização da irrigação em novas áreas com mudas 

enxertadas de cajueiro-anão precoce onde a produtividade é superior quando 

comparada a de condições de sequeiro (Almeida, 2002). 

1.7 Efeitos da salinidade no cajueiro 

A restrição do crescimento e produtividade das plantas causadas pela 

salinidade é acentuada em regiões áridas e semi-áridas. As plantas de cajueiro têm 

desenvolvido vários mecanismos de adaptações fisiológicas e genéticas para 

superar as condições de estresse ambiental. Embora a tolerância das plantas a 

salinidade tenha sido atribuída a estes mecanismos, existe um crescimento de 

evidências sugerindo a existência de um sistema geral de resposta ao estresse em 

plantas mediado por um via comum de transdução de sinal celular (Silveira et al., 

2003). 

Plantas jovens de cajueiro foram tratadas durante 30 dias com solução 

nutritiva contendo zero; 50 ou 100 moI m-3  de NaCI. A massa seca da parte aérea 

das plantas estressadas foi reduzida em 23 e 52%, nos dois níveis de NaCI, 

respectivamente, enquanto que a massa das raízes foi reduzida somente pelo maior 

nível de NaCI, em aproximadamente 33% (viégas, et al., 1999). 

Também foram realizados estudos com enzimas envolvidas nos 

mecanismos bioquímicos da produção de prolina na tentativa de entender o acúmulo 

desse osmoprotetor sob estresse salino. A atividade in vivo da redutase de nitrato 

(RN), em folhas e raízes, foi reduzida de maneira similar em aproximadamente 70%, 

tanto em 50 quanto em 100 mol m-3  de NaCI. Ao contrário, a atividade total de 

glutamina sintetase (GS) nas folhas aumentou cerca de duas vezes nas plantas 

estressadas, observando-se variação semelhante para a concentração de proteínas 

solúveis. Entretanto, os tratamentos com NaCI induziram significativas reduções na 

atividade de GS e concentração de proteínas solúveis nas raízes (viégas, et al., 

1999). 
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Plantas de cajueiro CCP06 foram cultivadas em vermiculita durante 28 

dias e transferidas para solução nutritiva de Hoagland com 10% de sua força iônica, 

durante 1 e 7 dias, depois suplementada com 200 mM de NaCI por mais 0, 12, 24, 

48 e 72 h. As plantas aclimatadas por 7 dias á solução de Hoagland apresentaram 

sinais fisiológicos mais compatíveis com a tolerância ao NaCI, como menor 

acumulação de Na+ e, também, menores danos nas membranas, peroxidação dos 

lipídeos, degradação de proteínas, acumulação de aminoácidos livres e acumulação 

de prolina. Os resultados evidenciam que o tempo de aclimatação das raízes à 

solução nutritiva influencia a expressão de fatores capazes de atenuar os efeitos do 

estresse salino, provavelmente proteínas relacionadas ao influxo de Na+, água e 

transportadores de Na+/K+  (Brilhante, et al., 2006). 

As concentrações de aminoácidos livres totais, prolina livre e amônia 

foram aumentadas nas folhas por efeito do NaCI, enquanto que nas raízes 

permaneceram praticamente inalteradas. Os resultados demonstraram que os 

efeitos da salinidade induziram respostas diferentes na assimilação de amônia e 

metabolismo de proteínas entre folhas e raízes. Ao contrário, a atividade da redutase 

de nitrato (RN) foi reduzida pelo NaCI com intensidade similar nessas duas partes da 

planta. É possível que o intenso incremento no acúmulo de prolina nas folhas das 

plantas estressadas possa ter sido relacionado com a maior produção de giutamato 

através do ciclo GS/GOGAT, a partir da maior disponibilidade de NH3  e giutamato 

provenientes de aumentos nos processos de fotorrespiração e catabolismo de 

proteínas, ambos induzidos pela salinidade (viégas et a/., 1999). 

Comparações de tolerância dos pbrta-enxertos CCP 06 e CCP 09 

originados de sementes, e das mudas enxertadas CCP 76/CCP 06 e CCP 76/CCP 

09, submetidas a estresses hídrico e salino, foram realizadas através de 

características bioquímicas de folhas. As mudas CCP 76/CCP 06 reproduziram o 

comportamento de abertura estomática do porta-enxerto CCP 06, que foi mais 

tolerante aos efeitos dos estresses hídrico e salino do que o CCP 09, apresentando 

maior capacidade de ajustamento osmótico em presença da salinidade. O potencial 

hídrico das mesmas demonstrou ser maior nas mudas submetidas ao estresse 

hídrico do que sob estresse salino. O porta-enxerto CCP 06 teve urna redução de 

55,5% da atividade da redutase de nitrato (ARN) quando submetido ao estresse 

hídrico comparado com controle, e um aumento de 4253% de prolina, sugerindo que 
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a prolina seja mais urn indicador de estresse salino do que elemento de proteção 

das proteínas. (Matos, et al., 2003), 

Meneses Junior (2002) comparou mudas derivadas de sementes de três 

genótipo de cajueiro (comum, anão-precoce CCP 76 e microcarpo) sob exposição de 

tempo e dose dependente de NaCI na casa de vegetação. O cajueiro anão precoce 

foi considerado mais tolerante em resposta ao estresse salino quando analisados o 

decréscimo relativo de massa seca em raízes, caule e folhas, a exibição de sintomas 

visuais de toxidade nas folhas mais acumulação de prolina. De todos as análises 

realizadas nesse estudo concluiu-se que a intensidade de acumulação de Na+  e Ci-

e o nível de prolina nas folhas foram capazes de explicar parcialmente a maior 

sensibilidade ao estresse salino dos genótipos estudados, sugerindo que os 

caracteres que podem conferir tolerância são interativos e que a maior ou menor 

tolerância não é devida a expressão de caracteres isolados, mas da interação entre 

os mesmos. 

Na tentativa de identificar o impacto da salinidade sobre a acumulação de 

íons e solutos orgânicos relacionados com o metabolismo de N, plantas de cajueiro-

anão precoce (CCP 06) após 22 dias germinadas foram irrigadas com solução 

nutritiva contendo 0 (controle), 25, 50, 75 e 100 mM de NaCI, durante 30 dias. A 

salinidade reduziu a produção de massa seca total sem, no entanto, provocar 

alterações importantes no conteúdo de água foliar. As concentrações de CI e Na+  

nos tecidos atingiram níveis tóxicos; as de K+  aumentaram na parte aérea e foram 

reduzidas nas raízes. A relação K+/Na+  decresceu na parte aérea e nas raízes, corn 

o aumento da salinidade (Morais et al., 2006). 

Sintomas visuais de senescência precoce foram observados 10 dias após 

o início dos tratamentos, fato constatado pela redução dos teores de N total 

(proteína bruta) e de clorofilas a e b nas folhas e, ainda, por aumentos nas 

concentrações de prolina e dos demais aminoácidos solúveis totais. Os resultados 

indicam que as plantas de cajueiro foram sensíveis ás concentrações de NaCI 

utilizadas decorrente, provavelmente, de urn forte desequilíbrio iõnico com reflexos 

no metabolismo geral de N (Morais et al., 2006), 

Respostas de plantas jovens de cajueiro-anão precoce á salinidade, foram 

realizadas com mudas enxertadas e irrigadas com soluções salinas de diferentes 

condutividades elétricas, aplicadas diretamente no ambiente radicular ou sobre as 

folhas. Os valores da condutividade elétrica da água de drenagem ou do lixiviado 
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praticamente dobraram em relação àqueles da condutividade elétrica das soluções 

salinas, independentemente do modo de aplicação da irrigação. Os conteúdos 

foliares de Na+  e CI-  aumentaram com a elevação da salinidade da água 

irrigação, com maior expressividade nas plantas irrigadas sobre as folhas (Bezerra et 

al., 2005). 

Os valores de área e matéria seca foliar nas plantas irrigadas via 

decresceram com o aumento da salinidade na água de irrigação; além disso, com o 

aumento da salinidade observou-se redução linear nos valores de fotossíntese 

líquida. Os efeitos deletérios da salinidade foram mais conspícuos quando a solução 

de irrigação foi aplicada sobre as folhas e as mudas enxertadas parecem aclimatar-

se melhor ao estresse salino quando este é aplicado apenas no sistema radicular 

(Bezerra et al., 2005). 

Plantas de cajueiro CP 1001 foram mantidas em solução nutritiva 

combinada com NaCl 100 mM durante 8 dias (experimento de curta duração) e 

solução nutritiva combinada com NaCI 50 mM e 100miv1 durante 30 dias 

(experimento de longa duração) com finalidade de avaliar a acumulação de prolina e 

atividade da Glutamina Sintetase. As plantas submetidas ao estresse salino tiveram 

significativa acumulação de prolina nas folhas, quando comparado com raizes. Essa 

mudança foi relacionada à atividade das proteases, acumulação de amônia e 

aminoácidos livres e ao decréscimo do conteúdo de clorofilas e proteínas totais 

(Silveira et al., 2003). 

A atividade da glutamina sintetase também aumentou nas folhas e 

permaneceu praticamente constante nas raízes de plantas tratadas com NaCl. 

Embora tenha ocorrido aumento da quantidade de todos os aminoácidos nas folhas 

de plantas submetidas ao estresse salino, a prolina teve maior percentagem e o 

glutamato menor percentagem de aumento quando comparado com as 

concentrações das folhas controle. No mesmo trabalho foram realizados estudos 

com discos de folhas incubados com NaCl na presença de aminoácidos precursores 

exógenos envolvidos na síntese de prolina, onde o glutamato foi considerado o 

aminoácido responsável pela acumulação de prolina quando comparado corn os 

discos incubados com os precursores, mas sem NaCI. Esses resultados reforçam a 

hipótese, de que, a acumulação da prolina está associada ao aumento da proteólise, 

da concentração de glutamato e da atividade glutamato sintetase em folhas de 

planta de cajueiro tratadas com NaCI (Silveira et ai.,, 2003). 

de 
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Efeitos da salinidade sobre o crescimento e acumulação de solutos 

inorgânicos foram avaliados em plantas de cajueiro com 30 dias de idade, cultivadas 

em diferentes doses de NaCI, por 8 dias (curta duração) e 40 dias (longa duração). A 

produção de massa fresca (MF) da parte aérea, após 40 dias, foi reduzida, 

aproximadamente, 25 e 75% sob 50 e 100 mM de NaCI, respectivamente. Nas 

raízes, a produção de MF não foi afetada em 50 mM de NaCI, entretanto decresceu 

30% em 100 mM de NaCI. No experimento de curta duração, a concentração de K+  

nos diferentes tecidos foi similar àquela das plantas controle, enquanto que, no 

experimento de longa duração, a concentração de K+  foi fortemente reduzida, 

principalmente nas raízes. Em resposta ao tempo e a salinidade crescente, as 

concentrações de Na+  e CI-  atingiram níveis tóxicos nas folhas o que levou, a partir 

do quarto dia do estresse salino, ao surgimento de sintomas típicos de toxicidade por 

estes íons (Viégas et al., 2001). 

Poucos são os trabalhos relacionados à mobilização de reservas em cajueiro, 

principalmente no que se refere ao estresse salino. Almeida (2003) mostrou que 50 

mM de NaCI é capaz de reduzir a mobilização de proteínas de reservas do tipo 

globulinas durante o estabelecimento de plântulas do cajueiro (clone CCP 76). 

Resultados semelhantes foram obtidos por Giorgini e Campos (1993) trabalhando 

com café. 

Quanto à mobilização de amido e lipídios do cajueiro, a mobilização do amido 

é menos afetada pelo estresse salino do que a dos lipídeos e, devido um alto teor de 

lipídios, as sementes do cajueiro se comportam nitidamente como oleaginosas por 

utilizarem os lipídeos de reserva na síntese de amido e açúcares solúveis, 

principalmente na fase inicial do estabelecimento das plântulas (Almeida 2003). 

Cavalcanti Junior (1994) mensurou a concentração de proteínas e lipídios nos 

cotilédones e eixo durante a germinação e estabelecimento de plântula. Foi 

observada uma queda contínua de proteínas e lipídeos no cotilédone, já no eixo, 

houve aumento contínuo de proteínas, mas o conteúdo de lipídios permaneceu 

praticamente inalterado, reforçando a teoria da utilização dos lipídios, pelos 

glioxossomos, como fonte de cadeias carbónicas para a síntese de carboidratos. 

É interessante salientar que a formação geológica do Estado do Ceará, 

associada às condições de clima e manejos de solo inadequados, podem propiciar 

processos de salin17ação e alcalinização do solo e, por conseguinte, prejudicar o 

cultivo do cajueiro (Almeida et al., 1995; Almeida et al., 1998). Ademais, as 
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condições que levam à salinização podem ser agravadas pelo processo de irrigação, 

exigência da moderna cajucultura, principalmente em função da qualidade da água 

utilizada e das altas taxas de evaporação da região. 

1.6 Justificativa 

Anacardium occidentale L. é a única espécie cultivada e a de maior 

dispersão do gênero Anacardium, sendo encontrada principalmente nas zonas 

costeiras da Região Nordeste (Barros, 1988). Com o lançamento do cajueiro-anão 

precoce, na década de 80, associado corn a disponibilidade de mudas enxertadas 

de qualidade genéticas superior, o setor da cajucultura mostrou certa euforia, no 

sentido de ganhos de produtividade. Apesar das perspectivas favoráveis, a 

renovação das áreas com esses materiais ficou muito aquém das expectativas. Os 

atuais 'clones" comerciais de cajueiro-anão precoce apresentam produtividade 

elevada e precocidade de produção quando comparados corn o cajueiro comum do 

tipo gigante (Barros et al., 2000). Por outro lado, a irrigação da cultura cria grandes 

perspectivas de recuperação e ganhos de rentabilidade desse setor agrícola na 

região semi-árida do Brasil. Em condições irrigadas, a produtividade da cultura pode 

aumentar até 20 vezes quando comparada com as condições de sequeiro 

(Cavalcanti Junior, 2001). 

Grande parte dos solos do Nordeste do Brasil, principalmente das regiões 

semi-áridas, apresenta tendência a ser afetada por excesso de sais solúveis. Esses 

sais são provenientes, principalmente, da água de irrigação ou das águas de lençol 

freático elevado. O rendimento das culturas diminui quando os teores de sais na 

solução do solo são tais, que não permitem que a planta retire água suficiente da 

zona radicular, provocando assim, estado de escassez de água por tempo 

significativo (Ayers e Westcot, 1991). 

