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RESUMO 

 

A redução da atividade fotossintética em plantas sob estresse salino ocorre devido à restrição 

do influxo de CO2 no mesofilo foliar, causada em parte pelo fechamento estomático. Nessas 

condições, a redução da fotossíntese pode levar a danos oxidativos, os quais são atribuídos, 

principalmente, a produção excessiva de peróxido de hidrogênio devido o aumento da 

atividade fotorrespiratória. O aumento da pressão de CO2 no meio externo pode favorecer seu 

influxo no mesofilo, favorecendo a fotossíntese e atenuando os danos oxidativos sob 

salinidade. Neste sentido, na presente pesquisa foi avaliada a eficiência fotossintética e danos 

oxidativos em plantas de cajueiro cultivadas sob salinidade quando expostas a condições 

normais e elevadas de CO2. Para tanto, plântulas jovens (30 dias pós-plantio) foram cultivadas 

na ausência (controle) ou presença de salinidade (NaCl 100 mM), por oito dias, em casa de 

vegetação, e em seguida foram expostas a pressões de CO2 atmosférica (380 ppm) e elevada 

(760 ppm), em câmara de crescimento sob condições controladas, durante 7 dias. Os 

resultados demonstram que o cultivo em altas pressões de CO2, em um curto período, induziu 

a iniciação de um processo de aclimatação em plântulas de cajueiro. Essa aclimatação inicial 

está associada a reduzidas taxas de assimilação do carbono e elevados conteúdos de 

carboidratos. Durante o cultivo salino, em CO2 ambiente, as mudas apresentaram respostas 

típicas a plantas estressadas, com maiores níveis de TBARS, H2O2, superior relação Na
+
/K

+
, 

atividade da APX e, indução do mecanismo antioxidativo não enzimático, com maiores 

acúmulos de prolina e antocianinas. Enquanto que o cultivo em alto CO2 refletiu em respostas 

conflitantes, principalmente, quanto às alterações oxidativas. As plântulas submetidas à 

combinação da salinidade e de altas pressões de CO2 estimularam a peroxidação lipídica, a 

dissipação não- fotoquímica (NPQ), o acúmulo de aminoácidos, flavonóides e antocianinas, 

superiores ao cultivo salino em CO2 ambiente. Por outro lado o conteúdo de H2O2 e, variáveis 

relacionadas a fotorrespiração, como a atividade da GO e o conteúdo de glioxilato reduziram. 

Esses resultados sugerem que altas pressões de CO2 induziram danos aditivos à salinidade, 

reflexo de uma interação que se mostrou complexa, durante um período inicial de 

aclimatação. Adicionalmente, pelo cajueiro ser um modelo nativo e contrastante, mais estudos 

serão necessários, principalmente avaliando seu comportamento ao longo do tempo, em um 

período mais extenso.  

 

Palavras – chave: Anacardium occidentale, aclimatação, dióxido de carbono, estresse salino. 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

The reduction of photosynthetic activity in plants under salt stress occurs due to the 

restriction of the influx of CO2 in the leaf mesophyll, caused in part by stomatal closure. 

Under these conditions, the reduction of the photosynthesis can lead to oxidative damage, 

which are assigned, mainly, the excessive production of hydrogen peroxide due to increased 

activity photorespiratory. Thus, the increase of CO2 pressure in the external environment may 

favor the influx in the mesophyll, favoring photosynthesis and attenuating the oxidative 

damage under salinity. In this sense, the present study was to evaluate the photosynthetic 

efficiency and oxidative damage in cashew plants grown under salinity when exposed to 

normal and elevated CO2. To this end, young seedlings (30 days after planting) were cultured 

in the absence (control) or presence of NaCl (100 mM NaCl) for eight days, in a greenhouse, 

and then were exposed to atmospheric pressure of CO2 (380 ppm) and elevated (760 ppm) in 

a growth chamber under controlled conditions, for seven days. The results show that 

cultivation at high pressures of CO2, in a short period, induced the initiation of a process of 

acclimation of cashew seedlings. This initial acclimation is associated with reduced rates of 

carbon assimilation and high carbohydrate contents. During cultivation saline, CO2 ambient, 

the seedlings showed typical responses to salt stress, with higher levels of TBARS, H2O2, 

higher Na
 +

 / K 
+
, APX activity and induction of antioxidant non-enzymatic mechanism, as 

proline and anthocyanin. Whereas the culture in high CO2, reflected in conflicting responses, 

mainly related to oxidative changes. Seedlings subjected to a combination of salinity and high 

pressures of CO2 stimulated lipid peroxidation, non-photochemical dissipation (NPQ), the 

accumulation of amino acids, flavonoids and anthocyanins, higher cultivation in saline CO2 

environment. On the other hand, have reduced the content of  H2O2 and variables associated 

with photorespiration, as GO activity and content of glyoxylate. These results suggest that 

high pressures of CO2 induced damage additives to salinity, reflecting a complex interaction 

that was shown during an initial period of acclimation. In addition, the cashew to be a model 

native and contrasting, more studies are needed, especially be evaluating behavior over time, 

in a longer period. 

 

Keywords:  Anacardium occidentale , acclimation, carbon dioxide, salt stress. 
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1. INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

Os danos e reduções no crescimento e na produtividade das plantas ocorrem com 

maior frequência devido à ocorrência natural de fatores desfavoráveis do ambiente 

(ALEXIEVA et al., 2003). Alguns fatores dessa natureza, tais como a salinidade, a seca, 

baixas e altas temperaturas, inundação e intoxicação por metais pesados podem levar a uma 

série de mudanças morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e moleculares, causando danos 

irreparáveis aos vegetais (MAHAJAN e TUTEJA, 2005). Estima-se que cerca de 50% das 

perdas de safras no mundo são devido às condições ambientais adversas (BOYER, 1982), 

sobretudo em condições de seca e salinidade (VINOCUR e ALTMAN, 2005).  

O total de áreas afetadas por sais correspondem, atualmente, a cerca de 800 milhões de 

hectares, representando mais de 6% de toda área mundial, distribuídos principalmente em 

regiões áridas e semiáridas (FAO, 2007). Tais regiões apresentam características propícias 

para a salinização dos solos, pois os índices de precipitação são menores do que as taxas de 

evapotranspiração, o que pode comprometer o processo de percolação da água através do 

perfil dos solos, reduzindo a lixiviação dos sais (LIMA, 1997).  

Aliada a condições edafoclimáticas desfavoráveis dessas regiões, práticas inadequadas 

da agricultura irrigada e de sequeiro agravam ainda mais o processo de salinização dos solos 

(MUNNS, 2002). Dos 230 milhões de hectares irrigados, cerca de 45 milhões de hectares são 

afetados por sais (19,5%), e dos 1500 milhões de hectares explorados pela agricultura de 

sequeiro, estima-se que aproximadamente 32 milhões de hectares apresentam níveis variados 

de salinização (2,1%) (FAO, 2007).  

Neste cenário, a ação antrópica pode expandir a salinização dos solos e das águas 

constantemente, interferindo cada vez mais nas condições de crescimento das plantas. 

Entretanto, tal interferência não se restringe apenas aos solos e águas, pois a modificação da 

atmosfera, enriquecida por gases do efeito estufa, principalmente pelo CO2, poderá gerar 

novas condições de vida às plantas, ainda mais quando associada às condições adversas já 

existentes, como a salinidade. 

Estudos fisiológicos, realizados minuciosamente, tem proporcionado a compreensão 

de fenômenos vitais dos vegetais, utilizando ferramentas cada vez mais refinadas traduzindo 

em novas e melhores concepções de manejo. Uma prática comum é a utilização de câmeras de 
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crescimento com condições controladas que podem simular as mais variadas condições 

ambientais. Graças a tal tecnologia, entre tantas possibilidades, tem sido factível estudar o 

efeito da atmosfera enriquecida com CO2 na fisiologia de diversas culturas. 

Enquanto muitos dos efeitos fisiológicos ocasionados pelo estresse salino encontram-

se bem estabelecidos, estudos com elevadas concentrações de CO2 são comparativamente 

menos abundantes e muitas concepções ainda são confrontadas. Se por um lado o estresse 

salino induz a planta ao déficit hídrico, altera a distribuição de íons, causa toxidez (ZHU, 

2001), inativa enzimas, inibe síntese de proteínas (NIU et al., 1995),  provoca danos 

oxidativos (MUNNS E TESTER, 2008), estagnando o crescimento e alterando a fotossíntese, 

por um outro lado, o estabelecimento dos efeitos ocasionados pela alta concentração de CO2 

ainda são reportados com grandes controvérsias e muitas especulações (COSTA, 2004). 