As pesquisas têm evidenciado que o estresse salino em plantas jovens de 

cajueiro induz alterações bioquímicas e fisiológicas drásticas, especialmente nos 

conteúdos de Ca++  e K4  nas raízes e que essa espécie é capaz de acumular grandes 

quantidades de prolina nas folhas (Silveira et al., 2000). A continuidade dessas 

pesquisas requer a disponibilidade de genótipos com tolerância diferenciada para 

que sejam desenvolvidos estudos de fisiologia comparada, com intuito de definir 

características bioquímicas e fisiológicas que possam estar diretamente associadas 
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com a tolerância à salinidade. No cajueiro, não se conhecem moléculas marcadoras 

relacionadas à tolerância a estresses abióticos, como a salinidade. 

Trabalhos sobre os efeitos da salinidade na produção da cultura de 

cajueiro bem como as respostas do cajueiro ao estresse salino, sobretudo no 

período de germinação e estabelecimento das plântulas, são pouco encontrados na 

literatura. Cavalcanti Júnior (1994) descreveu a mobilização de reserva em plântulas 

de cajueiro, cultivar CCP 76, durante seu estabelecimento. Pronunciada mobilização 

de lipídeos e proteínas foi verificada durante os primeiros dias após a germinação. 

Já Almeida (2003) descreveu um retardo da mobilização de reserves cotiledonares 

em plântulas de cajueiro expostas ao estresse salino durante seu estabelecimento 

tardio. 

O excesso de sais pode retardar a germinação por diminuição na atividade 

de enzimas envolvidas com a hidrólise das substâncias de reservas. Na comparação 

entre as amilases, lipases e proteases, a literatura mostra que as primeiras são as 

enzimas mais estudadas em relação ao estresse salino e deficiência hídrica. Existe a 

necessidade de um estudo das enzimas proteolíticas do cajueiro, relacionadas à 

mobilização das reservas, sob condições salinas com finalidade de compreender 

melhor como o NaCI pode retardar o desenvolvimento da planta. 

Os mecanismos induzidos pela salinidade sobre os processos bioquímicos 

e fisiológicos do caju são pouco estudados principalmente durante germinação e o 

estabelecimento de plântulas. O conhecimento a respeito de quais produtos 

protéicos das reservas cotiledonares possuem sua mobilização mais limitada pelo 

estresse salino, e suas conseqüências no crescimento inicial das diferentes partes 

da plântula, poderá contribuir para uma melhor compreensão da fisiologia do 

estresse salino, assim como abrir perspectivas na seleção de genótipos mais 

tolerantes. 

1.9 Hipótese Geral 

O estresse salino retarda a germinação e o estabelecimento de plântulas de cajueiro 

(Anacardium occidentale L.) através do controle tipo fonte-dreno. 
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1.10 Objetivos 

1.10.1 Geral 

Avaliar mecanismos fisiológicos envolvidos com a mobilização de reservas 

cotiledonares durante a germinação e estabelecimento de plântulas de cajueiro, na 

presença e ausência de salinidade (NaCI). 

1.10.2 Específicos 

• Observar os efeitos do estresse salino analisando a partição de fitomassa, 

crescimento e desenvolvimento durante a germinação e estabelecimento de 

plântulas de- cajueiro. 

• Analisar o processo de mobilização de reservas cotiledonares durante a 

germinação e o estabelecimento de plântulas de cajueiro sob estresse salino. 

• Estudar a mobilização das reservas protéicas durante a germinação e o 

estabelecimento de plântulas de cajueiro na presença de NaCI, e as enzimas 

envolvidas nesse processo. 
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Partição de fitomassa durante a germinação e estabelecimento das 
plãntuias de cajueiro (Anacardium occidentale L.) sob salinidade com 

NaCI 

CAPÍTULO 2 
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2. 1 Introdução 

O cajueiro é  uma c! lture  com  grandes  perspectivas econômicas pela 

aceitação da amêndoa, obtida do fruto, no mercado internacional, razão de participar 

de forma  expressiva na sócio economia do Nordeste brasileiro. Dentre os resultados 

de pesquisa com essa espécie, na região, destaca-se a criação de novas variedades 

mais produtivas, corno o cajueiro-anão prec ce;  corn  índices de produtividade _em 

superiores aos dos genêtipos tradicionais (Bezerra, et al., 2002). 

cajueiro-anão tem características de produção precoce, inicia o ciclo 

produtivo econômico a partir do segundo ou terceiro ano após plantio e atinge 

estabilidade produtiva ens cinca anos, podendo ser cultivado tanto em Áreas 

irrigadas quanto sob condições de sequeiro. Tem ocorrido, também, 

aperfeiçoamento das técnicas de propagação, envolvendo preparação de substratos 

e acondicionamento de mudas, permitindo a obtenção de plantas mais vigorosas, 

por melhorar a eficiência da nutrição e baixar os custos de produção, por economia 

de espaço, água e de substrato (Silva & Silva, 1999). 

No Nordeste do Brasil, são aproximadamen}e nave milhões de hectares 

de terra plantada, envolvendo sete Estados. Na Bahia encontra-se a maior area de 

solos afetados por sais, cerca de 44 % da Area salinizada, seguida pelo Ceará, com 

aproximadamente 25,5% (Fageria & Gheyi, 1997). Existe grande variabilidade de 

comportamento entre as culturas com relação aos limites de tolerância à salinidade. 

Genátipos de uma mesma espécie podem responder de modo diferente aos efeitos 

salinos, nas varies fases de seu desenvolvimento  (Maas & Hoffmann, 1977; !'Maas, 

1986). Todavia, a maioria das espécies cultivadas de importância econômica é 

relativamente sensível à salinidade na germinação e quase todas as culturas não 

toleram condições permanentes de salinidade no solo (Kramer, 1984). 

O estresse salino inibe ou retarda a germinação das sementes e o 

crescimento das plantulas devido a efeitos osmóticos e/ou iônicos. O primeiro 

distúrbio fisiológico causado pelo estresse salino é a restrição da captação de água 

devido à diminuição do potencial asmático do substrato, retardando a embebição 

das sementes ou o alongamento da raiz (Redmann, 1972; Wahid et ai., 1998; Croser 

et al., 2001; Ramoliya e Pandey, 2002; Ramoliya e Pandey, 2003; Ashraf et al., 

2003; Ye et al,, 2005). 
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destilada, por um período de 24 horas para acelerar o processo de embebição. Após 

a embebição, as castanhas foram acondicionadas nos seus respectivos substratos e 

os vasos transferidos para casa de vegetação 

As castanhas foram semeadas em vermiculite contida em vasos de 400 

mL , umedecida a 70% da capacidade de campo corn água destilada (tratamento 

controle) ou NaCI 50 mM (tratamento salino). 

A semeadura I foi desenvolvida na sala de crescimento, corn condições 

controladas de umidade, luminosidade e temperatura. A umidade relativa do ar 

variou entre 40 a 80%, a luminosidade corn fotoperíodo de 12 horas, a temperatura 

atingiu 25 ± 2 °C. A radiação fotossinteticamente máxima nas proximidades das 

folhas foi de aproximadamente 300 pmol.m-2.s-1  mensurado corn um "quantun 

sensor" acoplado a um porômetro (LI-1600 steady state porometer, Li-Cor, USA). 

A semeadura II foi desenvolvida em casa de vegetação, corn condições 

naturais de luminosidade do verão da cidade de Fortaleza-CE, a qual atingia o valor 

máximo às 12hOOmin horas e fotoperíodo com duração média de 12 horas. A 

temperatura média no interior da casa de vegetação foi sempre estabelecida nos 

intervalos entre 28 e 36 °C durante o dia e entre 24 e 27 °C durante a noite com 

umidade relativa do ar variando entre 40 e 80%. A radiação fotossinteticamente 

máxima nas proximidades das folhas foi de aproximadamente 1.000 prnol.;m 2.s  1 

mensurado com um "quantun sensor" acoplado a um porômetro (LI-1600 steady 

state porometer, Li-Cor, USA). 

2.2.3.Qbtenção dos cotilédones e das plântulas 

2.2.3.1 Semeadura I: Efeito da salinidade (Nadi) sobre a mobilização 

do fluxo de massa durante germinação e o estabelecimento das plântulas 

coletadas nos mesmos tempo de semeadura. 

Para obtenção das plântulas, coletadas no mesmo tempo de semeadura, 

as castanhas foram tratadas e plantadas nas mesmas condições descritas 

anteriormente (item 2.2.2). No entanto, os vasos foram mantidos em condições 

controladas na sala de crescimento da casa de vegetação por 30 dias. Os tempos 

escolhidos para coletas foram: semente em processo de embebição = 4 e 8 dias 

após a semeadura (DAS) emissão da radícula — 12 DAS; emissão das folhas 
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primárias (FP) — 16 DAS; expansão das FP — 20 DAS; FP totalmente expandidas — 

24 DAS. 	Foram coletadas três plântulas (repetições) por estádio de 

desenvolvimento de cada tratamento. 

Três cotilédones (um de cada repetição) foram utilizados para análises 

bioquímicas. Os outros três cotilédones (o segundo de cada repetição) foram 

pesados e colocados para secar na estufa a 60 °C por 48 horas para determinação 

do teor de água e, posteriormente, sódio e potássio. Os cotilédones separados para 

análises bioquímicas foram pesados e congelados imediatamente em nitrogênio 

líquido, sendo transferidos para freezer -80 °C para determinações posteriores. 

2.2.3.2 Semeadura 111: Efeito da salinidade (NaCI) sobre a mobilização 

do fluxo de massa durante germinação e o estabelecimento das plântulas 

coletadas nos mesmos estádios fisiológicos de desenvolvimento. 

Para obtenção das plântulas coletadas no mesmo estádio fisiológicos de 

desenvolvimento, as castanhas foram tratadas e plantadas nas mesmas condições 

descritas anteriormente (item 2.2.2). No entanto, os vasos foram mantidos em 

condições de casa de vegetação por 26 dias. Os estádios escolhidos para coletas 

foram: El- emissão da radícula — 10 dias após a semeadura (DAS); E2- emissão das 

folhas primárias (FP) — 14 DAS; E3- expansão das FP — 18 DAS; E4- FP totalmente 

expandidas — 22 DAS e E5- expansão das folhas secundárias (FS) — 26 DAS. Foram 

coletadas três plântulas (repetições) por tempo de cada tratamento. 

As coletas das sementes da semeadura I foram realizadas com dois dias 

de diferença quando comparada com a da semeadura H devido às condições de 

germinação, pois em condições controlada o processo de germinação atrasa de dois 

a três dias em relação ás condições não controladas. 

Três cotilédones (um de cada repetição) foram utilizados para análises 

bioquímicas. Os outros três cotilédones (o segundo de cada repetição) foram 

pesados e colocados para secar na estufa a 60 °C por 48 horas para determinação 

teor de água e, posteriormente, sódio e potássio. Os cotilédones separados para 

análises bioquímicas foram pesados e congelados imediatamente em nitrogênio 

líquido, sendo transferidos para freezer -80 °C para determinações posteriores. 



2.2.4 Determinação da concentração de sódio e potássio 

nn ~ 	º T~~nir ~~o~s r~á s~rii.-. e potássio foram d i_er~si~adae por f 4-_~,to~gLr :" }e~ coa€-_ 	- 	- -- 	-=-- 	 --- o----aaºº--- 	--- —3 

.:hama conforme descrito em Silveira et al. (2000). Após secagem em estufa a 60 

por 48- horas, 50 mg de amostras de cotil dores (farinha) foram incubados Pm 

banho-maria a 100 °C por 1 hora, em tubos hermeticamente fechados contendo ldo 20 

ml. de agua r.elonaz ad_. Em seguida, o extrato foi filtrado os teores _so-d-ác e 

potássio foram determinados por fotometria dP chama i tilicando-se fotómetro HP 

chama 	tipo Micronal B428-P= a  calibrado corn soluções padrões de sódio e potássio. 

As concentrações foram expressas em mmAl.Kg-1 de massa seca com bases em 

fatores obtidos através de equação das curves a partir de soluções padrões de NaCl 

e KCI. 

2.2.5 Percentagem de germinarão das sementes 

A germinação das sementes foi realizada corn vermiculite em recipientes 

plásticos e individualmente. A percentagem de germinação foi determinada através 

das anotações realizadas do número de sementes com radícula emergida ao longo 

do tempo sob condições controladas (sale de germinação). 

A formula utilizada para analisar esse índice foi: 

G(%) = (N A) x 100, onde: 

N = números de sementes germinadas 

A = número total de sementes semeada 

2.2.6 Índice de velocidade de emergência das sementes 

O índice de velocidade de emergência (PIE) foi determinado através das 

anotações realizadas do número acumulado de sementes corn epiodtilo emergido ao 

longo do tempo sob condições controladas (sala de germinação). 

IVE = z n, número acumulado de sementes com epicótilos emergidos 

or' 

no dia. 



2.2.7 Teor de Agua dos cotilédones 

A massa fresca e massa seca foram registradasna balança-  digital após a 

coleta e secagem respectivamente, para determinar a percentagem de água do 

tecido cotiledonar através da fórmula a seguir: 

MS (%) = (MS/MF) x 100, em seguida, U(%) = 100 0 [MS(%)] 

Onde: MS = massa seca; MF massa fresca e U c umidade 

2.2.8 Delineamento estatístico 

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, corn dois tratamentos 

(controle e salino) e três repetições, sendo cada repetição representada por urna 

plântula. Os resultados foram ~ comparados corn base na análise das tendências das 

médias acrescidas dos respectivos desvios padrões. Somente as sementes corn 

massa acima de 8 gramas e aparentemente saudáveis foram usadas para 

semeadura. 

2.3 Resultados 

2.3.1 Germinação e estabelecimento de plântulas em sala de crescimento 

(condições controladas) 

As plântulas sob os dois tratamentos foram coletas ao mesmo tempo, onde 

uma nítida diferença de desenvolvimento, imposta pelo sal, foi observada. Sementes 

germinadas e plântulas de cajueiro foram coletadas corn 12, 16, 20 e 24 dias após a 

semeadura sob tratamento controle e salino (50 mM) em condições controladas 

(figura 1). 

A percentagem de germinação das sementes sob salinidade foi inferior até o 

14° dia comparada corn as sementes com água destilada. A partir do 14° dia a 

diferença da percentagem de sementes germinadas nos dois tratamentos diminuiu, 

estabilizando corn uma diferença de apenas 5% (figura 2 a). Existe urna diferença 

marcante no índice de velocidade de emergência das sementes nos dois 

tratamentos, onde no 24° dia ainda é observado 22% de diferença do tratamento 

controle comparado com tratamento salino (figura 2 b), a percentagem de 
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germinação maxima ficou próxima de 70 % para os dois tratamjjentos no 18°. Durante 

toda germinação e estabelecimento de plântulas o teor de água do tratamento 

controle dos cotilédones permaneceu maior, podendo chegar até 20% de diferença 

quando comparado com o tratamento salino, igualando somente na última coleta 

(figura 3 b). 

Para verificação do estatus de água das sementes durante a germinação urna 

curva de embebição foi realizada. Durante os cincos primeiros dias de embebição 

não foi observada nenhuma diferença de água embebida pelas sementes nos dois 

tratamentos (figura 3 a). Após o quinto dia, a quantidade de água absorvida pelas 

sementes do tratamento salino passou a ser menor quando comparado com a 

quantidade de água absorvida do tratamento controle, portanto sendo observado um 

atraso da absorção de água responsável pelas sementes do tratamento controle 

germinarem primeiro que as do tratamento salino (figura 2 a): 

Ainda sobre os cotilédones é visível o contraste entre os tratamentos controle e 

salino da massa fresca e massa seca de sementes de cajueiro semeadas sob 

condições controladas. Até o 12° dia ocorreu um aumento de massa fresca nos dois 

tratamentos, sendo o tratamento controle com maior conteúdo de massa fresca 

quando comparado com o tratamento salino, posteriormente houve um declínio 

quase que linear dos mesmos, sendo observado dessa vez um atraso da 

mobilização do conteúdo de massa fresca no tratamento salino (figura 4 a). Já nos 

primeiros 12 dias, não foi observada diferença de massa seca dos cotilédones entre 

os tratamentos, quando novamente ocorreu um declínio linear com atraso da 

mobilização do conteúdo de massa seca do tratamento estresse quando comparado 

corn o controle (figura 4 b). 

O conteúdo de sódio nos cotilédones sob tratamento salino praticamente 

dobrou no último tempo de coleta, e no tratamento controle ocorreu urna diminuição 

contínua tanto de sódio como de potássio, acompanhando a mobilização natural das 

reservas cotiledonares (figura 5 a, b) Também ocorreu urna diminuição do conteúdo 

de potássio nos cotilédones sob tratamento salino, mas a partir do 12° é observado 

um atraso evidente comparado com o conteúdo de potássio do tratamento controle 

(figura 5 b). 
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Figura 1. Plântulas coletadas no mesmo tempo de semeadura (a) sob tratamento 
controle (C) e tratamento salino (50 mM). 
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Figura 4. Massa fresca (a) e massa seca (b) dos cotilédones de cajueiro, 
cultivadas durante 24 dias após a semeadura, na presença (•) e na 
ausência (o) NaCI 50mM. 

Figura 5. Conteúdo de sódio (a) e potássio (b) em cotilédones de cajueiro, 
cultivadas durante 24 dias após a semeadura, na presença (•) e na ausência 
(o) de NaCI 50mM. 



Analisando o conteúdo de massa seca das partes aéreas e radiculares de 

plântulas de cajueiro, observa-se grande diferença nos dois tratamentos, sendo o 

tratamento controle com maior massa seca quando comparada corn o tratamento 

salino. É. interessante destacar que a massa seca das partes aéreas em ambos os 

tratamentos é o dobro da massa seca das partes radiculares (figura 6). 

Na figura 7 é possível avaliar a percentagem de biornassa seca das partes das 

plântulas durante tempos diferentes de coletas após a semeadura (16, 20 e 24 dias). 

inicialmente a maior percentagem de massa seca se encontra nos cotilédones para 

ostratamentoso¡ no 	e T 42o~ no salino), e 	última dois 	(74,36 ,~ 	controle 	9.;, 	~~  	na última coleta a 

maior percentagem passa a ser da parte aérea (61,69% no controle e 46,9% no 

salino). É possível observar um atraso de quatro dias quando se compara as massas 

secas dos cotilédones em relação aos tratamentos, onde na coleta aos 20 dias 

controle é praticamente igual ao da coleta aos 24 dias do tratamento salino. 

Novamente a concentração de sódio e potássio foi analisada mas, dessa vez, 

nos tecidos das partes aéreas e radiculares das plântulas de cajueiro. A 

concentração de sódio em ambas as partes das plântulas sob tratamento salino 

foram consideravelmente alta quando comparada corn o tratamento controle que 

permaneceu constante durante todo o tempo de semeadura, cerca 100 

umolNa+gMS-1. A concentração da Na+ a partir do 12° dia aumenta quase que 

linearmente durante a semeadura chegando a 350 umolNa+gMS-1 na última coleta; 

nas raízes inicia com a concentração alta, em torno de 500 umolNa+gMS ', e 

aumentando no decorrer do tempo (figura 8 A e C). A concentração de potássio nas 

partes aéreas e radiculares das plântulas decai com o passar do tempo, tanto no 

tratamento salino como no tratamento controle, sendo que nas partes aéreas ocorre 

um atraso do decaimento do tratamento salino quando comparado corn o tratamento 

controle (figura 8 B e D). 
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Figura 6. Massa seca da parte aérea (a) e raiz (b) de plântulas de 
cajueiro, cultivadas durante 24 dias após a semeadura, na presença (.) e 
na ausência (0) de NaCI 50 mM. 
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Figura 7. Partição da biomassa seca nos diferentes órgãos de plântulas 
de cajueiro, cultivadas durante 24 dias na presença (.) e na ausência (o) 

de NaCI 50 mM. 
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Figura 8. Conteúdo de sódio e potássio na parte aérea (a,b) e raiz (c,d) em 
plântulas de cajueiro, cultivadas durante 24 dias após a semeadura, na 
presença (•) e na ausência (o) de 50 mM de NaCl. 



2.3.2 Germinação e estabelecimento de p!ãntulas em casa de vegetação 

(condições não controladas) 

Sementes germinadas e plántulas de cajueiro coletadas no mesmo estádio 

desenvolvimento (El, E2, E3, E4 e E5) sob tratamento controle e salino (50 mM) em 

condições  não controladas (figura9). Notar queestás os de desenvolvimento são ( ~t .  	os ' ~ ~~lti~ 

semelhantes, onde as coletas das plântulas sob tratamento salino foram realizadas 

com três dias de atraso em relação ao tratamento  controle.  El antulas de cajueiro 

submetida ao tratamento com 100 mM de NaCI foram comparadas com plántuias 

sob o tratamento controle e 50 ml!" (figura 9 E5)- 

Durante os quatro primeiros estádios a massa fresca permaneceu 

praticamente constante, sendo que no tratamento controle ocorreu um pequeno 

aumento, do El até E3, de aproximadamente 0,3g. Em seguida a massa fresca dos 

dois tratamentos diminuiu, sendo a do controle commais intensidade (figura 10  A). A 

massa seca dos cotilédones nos tratamentos controle e salino diminuíram na mesma 

intensidade, atingindo 20 % da massa inicial no estádio 5 (figura 10 B). Durante 

todos os estádios de coletas dos cotilédones o teor de água do tratamento controle 

permanece maior, podendo chegar até 15 % de diferença quando comparado com o 

tratamento salino (figura 10 C). 

A massa fresca das partes aéFeas e raiz das pléntulas no tratamento salino 

dos primeiros estádios (El e E2) é menor comparada com o controle, mas a partir do 

E2 ocorreu um aumento de massa no tratamento salino chegando a ultrapassar a 

massa fresca do tratamento controle (figura 11 A e C); já a massa seca nos dois 

tratamentos também aumentou com o passar do tempo, sendo a massa seca do 

salino sempre atrasada comparada com o controle, observando-se no ultimo estádio 

uma maior diferença de massa entres os tratamentos avaliados (figura 11 B e D). 

fl teor de água na parte aérea e raiz passaram a ser contrastante nos últimos 

estádios (E3 e E4) entre os tratamentos, onde o salino retém mais água comparado 

com o controle (figura 12 A e B). 
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Figura 9. Plântulas coletadas no mesmo tempo de semeadura (a) sob tratamento 
controle (C) e tratamento salino (50 mM). 
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Figura 10. Massa fresca (a) massa seca (b) e teor de água relativa (c) dos 
cotilédones de plântulas de cajueiro no mesmo estádio de 
desenvolvimento fisiológico, na presença (.) e na ausência (o) de 50 mM 
de NaCl. 
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Figura 11. Massa fresca e massa seca da parte aérea (a,b) e raiz (c,d) de 
plântulas de cajueiro no mesmo estádio de desenvolvimento fisiológico, na 
presença (.) e na ausência (o) de 50 mM de NaCi. 
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Figura 12. Umidade parte aérea (a) e raiz (b) de plântulas de cajueiro no 
mesmo estádio de desenvolvimento fisiológico, na presença (.) e na 
ausência (o) de 50 mM de NaCI. 

Figura 13. Comprimento das plântulas de cajueiro no mesmo estádio de 
desenvolvimento fisiológico, na presença (.) e na ausência (o) de 50 mM 

de NaCI. 
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2.4 Discussão 

De acordo corn os resultados,o crescimento e o desenvolvimento  ^as 

piá; itulas foram diferenciados quando comparado o tratamento salino corn o 

controle. E possível observer esse comportamento fios resultados da figure 2, onde 

a germinação (protusão da raiz) e emergência do epicOtllo são retardadas nas 

submetidas 	estresse =i 	~R~, Os dados de embebição e teor d;á. -sementes 	ao Gvstl s.aase salino 50 s i ft 

água (figura 3) corroboram corn esses resultados, sendo observada urna diminuição 

do fluxo 	ague a uma diferença eá percentagem d= ague ~dvJ cotilédones durante 

a germinação. Segundo Ye et ai. (2005), o estresse salino inibe ou retarda a 

germinação das sementes e o crescimento das .s G frú lt s devido a efeitos u mvfri=v3 

eiou iônicos, onde o primeiro distúrbio fisiológico causado peio estresse salino ô a 

restrição da captação 	ague devido a diminuição do potencial osmá +• co  do 

substrato, retardando a embebição das sementes ou o alongamento da raiz. Esses 

resultados foram observados em diversas espécies como ^denQrffie-R pave nina L. . 

(Silmara et ai.,1999) Atrf,o!ex prostrata e Atr=piex patula (Katembe et al., 1998), 

milho, cana-de-açucar, arroz e beterraba (Schubert, 2002) e citrus (Adnan, 2004). É 

importante ressaltar que a percentagem de germinação, de sementes de cajueiro, 

geralmente chega -~ superar os 900 , nesse trabalho ficou  próxima de 70%

possivelmente 

n 	

devido ao lote de castanhas utilizado para realizar o experimento. 

curve de eyNeNÌçÚV (figure V a) quando analisada integralmente mostra um 

padrão trifásico, onde a fase I (1° ao 60 d) representa a fase de absorção de 'ague 

propr r me r e dita, a fase ( 7^ ao 9e d) reoreeverfrã v :rfrervuiv 	preparação,  r dc 

ocorre a ativação metabólica e a fase Ill (a partir do 10° d) representando a 

germinação com a p ob rGSav 	raiz e início  dv crescimento  dc future  .Iânfr iIa, o que 

esta de acordo corn Castro e Hilhorst, 2004. 

A massa fresca das três primeiras IGiraJ coietQs  dos cotilédones foi € i iaior no 

tratamento controle, corn urna diferença em tomo de urn grama em relação aos 

cotilédones do tratamento salino. Já no conteúdo 	massa seca dos cotilédones 

nos dois tratamentos, no mesmo tempo de coleta, não houve diferença. Após a 

germinação e durante o estabelecimento das piQ€tì lãc foi observado um declínio

abrupto no conteúdo de massa fresca e seca dos cotilédones sob tratamento 

controle e salino sendo, esse dcLn.lini o, mais atrasado e lento no tratamento saline 

(figura 4). Esses resultados confirmam a redução na absorção de água causada pela 
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presença do NaCI, atrasando a embebição e conseqüentemente a germinação das 

sementes. As plantas reduzem a transpiração e absorção de água como resposta 

fisiológica a diminuição do potencial osmo ticocausada pela presença rSido N v CI no 

substrate (Chaves, Y?

1

991)

~

. 

~1 ~! 	c Y~ ~+ 	Y~ 	r Durante a mobilize -ao das reserves cotiledonares o eixo em crescimento 

também drena íons para suprir as necessidades fônicas iniciais. Há um importante 

compostode reserva chamado finitina ( Io  in^ itol  hexafosfato) que  incruste os 

corpos protéicos das sementes e servem para armazenar ions. Estes desempenham 

importantes   ,nçõos no metabolismo das plânt.las . :8 que 	raiz esteja 

desenvolvida o suficiente para extraído do substrato (Buckeridge et ai., 2004). 

Estudos  identificarame caracterizaram genes e transportadores responsáveis 

pela absorção de potássio e sódio no citoplasma das plantas, essa absorção é 

controlada pelos canais ionises para manter uma razão potássio e sódio próximo de 

1 (Maathuis e Amtmann, 1999). Nos tecidos secos de raízes das sob tratamento 

salino essa razão diminuiu com o passar do tempo, e na última coleta (24d) a razão 

potássio sódio foi 0.3. (figura 8 c,d) Essa diminuição é ocasionada mais pela queda 

de potássio do tecido do que pelo aumento de sódio. Nos tecidos secos de partes 

aéreas (caule e folha), das mesmas plãntulas, a razão potássio sódio foi sempre 

maior que 1, chegando próximo de 1 na última coleta (figura 3 a,b). Em cotilédones, 

a razão potássio sódio de todas as coletas foi maior que 1, portanto, o atraso

® existente   no crescimento LImcnto LLs plãntulas sob tratamLI Its sLI LI 115.10 foi devido ao efeito  

tóxico direto da concentração de sódio no tecido cotiledonar, mais possivelmente, ao 

efeito osrn otic o. 