 Alguns estudos têm mostrado que o cultivo de plantas em altas concentrações de CO2 

pode ser benéfico para a fotossíntese, metabolismo e desenvolvimento (CHENG  et al., 

1998),enquanto outros estudos apresentam redução na capacidade fotossintética (POORTER 

E PÈREZ-SOBA, 2002), inclusive, com declínio nos níveis de proteínas e nitrogênio 

(COTUFO et al., 1998; GIFFORD et al., 2000).  

Os mecanismos bioquímicos e moleculares desenvolvidos pelos vegetais em resposta 

aos fatores ambientais atuam unidos (IYENGAR e REDDY, 1996). Porém, a variabilidade de 

resposta depende da espécie (MOURA, et al. 2003), das variedades/genótipos da mesma 

espécie, dos estádios fenológicos de um mesmo genótipo (SHANNON, 1997) e, ao período de 

exposição ao fator, explicando em parte a variação na magnitude dos efeitos reportados da 

alta concentração de CO2. 

Há certa expectativa quanto à atenuação dos efeitos dos sais em plantas cultivadas sob 

elevado CO2. Em plantas C3 a principal resposta às concentrações crescentes de CO2 

atmosférico é estimular a eficiência do uso da água, proporcionando uma redução da 

condutância estomática (gs) (LEAKEY, et al., 2004; GHANNOUM et al. 2000). 

Simultaneamente o CO2 elevado pode aumentar taxas de assimilação do dióxido de carbono 

(LAMMERTSMA et al., 2011) e,  favorecer seu influxo no mesófilo,  diminuindo a 

fotorrespiração (AINSWORTH e ROGERS, 2007). A atividade de enzimas antioxidantes 

como a dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT), e peroxidase do ascobato (APX) 

também podem ser afetadas (PÉREZ-LOPÉZ et al., 2009), assim como compostos com 

capacidade antioxidante como ascorbato, glutationa (GSH),  ácido dehidroascórbico (DHA), 

conteúdos fenólicos e antocianinas (WANG et al., 2003) e carotenóides (MATEOS-

NARANJO et al., 2010), evitando a oxidação de moléculas biológicas, lipídeos de 
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membranas, ácidos nucléicos, proteínas e carboidratos (ALSCHER et al. 1997),  por ação das 

espécies reativas do oxigênio. 

Atualmente, algumas pesquisas já foram realizados focando a combinação dos efeitos 

de cultivos sob estresse salino em ambientes com elevadas concentrações de CO2 (BALL e 

MUNNS, 1992; PÉREZ-LOPÉZ et al., 2009; GEISSLER et al., 2010; PÉREZ- LOPEZ et al., 

2012). Entretanto ainda são escassos resultados sob a influência do CO2 elevado na expressão 

de proteínas e atividade enzimática sob salinidade (PÉREZ-LOPÉZ et al., 2009). Além disso, 

é possível que o incremento do CO2 atmosférico consequentemente aumente a concentração 

interna do CO2 inclusive em condições restritas de abertura estomática, desencadeada pela 

salinidade. Uma maior disponibilidade interna de CO2, mesmo em condições de restrição 

estomática, favorecerá a utilização de NADPH (POLLE, 1996), com menor formação de 

espécies reativas de oxigênio, já que o poder redutor do NADPH será utilizado nas reações do 

ciclo de Calvin e, estando na forma oxidada NADP
+
, será capaz de receber elétrons do PSI, 

evitando a doação direta destes elétrons ao oxigênio. 