A exposição de plãntulas em estabelecimento ao estresse salino acarreta 

d' sturbios na captação e na distribuição de nutrientes (Ashraf et a,., 2003; Ramoli ya 

et ai., 2004), possivelmente o aumento de potássio observado nos cotilédones sob 

tratamento salino em cajueiro, está relacionado ao desequilíbrio imposto pelo alto

conteúdo de sódio, evitando a translocação de potássio para as plãntulas em 

desenvolvimento (rig,L d ra v u). 	aumento inn+ n n 	sn i. durante 7 t isnJ de 

semeadura em cotilédones e plântulas pode levar a uma redução de K+ e Ca2+ em 

eixo embrionário re girassol e conseqüentemente em nián+Llas em 4csG V11%irpn+V 

de cajueiro (figura 8 b,d), que ainda dependem das reservas dos cotilédones, 

provavelmente associado 	+_ ans IrcGçao reduzida destes ions a partir dos 

cotilédones (Ashraf et al., 2003), 



Durante o estabelecimento das plântulas tratadas corn NaCI foi observada urna 

redução do conteúdo de massa seca da parte aérea e raiz comparado corn o 

tratamento controle  (fir  ra 6  a,b ), possivelmente  rdeV idJ ar atraso da mobilização de 

reservas dos cotilédones sob o mesmo tratamento. Analisando a percentagem da 

srmc_ 3-•‘±a! 	-r+c _ a c.->"-~ T-1~--, 	},-,_, -1.,_, ~I~~a, .ln ~-. 	 e r~orfe 	~ Jvt i IW LL, LS E1 i.i~ i I I CiJs sGL+Q LAiãi7 partGJ i.ic~ iic~i ILLII4LJ ;ti LiL iGLAL:1 i 	pi al L áGl Gc~ G r ciiZ), _ 

possível analisar uma partição atrasada nas plântulas sob tratamento salino, onde 

no 24° dia a percentagem dv rÉ 1GJ3G c~--  JGL.+L.-í 	LãLi 	IJJEIlGJLi IG 	L+Lii i c31.ëLii tLAG 

aproximadamente ao 20 ° dia do tratamento controle. O atraso foi evidenciado em 

totordos os tempos de coletas  pares d1 	1 n± ! ~+ (figura a l i rios 	LGi i 11.JL+v LA .. LivlGtãw;S e partes LGv' tiL Gi ~3 piar ILuiúJ ,figura t ~- 

O efeito do pré-tratamento com NaCI sobre o estabelecimento de plântulas de 

uma cultivar de cr (•ir 	i•-~r~ccsr_±rF . 	! ^...±..E.-~ r.nrs- r~.,n~.: ••r=~e~ i-r9 -~~rz±~ i'r{- -?r~ rrs~_,r- JLJry`v CLl.li ..sJGì iL✓̀Li .~fi~.iï iLtdi~•7v' Lt~Ji i 1 I ~ 4.i t.i~i~ti i iE1 ltwíl iLCrtwl.lté iá:"é 11 IGiJJG 

fresca e massa seca e com aumento do conteúdo de Na+ e CI-, conforme o aumento 

da L+once ±rQr rr externa de NaCI (WL id et  !, 1998). Isilim, parece que

mobilização de massa seca em cotilédones de caju pode ser regulada por 

recanis rrJ do +irr fonte-dreno, rJiJ quais JrrraIrri irfl aGndIL da salinidade --usada

por NaCI, conclusão essa também descrita em cotilédones de caupi (Prisco et aL, 

1981). 

Com objetivo de analisar o atraso da mobilização de massa imposta pele 

NaCI nos cotiledr nes e nas plân± J! é em desenvolvimento, coletas foram realizadas 

no mesmo estádio fisiológico dos dois tratamentos. Houve diferença na massa 

sra~!,a rlrs r,r~±il~,-lrari~ _ r!: ir~r,±c rsr+~- In•~ r~r~4 #r,ri.~s 	-,¡¡±± ir±-~s 	r,rl.~ rio tratamento ¡¡'+; Ì i GJLi6ã iAVJ LA, Jul 	iGJ IAUi gl ILG tal GitIGi.ZmGI 1Le LLALAQJ as cole-tas, onde 1 ILJ ii CwLal 1 I~int4% 

controle a massa fresca foi significantemente maior, devido a maior absorção de 

~ 	rd Ern ±a 	r•=,bs¿¿33 iaPr 	•rd- ~~++ sr3ri.8r±r5s 	 •ar;f virsr i¡ 1 i § SOM rill •r,~ri Es9Eii -, f ri ra aqua iA~i~LnLG a etl lLi •~ib iLyi.:iV UE~y7 JGi1iGlILG~ Giii VGIF111L+Lili4Ú JGiII 3Llili ylCÃi! vCd iil lGã (ti6~Eá1G 

9 a). Não ocorreu diferença de massa seca durante a exaustão das reservas dos 

r,r+±'lárir~" ns r+rr vL:LiIGL.iLiÌ IIGJ I IVJ estádios analisados  (figLra Q b
l C_ssas diferenças estão 

demonstradas

11 

	no g 

r

ráfico da figura 9 C, onde

r

~ existe uma diferença do teor de água 

em lodos 	estadiLis de colet a, com foi exceção do ultimo. 

Durante o estabelecimento das plântulas sob tratamento salino foi possível 

i bs VCi U partir 	LstaUi s L, um ganho dr  Massa fresca das partes aéreas t 

raízes que chega a superar a massa fresca das plântulas sob tratamento controle 

(figura 10 a,c), que apesar das plântulas estarem sob tratamento salino, houve uma 

tendência de absorverem maior quantidade de água do substrato a partir do 

rr1lr, d" ac±nrdir rr~~i i;i~l arv±r 	r 	rr~ . 	±n de 1 ahr.-r a 11 bt_rr f~ ir ' i imposta sGyLAI ~.LJ GJLciulv, 1iVSJi ~GImGI ILG ~+orri L; pi G FiL7slLL, 	g4iGiii ~l 	iial i GI, ~ Im N 	~ 

pela redução do potencial osmótico devido a presença do NaCI, ou seja, um 
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ajustamento osmíoitico estaria ocorrendo para que as plantulas pudessem continuar 

seu crescimento. Essa hipótese é reforçada pelos resultados apresentados na figura 

.1, onde o teor  de agua, a partir a~ ir do segundo estádio das partes aéreas e raizes sob 

tratamento salino, são nitidamente maiores quando comparado com o do tratamento 

controle. 

As plantulas submetidas ao tratamento controle tiveram massa seca das 

aéreas raiz maior que s submetidas  	tratamento mento salino (figure. s 10 e p Q e B 	9 ~ 2 partes QeI GG3 	raizes   	G7~ s3lul I FG L:°..AGv ao LrG I~-L IGe Ilv 	11`.~Ld: ~v' I wé 6J v 

d). Esse resultado não corrobora com o sincronismo da mobilização da massa seca 

dos  cotilédones (figure 9 b), quo possuem massas iguais nos dois  tratamentos. Em 

alguns casos em que o desenvolvimento da plãntula leva vários dias, a mobilização 

reserves pode prp sentar sincronismo 	a fo1 ssíntese durante  de 	restai YQ3  	apresentar Gvi.i: ïE~ã: 3;1 iLIE Lr: ll3ì ì ìLí corn 	i VLO.Soií lLv3G durante GI iLG o 

estabelecimento nas folhas em expansão (Buckeridge, 2004), reforçando o ganho de 

massa seca das partes aéreas e raizes das plantulas de cajueiro (figura 10 b,d) sob 

tratamento controle, já que elas se encontram com as folhas mais desenvolvidas. 

A-j 	fn n ça existente da mae- a seca das partes éreas 	raízes nos ?'j 	diferença existente ILG ~.i ~:i 1: iQ~ssC.i vv~.ta 	v GiGrv GS v f ."7. ILva3 nos 

tratamentos analisados, apesar das coletas terem sido no mesmo estádio fisiológico, 

provavelmente foi motivada 	ve letas realizadas de plantulas  sob tratamento  Ja in 

com atraso no estádio de desenvolvimento, esse resultado é reforçado com o gráfico 

d0 comprimeI 1l_O das plantulas (llgi I a 12). 

9.5 iie5:iriusGlE 

0 efeito osmotic() G não n efeito toxico afete O crescimento ú3 nl~. fr1 lac 
fÈIGL~lirdlCd3 ~v 

a redução de fitomassa em cotilédones de cajueiro submetidos ao estresse salino. 
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3.1 Introdução 

As reservas das sementes têm basicamente duas funções que se relacionam 

com a manutenção e o desenvolvimento do embrião até a formação de uma plântula 

que apresente a capacidade de se manter de forma autotrófica. Os compostos 

acumulados durante a maturação da semente podem servir corno fonte de energia e 

de matéria, pois os compostos de carbono normalmente acumulados em sementes 

podem ser utilizados tanto para produzir energia como para construir fisicamente as 

células (Buckeridge et al, 2004). 

Há enorme variação na composição de sementes, mas as substâncias 

armazenadas em grande quantidade constituem os carboidratos, os lipídios e as 

proteínas. Os dois primeiros servem como fonte de energia e carbono para a 

germinação das sementes e o desenvolvimento das plântuias, enquanto as 

proteínas têm corno função armazenar principalmente nitrogênio e enxofre, 

essenciais para a síntese de proteínas, ácidos nucléicos e compostos secundários 

na plântula em crescimento (Buckeridge et al., 2004). 

O principal sistema de classificação de proteínas vegetais, com base na 

solubilidade em uma série de solventes foi desenvolvido por Osborne (1924). A 

fração globulina é solúvel em soluções salinas, mas insolúveis em água. A fração 

albumina é solúvel em água e tampões diluídos com pH neutro. A fração prolamine é 

solúvel em álcool diluído (60-70%), mas não é em água e soluções salinas. A fração 

glutelina é solúvel em soluções ácidas ou básicas diluídas. Classificações mais 

modernas de proteínas vegetais baseiam-se em dois critérios: função e relações 

bioquímicas e moleculares. Em termos de função, podemos classificá-las em três 

classes principais: a) proteínas de reserva; b) proteínas estruturais e c) proteínas 

metabólicas e proteção (Bewley, 2001). 

As globulinas são as principais proteínas de reserva de sementes de 

dicotiledôneas, especialmente as leguminosas. Já as prolamines e glutelinas são as 

proteínas de reserva mais comuns em sementes de monocotiledôneas, como os 

cereais. Já as albuminas são amplamente distribuídas (Bewley e Black, 1994). 

As proteínas de reserve de sementes fornecem aminoácidos livres 

durante sua mobilização, os quais são utilizados na biossíntese de outras proteínas 

ou compostos nitrogenados na plântula em desenvolvimento (Bewley e Black, 1994). 

O acúmulo de proteínas de reserva ocorre durante a metade e último estádio de 
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maturação das sementes. Elas são depositadas em compartimentos ligados à 

membrana, os corpos protéicos, os quais são gerados ou diretamente a partir do 

retículo endoplasmático, como em milho, ou em vacúolos de estocagem de 

proteínas como na maioria das espécies. Durante este período de deposição, a 

degradação de proteínas de reserves é livre de hidrólise indicando que as proteínas 

são protegidas contra ataque proteolítico prematuro (Müntz, K. 2001). A síntese e a 

deposição dessas proteínas estão sujeitas a uma regulação espacial e temporal, 

sendo que, em cada espécie, podem aparecer em diferentes estágios do 

desenvolvimento (Herman e Larkins, 1999). 

Na maioria das dicotiledôneas e das gimnospermas, a formação dos 

corpos protéicos envolve a fragmentação de um grande vacúolo central após as 

proteínas de reservas terem sido transportadas dos locais de síntese. Em geral, o 

transporte das proteínas de reserva pode ocorrer por meio do complexo de Goigi 

(glutelinas do arroz, algumas prolamines de trigo e globulinas das leguminosas), 

mas, em alguns cereais, ocorre à formação direta do corpo protéico a partir do 

retículo endoplasmático rugoso. Em monocoti~ edônea o corpo protéico pode ser 

simplesmente uma agregação de proteínas de reserva que são lançadas no 

citoplasma sem qualquer membrana de proteção. Pode ainda ser formada pela 

ruptura do retículo endoplasmático; onde as proteínas de reservas são sintetizadas. 

(Buckeridge et al., 2004). 

De modo geral, os processos de mobilização (independente do tipo de 

reserva) consistem em sincronizar o crescimento e o desenvolvimento da plântula, 

oriunda da germinação, no sentido de produzir um indivíduo autotrófico que seja 

capaz de se adaptar e responder às condições ambientais vigentes (Bewley, 2001). 

O estresse salino induz diversas alterações no metabolismo das plantas, sendo a 

rápida e acentuada redução no crescimento um dos seus efeitos mais marcantes. A 

alta concentração de sais no solo pode provocar a diminuição do potencial hídrico do 

solo que promove a perda de água das células para o meio externo por osmose 

Ye, 1998). (Munns, 1993; 	~  

Durante o estabelecimento das piúntulas, a captação de água acarreta a 

acumulação de íons nos tecidos (Wahid et al., 1998; Ashraf et al., 2003). Ao atingir 

concentrações tóxicas, os íons acumulados podem afetar vários processos 

fisiológicos e metabólicos dos tecidos, incluindo a divisão celular, a diferenciação 

celular, a atividade de enzimas e a captação e distribuição de nutrientes (Wahid et 
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al., 1998; Croser et aí, 2001; Ramoliya e Padey, 2003; Ashraf et al., 2003; Misra e 

Dwivedi, 2004). Assim, a toxicidade iônica pode ocasionar o atraso da emergência 

das plântulas (Wahid et al., 1998; Croser et al., 2001; Ramoliya e Padey, 2002; 

Ramoliya e Padey, 2003; Joshi et al., 2005) e da mobilização das reservas (Wahid et 

aí, 1998; Ashraf et al., 2003; Prisco e Vieira, 1976; Prisco et aL, 1981) ou até 

diminuir a viabilidade das sementes (Wahid et ai., 1998; Ramoliya e Padey, 2003; 

Ashraf et ai, 2003) ou aumentar a mortalidade das plântulas (Croser et aí, 2001; Ye 

et al., 2005). 

Em algumas espécies vegetais, como sorgo, trigo e caupi, os efeitos da 

salinidade são mais acentuados durante a germinação e crescimento inicial das 

plântulas. Em outras espécies, os efeitos da salinidade são mais drásticos após o 

estabelecimento da plântula e início da fase de plena atividade fotossintética das 

folhas (Fageria e Gheyi, 1997). 

Nenhum estudo foi encontrado em relação aos mecanismos induzidos pela 

salinidade sobre os processos bioquímicos da germinação das sementes de 

cajueiro. O conhecimento a respeito de quais produtos das reservas cotiledonares 

possuem sua mobilização mais limitada pelo estresse salino, e quais suas 

conseqüências no crescimento inicial das diferentes partes da plântula, poderão 

contribuir para uma melhor compreensão da fisiologia do estresse salino, assim 

como abrir perspectivas na seleção de genótipos mais tolerantes. 

3.2 Materiais e Métodos 

3.2.1 Obtenção dos tecidos para análise 

Plântulas de cajueiro foram obtidas de castanhas tratadas e semeadas 

nas mesmas condições descritas do item 2.2.2 do capítulo 2 com finalidade de 

analisar a mobilização das reservas orgânicas. No entanto, os vasos foram mantidos 

em condições de casa de vegetação por 30 dias. Os estádios escolhidos para 

coletas foram: emissão da radícula — 10 dias após o semeio (DAS); emissão das 

folhas primárias (FP) — 14 DAS; expansão das FP — 18 DAS; FP totalmente 

expandidas — 22 DAS, expansão das folhas secundárias (FS) — 26 DAS e folhas 

secundárias totalmente expandidas — 30 DAS. Foram coletadas três plântulas 

(repetições) por tempo de cada tratamento. Três cotilédones (um de cada repetição) 
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foram utilizados para análises bioquímicas. Os cotilédones separados para análises 

bioquímicas foram pesados e congelados imediatamente em nitrogênio líquido, 

sendo transferidos para freezer -80°C para determinações posteriores. 

3.2.2 Extração de Proteínas Solúveis 

Amostras com 1 g de massa fresca de eixos ou cotilédones foram maceradas 

com nitrogênio líquido e extraídas com 5 mL de tampão Tris-HCI 100 rnM pH 8,0 

contendo EDTA 2 mM, ditiotreitol 2 mM e PEG 6000 3% (m/v). Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 12.000 xg por 20 min a 4 °C e o sobrenadante 

coletado e armazenado a -80 °C. As proteínas solúveis destes extratos foram 

quantificadas de acordo com o método de Bradford (1976), usando albumina sérica 

bovina como o padrão. 

3.2.3 Aminoácidos Livres Totais (AALT) 

A concentração dos aminoácidos livres totais (AALT) foi determinada pelo 

método de PEOPLES et al., (1989). Amostras de tecidos frescos de cotilédones 

foram submetidas à extração a 100 °C por 30 min, em proporção de 200 mg da 

amostra para 5 mL de água deionizada. A reação para dosagem de aminoácidos 

livres totais foi conduzida em tubos de ensaio contendo uma aliquota de 0,1 mL de 

extrato, em presença de 0,25 mL de uma solução tamponada a pH 5,0 contendo 0,2 

M de citrato, 0,25 mL do reagente de ninhidrina (KCN 0;10 mM e ninhidrina 5% em 

metoxietanol e 0,4 mL de água destilada). Após homogeneização, os tubos 

hermeticamente fechados foram mantidos em banho-maria a 100 °C por 15 min. A 

reação foi interrompida pela redução da temperatura do meio mediante contato dos 

tubos de ensaio com água a 2 °C e adicionados de 1,5 mL de etanol 50% (v/v). As 

absorbâncias foram medidas a 570 nrn. Os teores de aminoácidos livres totais foram 

determinados utilizando L-glutamina como padrão. 

3.2.4 Açúcares solúveis totais 

A extração de açúcares solúveis totais de cotilédones (liofilizados e 

delipidados) e folhas liofilizadas seguiu o protocolo descrito por Silveira et al, (1990), 
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conforme figura 1. A concentração de açúcares solúveis totais foi determinada com 

base em uma curva padrão ajustada a partir de concentrações crescentes de uma 

solução estoque de glicose (1g/100mL H2O) diluída 100 vezes em água deionizada 

(Dubois et al., 1956). 

3.2.5 Amido 

A extração de amido das amostras de cotilédones (liofilizados e deiipidados) 

foi realizada segundo o protocolo de Silveira et al (1990), conforme figura 1. A 

concentração de amido foi determinada com base em uma curva padrão ajustada a 

partir de concentrações crescentes de uma solução estoque de giicose (1 g/100mL 

H20) diluída 100 vezes em ácido perclórico 30% (Dubois et al., 1956). 

.~ .~~ ~ :s Lipidios 

A percentagem de lipídios nos cotilédones foi determinada seguindo a 

metodologia descrita por Cavalcante Júnior (1994). Amostras de 500 mg de tecido 

liofilizado de cotilédones foram colocadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de 

hexano (extração a 22 ° C), procedendo a extração de lipídios por 3 horas. Em 

seguida, os tubos foram levados á estufa por 72 horas a 60 °C para evaporação do 

hexano. Após a evaporação, a percentagem de lipídios nas amostras foi 

determinada por diferenças de pesagens entre o peso inicial dos tubos e o peso 

final. 

3.2.7 Determinação de proiina, arainina, omitina, giutamina e asparagina 

Amostras de 50 mg de cotilédone liofilizado e delipidado extraídas com 

metanol: clorofórmio: água (15: 5: 3) a temperatura ambiente durante 30 minutos 

(Mitchell and Madore, 1992). A quantificação de cada aminoácido foi realizada em 

HPLC (Waters Corporation) usando urna coluna Pico-Tag C18, de acordo com as 

instruções do fabricante. A quantificação de aminoácidos livres foi realizada 

comparada os picos obtidos das amostras com o obtido dos aminoácidos padrão. 
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3.2.8 Fracionamento Protéico 

Globulinas, albuminas e prolaminas foram extraídas e fracionadas de 

amostras de 1 g de cotilédones liofilizados e delipidados de acordo com Osborne 

(1924) com algumas modificações. Inicialmente, as amostras foram extraídas com 

10 mL de tampão Tris-HCI 25 mM pH 7.6 e centrifugadas a 10.000 x g durante 20 

minutos. O precipitado foi extraído e centrifugado novamente sob as mesmas 

condições, obtendo um resíduo e dois sobrenadantes, que foram juntados para 

fornecer um extrato bruto. O extrato bruto foi dializado contra água destilada e 

centrifugado a 10.000 x g por 30 min. O precipitado foi dissolvido em água destilada, 

fornecendo a fração globulina e o sobrenadante fornecendo a fração albumina. O 

resíduo iniciai foi extraído com etanol 70% (v/v) e centrifugado a 10.000 x g durante 

20 minutos. 0 sobrenadante corresponde à fração prolamina e o precipitado foi 

descartado. Todas as frações protéicas foram liofilizadas e o conteúdo de proteínas 

foi quantificado de acordo com o método de Bradford (1976), utilizando como base 

urna curva padrão ajustada partir de concentrações crescentes de albumina sérica 

bovina. 
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Sobrenadante 1 + 2 

Evaporação até 20% do 
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50 mg de massa seca 

	 1 
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10.000 x g 15' 
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Amido 
I 	Dubois et al.,1956 

Figura 01 — Esquema de extração para determinação de amido em cotilédones. Extração de açúcares solúveis 
.otais e aminoácidos livres totais em cotilédones e folhas. 
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3.3 Resultados 

No processo de estabelecimentos das plântulas de cajueiro a acumulação da 

massa seca nos eixos em crescimento    (figura 1 a) foi coordenada com a queda da 

massa seca nos cotiiédones de plântulas sob tratamento controle e salino. 

Entretanto, o tratamento com NaCi retardou esse processo especialmente no final do 

estabelecimento das plântulas, desde da emergência das folhas primárias (18 d) até 

a emergência das folhas secundárias (26 d). No final do experimento as plântulas 

tratadas com sal e controle mostraram o mesmo conteúdo de massa seca nos eixos 

em crescimento e nos cotilédones. 

A mobilização de proteína nas plântulas controle foi constante, desde a 

emergência do epicótilo (14 d) até a total expansão das folhas primárias (22 d) 

(figura 2a), acompanhando a perda da massa seca nos cotilédones (figura 1 b). Em 

comparação, a mobilização de proteínas nas plântulas tratadas com sal foi retardada 

da protrusão da raiz (10 d) até emergência das folhas secundárias (26 d). 

Decréscimo de lipidios ocorreu precocemente nas plântulas controle, 

ocorrendo desde a protrusão da raiz (10 d) a expansão total das folhas primárias (22 

d) (figura 2b). Como a mobilização de proteínas, o decréscimo de lipídios 

acompanhou a perda da massa seca nos cotilédones (figura 1 b). 0 tratamento com 

sal retardou o decréscimo no final do crescimento das plântulas, desde a 

emergência de folhas primárias (14 d) até a emergência de folhas secundárias. 

0 conteúdo de amido (figura 2c) e açucares solúvel (figura 2d) aumentaram 

nas plântulas tratadas com sal e controle desde a protrusão da radícula (10 i) até a 

emergência de folhas primárias (18 d), depois diminui até o final do experimento. O 

tratamento com sal não afetou a acumulação de amido, mas reduziu a acumulação 

de açucares solúvel até a emergência das folhas primárias (18 d). Em adição, o 

conteúdo de amido e açucares solúvel diminui rapidamente nas plântulas do 

tratamento controle do que a do tratamento salino até a emergência das folhas 

secundárias. 

As Ires maiores res frações das proteínas de reservas de cajueiro corresponde as 

globulinas, prolaminas e albuminas, na ordem decrescente (figura 3). Até a protrusão 

da radícula (10 d), os cotilédones das plântulas controle mostraram alto conteúdo de 

globulinas (250 mg/cot.) e baixo conteúdo de prolaminas (13 mg/cot.) e albuminas 

(3.7 mg/cot.). Globulinas (figura 3a) e albuminas (figura 3b) foram mobilizadas mais 
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rápido que prolaminas (figura 3c) principalmente até a emergência do epicátilo (14 

d). Nas plântulas tratadas com NaCI, a mobilização de globulinas e prolaminas foi 

retardada desde a expansão total das folhas primárias (14 d), enquanto a 

mobilização de albuminas foi retardada precocemente, desde a emergência das 

folhas primárias (18 d). 

0- conteúdo de aminoácidos livres em ambos os tratamentos durante a 

emergência das folhas promárias (14 d) (figura 4a), coincide com intensa 

mobilização de globulinas e albuminas (figura 3a e 3b, respectivamente). Embora, as 

plântulas do tratamento salino acumularam menos aminoácidos livres do que as 

plântulas controle. Em adição, o conteúdo de aminoácidos livres diminui desde a 

emergência das folhas primárias (18 d) até o fim do experimento (30 d). Durante 

esse período, as plântulas tratadas com sal apresentaram alto conteúdo de 

aminoácidos livres que as plântulas controle. 

O tratamento salino não provocou uma acumulação proeminente de prolina 

nas plântulas de cajueiro (figura 4 b). Nas plântulas do tratamento controle e salino, 

o conteúdo de prolina aumentou na emergência do epicátilo (14 d) e diminui durante 

o estabelecimento das plântulas. As plântulas tratadas com sal apresentaram atraso 

no conteúdo de prolina em comparação às plântulas controle somente durante a 

expansão total das folhas primárias (22 d) e a emergência das folhas secundárias 

(26 d). 

Dos aminoácidos analisados os mais importantes quantitativamente foram 

arginina (figura 4c), glutamina (figura 4e) e asparagina (figura 4f), na ordem 

decrescente. Como o conteúdo de aminoácidos livres (figura 4a), o conteúdo de 

arginina, glutamina e asparagina aumentou durante a emergência do epicátilo (14 d) 

e depois diminuiu até a expanção total das folhas secundárias (30 d). Desde a 

expansão das folhas primárias (22 d), o conteúdo desses aminoácidos diminui mais 

rapidamente nas plântulas controle do que nas plântulas do tratamento salino. 

Dentre os aminoácidos livres examinados, somente a ornitina foi progressivamente 

acumulada durante o estabelecimento das plântulas, especialmente nas plântulas 

tratadas com sal (figura 4 d). 
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Figura 02 — Efeito do NaCI na variação da matéria seca nos cotilédones (a) e eixos em crescimento 

(b) durante o estabelecimento das plântulas de cajueiro. (o) control; (.) 50 mM NaCI. 
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3.4 Discussão 

Os cotilédones das plântulas de cajueiro apresentam lipídios como sua 

principal reserva de nutriente (figura 2c), seguido por proteínas (figura 2a) e amido 

(figura 2b), caracterizando as castanhas do caju como sementes oleaginosas. 

Durante o estabelecimento das plântulas de cajueiro, a mobilização das reservas foi 

caracterizada pela diminuição coordenada do conteúdo de massa seca (figura 1c), 

proteínas (figura 2a) lipídios (figura 2b) e amido (figura 2c) nos cotilédones e o 

aumento de massa seca no eixo em crescimento (figural a). 

Intenso declínio de lipídios (figura 2b) durante a protrusão da radícula (10 d) e 

a emergência do epicótilo (14 d) coincide com acumulação de açucares solúveis 

(figura 2d) e amido (figura 2c) nos cotilédones das plântulas de cajueiro, indicando 

biossíntese de carboidratos pelos lipídios através da gliconeogênese (Bewley e 

Black, 1994). Esses resultados confirmam que os lipídios têm como principal papel 

de reservas de nutrientes em plântulas de cajueiro imediatamente após a 

germinação. Adicionalmente, amido foi sintetizado como urna reserva de nutrientes 

transiente (figura 2c) produzindo açucares solúveis para transporte de carbono nos 

eixos em crescimento nos últimos estádios (figura 2d). Declínio do conteúdo de 

lipídios durante o desenvolvimento inicial das plântulas de cajueiro foi estudado 

previamente (Cavalcanti júnior, 1994), mas seu possível papel na biossíntese de 

carboidratos transientes não foi investigado. Além disso, lipídios foram anteriormente 

caracterizados como fonte de carbonos ao crescimento de plântulas para outras 

espécies cultivadas, incluindo jojoba (Kayani et al., 1990) e girassol (Ashraf et al., 

2003). 