 Portanto, espécies como o cajueiro, nativas do semiárido e que apresentam 

mecanismos C3, podem auxiliar em preencher esta lacuna do conhecimento, contribuindo 

para a compreensão dos danos metabólicos que comprometem o desempenho vegetal no 

semiárido.   
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1.1. Ambientes adversos para o crescimento vegetal: consequência de ações 

antropogênicas 

 

A predominância de água salgada em toda a superfície da terra levou a ocorrência 

generalizada de solos afetados por sais (FLOWERS e FLOWERS, 2005) devido a 

evaporações periódicas na época do resfriamento do planeta, que controlaram a subsequente 

formação e transformação de rochas salinas (SOUZA, 2011) resultando em solos salinos por 

ação de processos intempéricos. A salinidade de um solo é avaliada, dentre outros parâmetros, 

devido a predominância de uma determinada quantidade de sais solúveis, normalmente de 

várias proporções dos cátions Ca 
2+

, Mg 
2+

, Na
+
, dos ânions Cl

-
, SO4

 2-
, HCO3

-
 e, às vezes de 

K
+
, CO3 

2-
 e NO3

-
 (SANTOS e MURAOKA, 1997). 

Embora o termo salinidade implique alta concentração de sais no solo, o NaCl 

predomina em maior parte nos solos salinos e isso explica por que todas as plantas buscam 

desenvolver alguns mecanismos para regular  acumulação ou exclusão dos íons Na
+
 e Cl

-
 

(TURKAN e DEMIRAL, 2009). Somente plantas halófitas (adaptadas a ambientes salinos) 

conseguem continuar a crescer em salinidade maior que 250 mM de NaCl (MUNNS, 2006), 

pois a maioria das culturas não toleram sequer um nível de salinidade superior a 40mM de 

NaCl, (RIBEIRO et al., 2007).  

Apesar da maior parte das áreas afetadas por sais surgirem por causas naturais, 

algumas atividades agrícolas inadequadas na agricultura de sequeiro que causam erosão 

hídrica e posterior compactação superficial do solo (ROXO e CASIMIRO, 2004) aumentam a 

concentração de sais na zona da raiz  (MUNNS, 2008), assim como a irrigação com sistema 

de drenagem insuficiente, agravando ainda mais o problema (ZHU, 2001). 

 O total de áreas afetadas por sais correspondem a cerca de 800 milhões de hectares 

representando mais de 6% de toda área mundial, distribuídas principalmente em regiões áridas 

e semi- áridas (FAO, 2007). Estas regiões são caracterizadas por elevadas taxas de evaporação 

e índices pluviométricos baixos e irregulares (SOUZA et al., 2000). Por necessidade, nesse 

contexto, a irrigação assume papel fundamental na atividade da agricultura (MENDES, 2009). 

Contudo, quando o sistema de drenagem é insuficiente, é inevitável desconsiderar o efeito da 

irrigação na salinização dos solos, pois toda água contém sais dissolvidos (SANTANA et al., 

2003) tanto quando captada na superfície de rios ou de forma subterrânea. Com sua contínua 

utilização esses sais se acumularão após a evaporação, caso não sejam lixiviados ou drenados.  
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Neste cenário, a ação antrópica pode expandir a salinização de solos e águas 

constantemente, interferindo cada vez mais nas condições de crescimento das plantas. 

Entretanto tal interferência não se restringe apenas aos solos e águas, pois a modificação da 

atmosfera, enriquecida por gases do efeito estufa, principalmente o CO2 poderá gerar novas 

condições de vida às plantas, ainda mais quando aliadas a condições adversas já existentes, 

como a salinidade.  

A concentração de CO2 na atmosfera foi em torno de 380 µL. L
-1

 em 2008 e está 

aumentado aproximadamente 2,6 µL L
-1

 ano
-1

 (FEARNSIDE, 2008), resultado principalmente 

da queima de combustíveis fósseis, da atividade industrial e mudanças no uso dos solos. 

Reconhece-se hoje, que, desde 1860 (ano da Revolução Industrial nos países desenvolvidos 

da Europa e América do Norte), o aumento de CO2 na atmosfera acompanha um acréscimo na 

temperatura global em cerca de 2/3 a 1ºC.  