Como esperado, as globulinas foram as maiores proteínas de reservas 

encontradas nos cotilédones de plântulas de cajueiro (figura 3a). Essas proteínas de 

reservas foram comumente encontradas nas dicotiledôneas (Bewley e Black, 1994). 

Os cotilédones de plântulas de cajueiro também apresentaram considerável 

conteúdo de prolaminas (figura 3c), conhecidas como as principais proteínas de 

reservas de monocotiledôneas (Bewley e Black, 1994). Levando em consideração 

que as globulinas (figura 3a) e albuminas (figura 3b) foram mobilizadas mais rápido 

que as prolaminas durante a protrusão da radícula (10 d) e a emergência do 

epicótilo (14 d), prolaminas provavelmente tem um papel como proteínas de 

reservas secundárias em plântulas de cajueiro. 
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A salinidade retarda notavelmente a mobilização de reserva durante 

estabelecimento das plântulas de cajueiro. A mobilização de proteínas (figura 2a) foi 

bastante afetada pelo estresse salino, visto que foi retardada desde a protrusão da 

raiz (10 d). Em comparação, a mobilização de lipídios (figura 2b) e amido (figura 2c) 

foi afetada depois da emergência (18 d) e expansão total das folhas primárias (22 d), 

respectivamente. Embora, a mobilização de toda reservas de nutrientes foi 

fortemente retardadas durante a emergência das folhas secundárias (26 d) e foi 

recuperada no final do experimento (30 d). 

A mobilização das reservas foi diferencialmente afetada pelo estresse salino 

em cajueiro e outras espécies de cultivo. A mobilização de proteínas foi retardada 

pela salinidade com NaCI desde a germinação das sementes em cajueiro, até o final 

do estabelecimento das plântulas em feijão (Prisco e Vieira, 1976) e ela não foi 

afetada até o completo crescimento das plântulas de milho (Ashraf and Wahid, 2000) 

e girassol (Ashraf, 2003). Em adição, o decréscimo de lipídios foi retardado pelo 

estresse salino durante a germinação em jojoba (Kayani et ai., 1990), milho (Ashraf 

and Wahid, 2000) e girassol (Ashraf, 2003), em cotilédones de cajueiro o atraso da 

mobilização de lipídios ocorreu durante o estabelecimento das plântulas. 

Considerando que a mobilização das proteínas foi mais severamente afetada pela 

salinidade com NaCI do que a degradação de lipídios em cajueiro, parece que a 

mobilização das proteínas consiste num importante processo limitante para o 

desenvolvimento inicial das plântulas sob estresse salino. 

Durante o estabelecimento das plântulas de cajueiro, a salinidade afeta 

concomitantemente o crescimento dás plântulas (figura 1a), mobilização das 

reservas (figura 2a, 2b e 2c), aminoácidos livres (figura 4a) e acumulação de 

açucares solúveis nos cotilédones. Nos estádios iniciais (10-18 d) o estresse salino 

não inibiu o crescimento das plântulas, mas retardou fortemente a mobilização de 

proteínas e lipídios, restringindo aminoácidos livres e acumulação de açúcares 

solúveis respectivamente. Nos estádios finais (22-30 d), o estresse salino limitou o 

crescimento das plântulas, atrasou fortemente a mobilização das proteínas e lipídios 

e aumentou a acumulação de aminoácidos livres e açucares solúveis. 

Conforme estas evidências, a inibição do crescimento induzida por sal 

provavelmente reduz o eixo em crescimento caindo à força dreno e diminuindo o 

transporte de carbono e nitrogênio. Então, a .retenção de aminoácidos livres e 

açucares solúveis nos cotilédones poderá abaixar a mobilização de reservas regular 
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pelo mecanismo de retroalimentação dependendo dos compostos de produtos de 

hidrólise. 

O controle da mobilização das reservas tem sido geralmente atribuído aos 

mecanismos hormonal ou fonte-dreno (Bewley e Black, 1994). Em dicotiledôneas, 

parece que auxinas promovem mobilização de reservas e o ácido abscísico 

antagoniza sua ação (Buckeridge et al., 2004). No outro lado, a força dreno dos 

eixos em crescimento poderá influenciar a atividade metabólica da fonte cotiledonar 

(Bewley and Black, 1994). Contudo distúrbios hormonais causados pela salinidade 

com NaCI não poderá ser descartado, os resultados do corrente trabalho evidencia 

que a mobilização das reservas foi possivelmente controlada pelo mecanismo fonte-

dreno em plântulas de caju sob estresse salino. 

Corroborando com essa hipótese fonte-dreno, arginina (figura 4c), ornitina 

(figura 4d), glutamina (figure 4e) e asparagina (figura 4f) foram notadamente retidos 

nos cotilédones de plântulas de cajueiro tratadas corn sal quando a mobilização das 

proteínas (figura 4f) foram fortemente retidas (22-26 d). Glutamina e asparagina são 

as principais amidas transportadoras de nitrogênio em plantas superiores (Buchanan 

et al., 2000) e arginina produzindo ornitina como transportadores de nitrogênio em 

espécies lenhosas (Nabais et al., 2005). Então a acumulação desses aminoácidos 

nos cotilédones reforça fortemente que o transporte de nitrogênio reduzido em 

plântulas de cajueiro sob estresse salino. 

Complementriamente, prolina não foi consideravelmente acumulada nos 

cotilédones de plântulas de cajueiro tratadas com sal (figura 4b). Acumulação de 

prolina tem sido relatada como ajustamento osmotico e estabilidade da estruturas de 

proteína sob estresse salino (Buchanan et al., 2000; Thakur e Sharma, 2005). Nesse 

caminho, pequena acumulação de prolina nas plântulas de cajueiro tratadas corn sal 

foi provavelmente uma conseqüência de distúrbios no transporte e metabolismo de 

nitrogênio (Silveira et al., 2003). 

O metabolismo dos compostos de reserva acaba gerando urna grande 

quantidade de açucares livres e aminoácidos no tecido de reserva das plantas e 

estes são transportados para os tecidos em crescimento (Buckeridge et aí, 2000b). 

Nos cotilédones de cajueiro esse aumento foi evidenciado até 14° dia, quando o 

epicótilo emergiu (figura 2d e figura 4a) e o processo de dreno se intensificou. 

Quando a taxa de crescimento do embrião for compatível corn a produção e o 

transporte de sacarose nos tecidos de reservas, o processo de mobilização é 
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definido como contínuo (Buckeridge et al., 2000b). Esse fenômeno é observado no 

eixo e nos cotilédones de cajueiro (figura 1d e figura 2d), onde o decréscimo de 

lipídios e amido dos cotilédones são responsáveis pelo fornecimento de açucares a 

serem mobilizados para o eixo em crescimento durante o estabelecimento da 

plântula (figura 2b, 2c). A mobilização das reservas poderá ser interrompida se a 

plântula sofrer uma diminuição ou parada no processo de desenvolvimento, pois o 

excesso de acúmulo de açúcares na plântula leva a um aumento nos níveis de 

radicais livres e consumo de energia para manter os tecidos vivos. Em relação à 

mobilização de reservas de proteínas, um sistema de controle análogo ao descrito 

acima deva existir para aminoácidos, com finalidade de controlar a distribuição de 

compostos nitrogenados na plântula em desenvolvimento, mas pouco é conhecido 

desse sistema (Buckeridge et al., 2000b) 

3.5 Conclusão 

Esse trabalho mostrou várias evidências onde a mobilização das reservas das 

plântulas de cajueiro sob estresse salino é controlada pelo estreito mecanismo fonte-

dreno associado à retenção dos produtos de hidrólise nos cotilédones. A 

investigação de particionamento de carbono e nitrogênio na plântula inteira tanto 

como o balanço hormonal sob estresse salino poderá elucidar o mecanismo 

regulatôrio da mobilização das reservas durante o estabelecimento das plântulas de 

cajueiro. 	 - 
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4.1 Introdução 

J 	
As proteínas de reserves localizados nos cotilédones de plantas 

dico i!edôneas são hidrolisadas e seus constituintes translocados para a plãntula em 

desenvolvimento. A degradação e mobilização das proteínas de reservas requerem 

a ação combinada de enzimas proteolíticas que podem estar presente nas sementes 

maturas ou sintetizadas de novo durante a germinação e o desenvolvimento da 

plãntula. Por tanto, as enzimas proteolíticas têm sido reconhecidas como 

componente chave durante a mobilização das reservas de proteínas, sendo 

necessário um conhecimento mais específico dessas enzimas durante o 

desenvolvimento do embrião para melhor entendimento do processo (Müntz, K. 

2001). 

Existe um tipo de vacúolo que acumulam proteínas produzidas ao longo 

do desenvolvimento da semente. São os vacúolos Iíticos que contém enzimas 

proteolíticas ácidas (hidrolases ácidas), cuja função é hidrolisar proteínas para o 

crescimento na fase pós-ger minative, suportando o desenvolvimento inicial da 

plãntula (Müntz, K. 2001). 

A hidrólise das proteínas de reserva aos seus peptídeos e aminoácidos 

constituintes é realizada por proteases classificadas de acordo com sua atividade 

hidrolítica (endopeptidases, amiinopeptidases e carboxipeptidases). Em sementes de 

cereals o endosperma e o principal local de acúmulo de proteínas, e a síntese de 

proteinases ocorre principalmente na camada de aleurona. Os aminoácidos 

resultantes da hidrólise dos oligopeptídeos por peptidases são convertidos no 

citoplasma a amides (glutamina e asparagina) e então transportados para o eixo em 

crescimento. Em sementes de dicotiledôneas, os cotilédones são os principais 

órgãos de reserva e a hidrólise enzimática das proteínas inicia-se nos corpos 

protéicos onde posteriormente as amidas são transportadas para o eixo em 

crescimento. Com  o fim da proteólise, os corpos protéicos vazios são fundidos 

formando grandes vacúolos, onde uma variedade de hidrolases é secretada, 

transformando em vesículas autofágicas responsáveis pela senescência e 

degeneração dos cotilédones (Shewry e Casey, 1999). 

As endopeptidases são classificadas de acordo com seu mecanismo 

catalítico, relacionado diretamente a especificidade no sítio ativo dessas enzimas. A 

expressão proteinase é usada como um sinônimo das endopeptidases as quais 
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estão relacionadas geralmente com a germinação e desenvolvimento do embrião. 

Em plantas, principalmente nas sementes, as endopeptidases têm sido chamadas 

de proteinases. Estas são agrupadas em quatro classes: proteinase cisteínicas, 

serínicas, aspárticas e metalo-proteinase. Na prática, proteinases são divididas 

nestes grupos de acordo com suas seqüências homólogas e uso de inibidores 

classe-específica. Alguns desses inibidores são resumidamente discutidos abaixo 

(Barrett,1994). 

As proteinases serínicas são enzimas que abriga no seu sítio catalítico um 

grupo serina ativo. Estas enzimas são envolvidas em uma variedade de processo 

fisiológico como senescência, morte programada celular, xilogêneses, diferenciação 

de tecidos, infecção das células de plantas e germinação. A classificação de uma 

proteinase em classe de proteinase serinica é geralmente realizada pelo uso do 

fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) ou di-isopropil fluorofosfato. Duas proteinases 

serinicas familiar são as enzimas digestivas de mamíferos: quimiotripsina e tripsina. 

(Palma et ai. 2002). 

As proteinases cisteínicas são as endopeptidases mais conhecidas, sendo a 

papaína da Papaia a mais estudada. O mecanismo catalítico dessas enzimas 

envolve um grupo cisteina no sítio ativo que interage com o substrato protéico. Estas 

enzimas são envolvidas em eventos biológicos como a senescência, diferenciação 

de células do mesófilo em elementos traqueóides, xilogênese, morte celular 

programada ligado a patógeno e mobilização de proteínas durante a germinação. As 

endopeptidases asparagini! estão incluídas na classe das proteinases cisteínicas, 

estando envolvidas principalmente na mobilização de proteínas de reservas durante 

a germinação de várias sementes (Palma et al. 2002). Dos inibidores de proteinases 

cisteínicas o trans-epoxissuccinil-L-leucilamida 4-guanidino butano (E-64) e a 

Leupepitina são os mais usados, sendo este último de baixa especificidade inibindo 

apenas algumas proteinases cisteínas. 

As proteinases aspárticas possuem afinidade por ligações peptídicas 

flanqueadas por resíduos de aminoácidos hidrofóbicos, e são ativas em pH ácido. 

Entretanto, enzimas aspárticas têm sido relatadas em uma ampla faixa de espécies 

de plantas, a maior parte dos estudos foi conduzida em grãos de cevada, aonde são 

abundantes. Existe menos estudo com proteinase aspárticas quando comparado 

com as proteinases cisteínicas e serínicas, portanto, poucas funções biológicas são 

atribuídas para estas proteinases. Das funções biológicas identificadas estão: a 
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degradação de proteínas relacionadas ã patogénese extracelular e proteólise das 

proteínas de reservas globulares de sementes de cacau e momona. A pepsina, uma 

proteinase aspãrtica, inicia a digestão das proteínas em condições ácidas do 

estômago. Q inibidor mais usado para inibir proteinase aspãrticas é a pepstatina 

isovarelil de origem microbiana (Palma et al. 2002). 

De todas as proteinases a menos conhecidas são as metalo-proteinases. A 

maior parte destas enzimas contém zinco, embora cobalto e manganês possam 

também estar presentes. Estes íons ativam a molécula d'água necessária para 

hidrólises das ligações peptídicas. Metalo-proteinases da matriz incluem um número 

de endopeptidases animais envolvido na degradação das proteínas da matriz 

extracelular. Resultados obtidas em animais sugerem que estas enzimas nas plantas 

podem ser um importante regulador do crescimento e desenvolvimento e poderá 

participar da morte programada celular (Palma et al. 2002). Os inibidores mais 

usados são 1,10-phenanthroline e 3,4-dichloroisocoumarin, entretanto o EDTA é 

comumente usado. (Barrett 1986, Barrett 1994, Ryan and Walrer-Simmons 1981). 

O objetivo do presente trabalho foi estudar o comportamento temporal da 

atividade proteolítica e o perfil das proteínas em cotilédones de plãntulas de cajueiro 

sob tratamento salino com NaCi, 

4.2 Materiais e Métodos 

4.2.1 Extração de proteínas solúveis de cotilédones de cajueiro 

Amostras com 1 g de massa fresca de cotilédones foram maceradas com 

nitrogénio liquido e extraídas com 5 ml- de tampão Tris-HCI 100 mM pH 8,0 

contendo EDTA 2 mM, ditiotreitol 2 mM e PEG 6000 3% (m!v). Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 20 min a 4 00 e o sobrenadante foi

e armazenado a -80 °D. As proteínas solúveis destes extratos foram 

quantificadas de acordo com o método de Bradford (1976), usando soro albumina 

bovina corno padrão. 



4.2.2 Atividade in vitro das proteases 

Para medir a atividade das proteinases, aliquotas de 50 pL de extrato foram 

adicionadas a 1,0 mL de tampão de atividade contendo: acetato 50 mM pH 5,0, L-

cisteína 5 mM, Triton X-100 0,1% (v/v) e azocaseína 1% (v/v). As amostras foram 

incubadas a 37 °C por 1 h e a reação inibida pela adição de 150 pL de TCA 0,2 M. 

Em seguida, as mesmas foram centrifugadas a 6.500 xg por 5 min, coletando-se 1,2 

mL do sobrenadante. A atividade enzimática foi detectada no espectrofotômetro 

Thermus Spectronic Genesys a 440 nm, comparando as leituras obtidas a um 

controle com proteases sem atividade biológica, devido desnaturação prévia com 

TCA 0,2 M. A atividade foi expressa em UA mg- ' Proteína h-1, considerando 1 

unidade de atividade (! ~A), como 0,01 unidade de absorbância (Ainouz e Freitas, 

1991). 

Para a inibição da atividade de proteinases serínicas, cisteinicas, metalo e 

aspárticas, foram utilizados os inibidores fiuoreto de fenilimetilsuiton ia (P v1SF), 

trans-epoxissuccinii-L-leucilamida 	(4-guanidino) 	butano 	(E-64), 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) e pepstatina, respectivamente. Para 

tanto, alíquotas 50 pL do extrato foram pré-incubados com PMSF 1 mM, E-64 10 

pM, EDTA 2 mM ou pepstatina 100 pM, por 30 minutos a 25 °C, antes do ensaio de 

atividade. (Domique, 1993). 

4.2.3 Zimograma PAGE-Nativo unidimensional 

Para avaliação da atividade de possíveis isoformas de proteinases foram 

realizados zimogramas de amostras de cotilédones. Para tanto, 20 pL da amostra 

diluída 10x foi misturada ao tampão Tris-HCI 0,062 M pH 6,8 contendo glicerol 10% 

(v/v) e azul de bromofenol 0,01% (v/v), sendo submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida (PAGE) 12,5% (v/v) contendo gelatina 0,1% (v/v), na ausência de SDS 

e 0-mercaptoetanol. A corrida eletroforética foi conduzida a 20 mA e 4°C por 2 h. 

Após a corrida eletroforética, o gel foi lavado em Triton X-100 2,5% (v/v) por 30 min 

à temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi transferido para tampão acetato de 

sódio 100 mM pH 5,0 contendo L-cisteína 10 mM e Triton X-100 0,2% (v/v) e 

incubado por 12 h a 37°C. Após a incubação, o gel foi revelado com azul brilhante 

de Coomassie R-250 0,1% (v/v), metanol 41,6% (v/v) e ácido acético 16,6% (v/v) 
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durante 12 h e lavado com metanol: ácido acético: água (3:1:6 v/v/v). As bandas que 

apresentarem atividade foram comparadas com as bandas obtidas em gel sem o 

substrato e corado com azul brilhante de Coomassie R-250 0,1% (/v), metanol 

41,6% (vlv) e ácido acético 16,6% (v/v) (Dominique, 1993). 

4.2.4 Eletroforese PAGE-SDS unidimensional 

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS (PAGE-SDS) e 

de 13- mercaptoetanol, foi conduzida seguindo-se a técnica descrita por Laemmli 

(1970). 0 gel de aplicação contendo 5% de poliacrilamida foi preparado com tampão 

Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS a 10% (m/v), persulfato de amônio 15% e 5pL TEMED. 

O gel de separação com 12,5% (m/v) de poliacrilamida foi preparado com tampão 

Tris-HC! 3,0 M, pH 8,8, contendo SDS a 10% (m/v), persulfato de amônio 15% e 5pL 

TEMED. Amostras de 20 pL diluída 20x dos extratos de cotilédones a serem 

submetidas à eletroforese foram misturadas com tampão Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8 

contendo 2% de SDS, glicerol 10% e mercaptoetanol 5% (v/v) e aplicadas nos géis. 

A corrida eletroforética foi realizada à amperagem constante (20 mA), com duração 

média de 2 horas. Após a corrida eletroforética, o gel foi colocado para corar por 

aproximadamente 12 h em azul brilhante de Coomassie R-250 0,1% (v/v), metanol 

41,6% (v./v) e ácido acético 16,6% (v/v). O descoramento foi realizado numa mistura 

de metanol: ácido acético: água (3:1:6 v/v/v). Albumina sérica bovina (66 KDa); 

albumina de ovo (45 KDa); Giiceraldeído-3-fosfato-desidrogenase (36 KDa); 

Tripsinogênio de pâncreas bovino (24 KDa); Inibidor de tripsina de soja (20 KDa) e 

a-Lactoibumina de leite bovino (14,2 KDa) foram usados corno marcadores de 

massa molecular (Sigma). 

4.2.5 Extração e precipitação de proteínas totais de cotilédones de cajueiro 

50mg da matéria fresca do tecido cotiied ovar , liofilizado e moído, foram 

misturados com PVP insolúvel e tampão de extração (pirimidina 50 mM, tioreia 10 

• mM, SDS 1%, pH 5.0) na proporção 1:2:40 (p/p/v), a mistura foi agitada por duas 

horas a 4°C e centrifugada a 10.000 xg por 40 minutos. O sobrenadante foi removido 

e misturado com TCA 10% em acetona gelada durante 2 horas a -20°C depois 
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centrifugado a 10.000 xg por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado lavado com acetona gelada, agitando fortemente até obter uma 

suspensão uniforme. A suspenção foi centrifugada a 5.000 xg por 5 minutos a 4C° 

(sobrenadante é descartado e o precipitado é submetido ao mesmo tratamento 

assim que nenhum resíduo de TCA for encontrado). Em seguida, o precipitado foi 

secado a vácuo e a quantidade de proteína é medida pelo método de Bradford, 

pesando uma fração do pó e dissolvendo em ureia 8M (Campos et al, 2005). 

Para focalização isoelétrica, amostras protéicas precipitadas e dissolvidas em  

tampão Uréia 8M, foram diluídas 20x, e 80pL do diluído foram misturadas colme 

120pL do tampão de reidratação. 

4.2_6 Eletroforese PAGE- SOS Bidimensional (2-D) 

Proteínas totais foram analisadas através de eletroforese PAGE-SDS em 

duas dimensões (2-D). Para a primeira dimensão, a focalização isoelétrica foi 

realizada usando tiras de géis com urn gradiente imobilizado de pH linear de três a 

dez (3-10). As tiras de géis foram reidratadas por 12 horas com o tampão de 

hidratação (Dithiothreitol 25mM, Uréia 7M, Tioréia 2M, Glicerol 10%, Chaps 2%, 

Anfólitos 2°! e Azul de bromofenol). Focalização isoelétrica foi realizada a 20 °C em 

urn sistema IPGphor (Amersham Pharmacia Biotech) com aumento sucessivo em 

voltagem: 100 V por 1 hora, 200 V por 1 hora, 5000 V por 2 hora, 8000 V por 1 hora 

até a voltagem total aplicada de 20000V. Após a focalização isoelétrica, as tiras de 

géis foram equilibradas em uma solução desnaturante redutora (Tris-HCI 50mM pH 

8,8 com Uréia 6M, Glicerol 30%, SDS 2%, Dithiotheitol e azul de bromofenol), e 

depois as proteínas focalizadas foram separadas em eletroforese gel de 

poliacrilamida a 12 % (w/v), que foi realizada de acordo com o método de Laemmli 

(1970). Após eletroforese, as proteínas em gel foram visualizadas por coramento 

com Comassie blue. 

Para realização do zimograma bidimensionai (2=D) foram usadas às 

mesmas condições da PAGE-SOS (2-D) excluindo o SOS e acrescentando 

gelatina 0,1% como substrato enzimático (figura 4b). 
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4.3 Resultados 

A atividade azocaseinolítica das proteases cotiledonares das plãntulas de 

cajueiro permaneceu igual e constante, tanto no tratamento salino como no 

tratamento controle até o 12° dia após o semeio. Após esse período a atividade no 

tratamento salino permaneceu a mesma, e somente no 24° dia foi observado um 

aumento de até 5x. Já o tratamento controle dobrou a atividade do 16° ao 20° 

chegando ao 24° dia com atividade 8x maior (figura 1a). 

O conteúdo de proteínas solúveis dos cotilédones nos dois tratamentos teve 

uim decréscimo contínuo durante a mobilização, possuindo na última coleta, do 

tratamento controle, urn conteúdo de proteína 7x menor que o da coleta inicial (figura 

1 b). 

Analisando os gráficos com os inibidores específicos de proteínase, o inibidor 

de proteínase serínica (PMSF) apresentou maior resposta de inibição (figura 1f) 

comparado com os demais inibidores (figura 1c, d, e) nas proteases de cotilédones, 

tanto do tratamento controle como salino. O inibidor cor menor resposta foi o EDTA 

(figura 1 e), já os inibidores E-64 e pepstatina inibiram moderadamente e de 

intensidade iguais as proteinases dos cotilédones nos tratamentos controle e salino 

(figura 1c, d). 

Atividade enzimática (gelatinolítica), tempo dependente, da extração 

cotiledonar das plântulas de cajueiro, também foi analisada através de zimograma 

(figura 2). A revelação do gel, depois de incubado a 37°C, mostrou um aumento da 

atividade enzimática cor o passar do tempo nos cotilédones sob tratamento 

controle, nos cotilédones sob tratamento salino (NaCl 50 mM) existe revelação da 

atividade enzimática somente no extrato da última coleta (24° dia). Ainda no 

zimograma é observado, no gel controle, a formação de uma segunda banda 

quando aplicado extrato cotiledonar do tratamento controle do 24° dia de coleta. O 

gel incubado com solução contendo o inibidor PMSF não formou bandas de 

atividade gelatinolítica, já o gel incubado cor EDTA apresentou revelação 

semelhante ao do gel controle. Os géis incubados cor E-64 e pepstatina não 

tiveram revelação da banda superior, surgindo somente a banda inferior (figura 2). 
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Figura 1. Atividade azocaseinolitica in vitro total (a), proteínas solúveis totais (b) e 
resposta inibitória in vitro dos inibidores de proteinase específicos (c, d, e, fl de 
cotilédone das plântulas de cajueiro sob tratamento controle e salino. 
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Finura 2. Atividade gelatinolitica em PAGE-nativo das proteases cotiledonares das 
plântuias de cajueiro sob tratamento controle e salino, em gel (zimograma) incubado 
com diferentes inibidores de proteinases (E-64, EDTA, Pepstatina e PMSF). 
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Perfil eletroforético PAGE-SDS de proteínas solúveis, dos cotilédones de 

cajueiro, mostra três bandas (1, 2, 3) coradas com comassíe blue que se destacam e 

se mantém até o 12° dia no tratamento controle e até o 16° dia no tratamento salino. 

A terceira banda é a única que permanece até 24° dia no tratamento salino (bastante 

fraca), onde no tratamento controle ela desaparece ao 20° dia. As massas das 

bandas 1, 2, 3 são respectivamente próximas de 55, 34 e 22kDa (figura 3). 

Perfil eletroforético PAGE- SDS em duas dimensões (2-D) de proteínas totais, 

com tiras de focalização isoelétrica variando de 3 a 10 e marcadores de 14 a 97 kDa. 

Os pontos corados com comassie blue (spots) indicam proteínas com massa e ponto 

isoelétrico (p1) específicos, distribuídos uniformemente memente por todo gel, designando uma 

variedade de espécies de proteínas e enzimas encontradas em cotilédones de 

serventes de cajueiro 12 dias semeadas sob tratamento salino (figura 4a, 6a). 

Através do programa da Amersham Biosciences (ImageMasterTM  2D 

Plantinurn Software Version 5.0) massa e ponto isoelétrico dos spots foram 

analisados, e através do programa disponível na internet (€xPASY-Tagldent) foi 

possível fazer análise parcial dos spots no gel PAGE-SDS (2-D), de proteínas totais 

de cotilédone de cajueiro, cora finalidade de comparar com spots de outras espécies 

de plantas já identificadas. Foram analisados spots corn massa próxima de 52kDa-pl 

(7.1 a 7.5), 33kDa-pl (7.0 a 7.5), 31 kDa-pl (6.3 a 6.9) e 22kDa-pi (4.4 a 5.3), sendo 

identificado precursores de protease serínicas, Albuminas, glutelinas e globulinas 

respectivamente (figura 4a) 

Zimograma 2-D das proteínas solúveis de cotilédone de cajueiro, após 24 dias 

de semeio sob tratamento controle, mostrando atividade gelatinolitica de proteases 

responsáveis pela hidrólise das proteínas de reservas. Os três pontos de revelação 

observados no gel estão localizados numa região com massa e pl superior a 66kDa 

e 8 respectivamente (figura 4b). 

PAGE-SDS em duas dimensões com tiras de focalização isoelétrica variando 

de 3 a 10 e marcadores de 14 a 97kDa foram realizadas com extratos de cotilédones 

com 12, 16, 20 e 24 dias após o semeio sob tratamento controle e salino (figura 6). 

O volume e intensidade dos spots diminuem com o passar do tempo, e após 24 dias 

ainda é possível identificar spots no gel com extrato de cotilédones sob tratamento 

controle (figura 6d). 
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Figura 3. Perfil eletroforético PAGE-SDS de proteínas cotiledonares das plântulas de 
cajueiro sob tratamento controle (C) e sob estresse salino (E) aos 4, 8, 12, 16, 20 e 24 
dias após a semeadura. 
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Figura 4. Eletroforese PAGE-SDS (2-D) das proteínas totais de cotilédones de plântulas de cajueiro 
12 dias após o semeio sob o tratamento salino (a). Zimograma 2-D das proteínas solúveis de 
cotilédones de plântula de cajueiro 24 dias após o semeio sob tratamento controle. 
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Arabidopsis thaliana (082229) 
Putative serine carboxypeptidase-like 23 precursor (EC 3.4.16.-). 
pi: 7.27, MW: 49230.73 

Arabidopsis thaliana (Q9! EY1) 
Serine carboxypeptidase-like 35 precursor (EC 3.4.16.-). 
pi: 7.27, MW: 51455.26 

Arabidopsis thaliana (Q84WF0) 
Serine carboxypeptidase-like 37 precursor (EC 3.4.16.-). 
pi: 7.27, MW: 51720.80 

Arabidopsis thaliana (Q9FH06) 
Serine carboxypeptidase-like 41 precursor (EC 3.4.16.-). 
pl : 7.28, MW: 50378.32 

Arabidopsis thaliana (Q9FFB0) 
Serine carboxypeptidase-like 47 precursor (EC 3.4.16.-). 
pi: 7.17, MW: 53899.27 

t riticum aestivum Glutenin, low molecular weight subunit PTDt1CD1 precursor. (P16315) 
pl: 6.87, MW: 31272.52 pi = 6.8 Mw = 31000 delta-pi = 0.50 delta-Mw = 310 

Brassica Napus Cruciferin alpha chain. (P33525)- globulinas 11 S 
pi: 7.17, MW: 32938.47 
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Figura 5. Ponto isoelétrico e massa de precursores das proteases serínicas, subunidade 
glutelínica e cadeia alfa da globulina de diferentes espécies de plantas. 
Fonte: http://www.expasy.orgicgi-bin/tagidentO.pl   
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Figura 6. Perfil eletroforético PAGE-SDS (2-D) de proteínas totais cotiledonares das plântulas de cajueiro sob tratamento controle (A, B, C, D) e 
sob tratamento salino (a, b, c, d) aos "12, 16, 20 e 24 dias após a semeadura (tempo dependente). 



4.4. Discussão 

Durante a germinação, período que antecede o 12° dia, a atividade 

azocaseinolítica in vitro dos extratos cotiledonares das plântulas submetidas aos 

tratamentos controle e salino não é alterado, e somente no 24° dia existe um 

aumento de cinco unidades de atividades por grama de massa fresca por hora (UA 

g-1MF h"1) no tratamento salino. Já no tratamento controle é observado a partir do 

12° dia um pequeno aumento que se mantém até o 20° dia, seguido por um aumento 

significativo na última coleta (24° dia). Nos extratos de cotilédones das plântulas sob 

tratamento salino houve um atraso de até duas UA g-1MF h-1  comparado com o 

controle (figura 1 a), esses resultados podem confirmar o atraso de até 30% do 

conteúdo de proteínas solúveis durante a mobilização (figura 1b). 

As análises da atividade das proteinases, incubada com inibidores específicos, 

foram realizadas a partir do 12° dia de semeio (figura 1 c, d, e, f) nos dois 

tratamentos, isso devido ao aumento da atividade azocaseinolítica in vitro nos 

extratos cotiledonares do tratamento controle a partir desse dia. Notadamente as 

inibições específicas foram comparadas com as amostras sem inibição, tanto no 

tratamento controle como no tratamento salino, observando-se novamente urna 

nítida diferença entre os tratamentos, existindo atraso na atividade azocaseinolítica 

dos cotilédones das plântulas sob tratamento salino (figura 1 c, d, e, f). 

Analisando os gráficos de inibição proteinase específica da figura 1, e 

comparando com a atividade total (sem inibidor), as metaloproteinases são as 

proteinases em menor-  quantidade nos cotilédones de cajueiro devido existir urna 

menor diferença na inibição específica com ED : A quando comparada com o 

comportamento da atividade sem inibidor (figura 1 e). 

As proteinases cisteínicas e aspárticas são inibidas pelo E-64 e a pepstatina 

respectivamente, como a inibição dessas proteinases foi parcial, tanto para o 

tratamento controle como salino, possivelmente proteinases cisteínicas e aspárticas 

são responsáveis pela mobilização de reservas protéicas em cotilédones de cajueiro. 

O PMSF, inibidor de proteinase serinica, teve maior resposta inibitória 

comparada com os demais inibidores, onde foi observada urna diferença de 0,8 UA 

g-1 MF h"1  no tratamento controle, ou seja, 80% de inibição da atividade total (figura 1 

f). isso leva a concluir, que as proteinases serínicas são as enzimas de maior 

atividade hidrolítica das proteínas de reservas dos cotilédones de cajueiro. 
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É importante ressaltar a ratificação observada na atividade azocaseinolítica in 

vitro e atividade gelatinolítica em gel (figura 2), pois o pico máximo de atividade in 

vitro coincide com urna revelação mais intensa no gel tanto no tratamento controle 

corno no salino. Os extratos de cotilédones nos três primeiros tempos de coleta, sob 

tratamento salino não mostrou atividade in vitro significante, portanto não existi 

revelação gelatinolítica no gel controle nesses mesmos tempos (figura 2- 12d, 16d, 

20d). 

Globulinas são as principais proteínas de reserva em sementes de 

dicotiledôneas, especialmente as leguminosas. As prolaminas e glutelinas são as 

proteínas de reserva mais comuns em sementes de monocotiledôneas, como os 

cereais. Já as albuminas são mais amplamente distribuídas, ou seja, são 

encontradas tanto em dicotiledâneas corno em monocotiledôneas (Bewley e Black, 

1994) 

Anacar urr, occidentalle é uma espécie de dicotiledônea que possui, no início 

da germinação, 96% da reserva protéica do tipo globulinas. Essas proteínas são 

mobilizadas dos cotilédones durante o estabelecimento de plantula de cajueiro, e 

após 28 dias do semeio, apenas 4% das globulinas é ainda encontrada. Nos 

estádios finais de mobilização das reservas 91 % das reservas protéicas ainda 

existente são albuminas, seguida das prolaminas com 5% (Almeida, 2003). 

No 24° dia a banda inferior no zimograma controle, de extrato cotiledonar do 

tratamento sem NaCI, se intensifica (figura 2- 24d). Possivelmente essa banda 

corresponde a um aumento da síntese de proteinases do tipo serínicas que são 

responsáveis pele, hidrólise tardia das reservas protéicas do.. tipo albumina e/ou 

prolamina (capítulo 3- figura 3). 

Co 20° ao 24° dia, o aumento da atividade azocaseinolítica in vitro de 0,2 para 

0,5 UA g-' MF h-  (figura 1 a) pode estar relacionado a aumento da expressão de urna 

isoforma de proteinase serínica responsável pela mobilização de reservas 

albumínicas e prolamínicas ainda existente (capítulo 3- figura 3). Essa conclusão 

pode ser corroborada, devido o aumento da intensidade da banda inferior no 

zimograma, pois ela se mantém ao ser usado inibidores de proteinases cistelnas e 

aspárticas (figura 2- E-64, pepstatina) e desaparece ao ser usado inibidor de 

proteinases serínicas (figura 2- PMSF). Logo a banda superior do zimograma pode 

estar relacionada á atividade de proteinases cisteínicas, aspárticas e serínicas com 
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massas bastante próximas, pois sua revelação desaparece ao ser usado seus 

respectivos inibidores (figura 2- E-64, pepstatina, PMSF). 

Atividade gelatinolítica das metaloproteinases não é observada, isso devido 

ao fato das duas bandas de revelação se manterem acesa quando o inibidor EDTA 

foi utilizado (figura 2- EDTA). 

A análise dos spots da PAGE-SDS (2-D) quando comparados com spots de 

outras espécies no banco de dados proteômico ExPASy demonstrou que os spots 

com massa próximo de 52kDa e pl (7.1 a 7.5) possui massa e pl parecido com dos 

precursores de proteases serínicas (figura 5); spots com massa próximo de 33kDa e 

pi (7.0 a 7.5) possui massa e pl parecido com o da cadeia alfa da globulinas 11S de 

Brassica Napus, e de albuminas (figura 5); spots com massa próximo 31 kDa e pi 

(6.3 a 6.9) possui massa e pi parecido com o da subunidade glutelina de Triticum 

aestivum (figura 5); spots com massa próximo de 22kDa e pi (4.4 a 5.3) possui 

massa e pi parecido com o da esporamina, uma globulina de I. batata (Hattori et aí., 

1990). 

Na PAGE-SDS a banda 1 (55kDa), 2 (34kDa) e 3 (22KDa) possui massa 

próxima dos precursores de proteases serínicas;  albuminas e globulinas do tipo 

esporamina respectivamente (figura 4a). A banda que correspondente á globulina 

(banda 3) permanece corada Até 24 dias de semeio em amostras de cotilédones sob 

tratamento salino (figura 3). Esse resultado é reforçado pela PAGE-SDS (2-D), onde 

é observado spots com menos intensidade de corarnento na área do gel próxima de 

22kDa (figura 6d), indicando que ainda existem proteínas de reservas a serem 

mobilizadas do tipo globulina. Em I. batatas, cerca de 60 a 80 % do total de 

proteínas solúveis é representado por uma proteína de reserva, da classe das 

globulinas, a esporamina. As duas formas monornéricas, dessa proteína, de pesos 

moleculares em torno de 25Kd, foram denominadas de esporamina A e esporamina 

B (Hattori et al., 1990). 

Zimograma 2-D possui três revelações na parte superior do gel, com ponto 

isoelétrico em torno de 8 e massa superior a 66 kDa, estas revelações podem indicar 

atividade das isoformas de um mesmo tipo de proteinase ou de proteinases distintas, 

com pontos de focalização isoelétrica próximos e massa semelhantes (figura 4b). 

Zimograma 2-D também foi realizado com amostras de cotilédones de cajueiro com 

20 dias após o semeio sob tratamento controle, mas os pontos de revelação são 

menos intensos (resultado não mostrado) quando comparado com a revelação das 
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amostras aos 24 dias, corroborando com o aumento da atividade observado em 

zimograma unidimensional (figura 3 controle). O aumento da atividade observado 

nos zimogramas pode estar relacionado ao aumento da expressão de proteases 

tardias necessárias para o esgotamento das proteínas de reservas nos últimos dias 

do estabelecimento das piântulas, já que rum aumento de 300% da atividade 

azocaseiniolítica foi bastante significativo (figura 1a). Somado a isso, existe uma 

diminuição natural das proteínas de reservas do tecido cotiledonar usado para 

extração, portanto, enzimas constitutivas da germinação poderão hidrolisar com 

mais intensidade o substrato do gel (gelatina 0,1 %) diminuindo a competitividade 

com o substrato natural. 

4.5 Conclusão 

A principal proteína de reserva encontrada nos cotilédones de piântuias de 

cajueiro foi do tipo globulina, com massa próximo de 22kDa e ponto de focalização 

isoe!étrica entre 4.4 e 5.3. 

A principal atividade proteinásica responsável pela mobilização das reservas 

protéicas é do tipo serinica, existindo também atividade cisteínica e aspárticas. 

Existe um atraso da atividade enzimática e da mobilização das proteínas 

cotiledonares sob tratamento salino, ocasionado possivelmente pela menor força de 

dreno do eixo em crescimento quando comparado corn o tratamento controle. 

4.6 Referência Bibliográfica 

ALMEIDA, T.D. Mobilização de reservas cotiledonares para folhas de plântulas de 
cajueiro (Anacardium occidentaie L.) em resposta ao estresse salino. Monografia 
Apresentada na Universidade Federal do Ceará. Fortaleza. 2003. 

MÜNTZ, K.; BELOZERSKY, M.A.; DUNAEVSKY, Y.E.; SCHLERETH, A.; 
Tiedemann, J. Stored proteinases and the initiation of storage protein mobilization in 
seeds during germination and seedling growth. Journal of Experimental Botany. 
vol. 52(362), p. 1742-1752, 2001. 

SHEVVRY, P.R. e CASEY, R. Seed proteins. Dordrecht: Kluwer Press, p.883 ISBN 
0412815702., 1999 

BARRETT, A.J. The classes of proteolytic enzymes. In: Plant proteolytic enzymes. 
Dalling, M.J. ed. Vol. 1, CRC Press Inc. Boca Raton, FL, USA. 1986. 

BARRETT, A.J. Classification of peptidases. In: Methods Enzymol. Vol. 244. 
Barrett, A.J. ed. Academic Press. San Diego, CA. USA. 1994. 

105 



106 

PALMA, J.M.; SANDALIO, L.M.; CORPAS, F. J.; ROMERO-PUERTOS, M. C.; 
MCCARTHY I. E DEL RIO, L.A. Plant protease, protein degradation, and oxidative 
stress: role of peroxisomes_ Plant Physiolgy and Biochemistry. v. 40, p.521-530, 
2002. 

RYAN, C.A. AND WALKER-SIMMONS, M. Plant proteinases. In: Marcus, A. ed. The 
Biochemistry of Plants. Academic Press Inc.Vol. 6, 1981. 

AINOUZ, I. L.; FREITAS, A. L. P. Proteolytic activity in cotyledons of vigna 
unguiculata (L.) walp using azoalbumins e azogiobulins as substrates. Revista 
Brasileira de Fisiologia Vegetal. v. 3(1), p.1-6, 1991. 

DOMINIQUE, M.; LOIC, F.; SERGE, Y. N. Electrophoretic analysis of plant cysteine 
and serine proteinaes using-containning polyac.ryiamide gels and class-specific 
proteinase inhibitors. Electrophorese. V. 14, p.94-98, 1993. 

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of 
bacteriophage T4. Nature. v. 411, p. 680-685, 1970. 

SATHE, S. K. Solubilization and electrophoretic characterization of cashew nut 
(Anacardiurn occidentale) proteins. FoodChemiistry. V.51 (3),  p.319-324, 1994. 

HATTORI, T.; NAKAGAWA, T.; NAKAMURA, K. High-level expression of tuberous 
root storage protein genes of sweet potato in stems of plantlets grown in vitro on 
sucrose medium. Plant Molecular Biology, Dordrechst, v.14, n.3, p.595-604, 1990. 

106 


	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 38
	Page 39
	Page 40