A estabilização das emissões de CO2 nos níveis atuais resultaria em um aumento 

contínuo de CO2 na atmosfera ao longo do século 21, sendo estabilizado a um nível mais 

elevado do que hoje dentro de décadas ou mesmo séculos. De fato, apenas no caso de 

eliminação essencialmente completa das emissões a concentração atmosférica de CO2, em 

última análise, seria estabilizada em um nível constante. Todos os outros casos de moderada 

redução de emissão de CO2 mostram concentrações crescentes por causa dos processos de 

troca característica associada com o ciclo do carbono no sistema climático (MEEHL et al., 

2007). Logo, a associação destes fatores é uma condição ambiental inevitável num futuro 

próximo.  
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1.2. Fatores em estudo vistos isoladamente 

 

1.2.1 Estresse salino: da percepção aos mecanismos de respostas 

 

Tradicionalmente as plantas são classificadas como glicófitas  

ou halófitas referindo-se a sua capacidade de crescer desde em ambientes ausente de sais ou 

altamente salinos (FLOWERS et al., 1977). Enquadram-se como glicófitas, a maioria das 

angiospermas e todas as principais culturas que são incapazes de  resistir a moderadas 

concentrações de cloreto de sódio (SANDERS, 2010). 

Em condições ambientais normais e em concentrações adequadas, os íons Na
+
 e Cl

-
 

desempenham funções importantes nas plantas. O cloreto, dentre os micronutrientes, é o mais 

exigido, sua principal função é como co-fator enzimático que atua na fotólise da água 

(fotossíntese) e nas ATPases do tonoplasto (PRADO, 2008). Já a absorção de íons de sódio é 

sempre desejável como forma de contribuir com o potencial osmótico, absorvendo água e 

sustentando o turgor (PARDO e QUINTERO, 2002).  

Entretanto, a presença excessiva destes sais ocasionam efeitos adversos no 

desenvolvimento das plantas, efeitos estes, globalmente classificados em primários e 

secundários. Como efeitos primários, altas concentrações de Na
+
 e Cl

-
 perturbam o equilíbrio 

osmótico, impedindo a absorção de água pela raiz resultando em "seca fisiológica" 

(TURKAN, 2009) e diminuem o turgor das células foliares (CRAMER e NOWAK, 1992),  

também ocasionam o desequilíbrio nutricional (ASHRAF e HARRIS, 1994) principalmente 

para K
+
, Ca

+
 e NO3

-
 (AZEVEDO NETO e TABOSA, 2000). Posteriormente, como efeito 

secundário, superestimulam produção de moléculas tóxicas como espécies reativas de 

oxigênio e morte de células (TAIZ e ZEIGER, 2008). 

 Até se alcançar estes efeitos globais o excesso de sais interfere na regulação da 

atividade de proteínas carregadoras, sinalizadoras, enzimas e vias metabólicas. 

Exemplificando, as HKTs (transportadores de alta afinidade de potássio) proteínas tipo 

carregadora, junto com outras proteínas da família HAK/KUP/KT podem transportar Na
+
 com 

baixa afinidade na presença de altas razões Na
+
:K

+
. (HARO et al., 2005).  Esta competição 

pelos mesmos carregadores ocorre devido à similaridade de seus raios iônicos (ZHU, 2003). 

A carência do íon K
+
 no interior celular, inferior a um intervalo entre 100-200 mM, restringe 

o funcionamento eficiente metabólico, pois o K
+

 participa de mais de 50 atividades 

enzimáticas (TAIZ e ZEIGER, 2008). 
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Uma vez contida altas concentrações de Na
+
 nas plantas, apoplásticas ou 

intercelulares, inicia-se uma rota transdução de sinal mediada, principalmente, por proteínas 

SOSs (salt overly sensitive- SOS1/SOS2/SOS3) (ZHU, 2003). A rota de transdução de sinais 

via proteínas SOSs também envolvem interações com o Ca
2+

 citosólico e a enzima oxidase do 

NADPH (NOX- EC 1.6.3.1), enzima esta, que produz grande quantidade de superóxido, uma 

espécie reativa de oxigênio (TAIZ e ZEIGER, 2008).  

O aumento na concentração de Ca
2+

 sob estresse salino é lido por SOS3, um sensor de 

Ca
2+

. A proteína SOS3 interage com uma proteína quinase SOS2 e o complexo SOS3-SOS2 

ativa então a proteína SOS1, que também funciona como um transportador antiporte Na
+
/H

+
 

da membrana plasmática, na tentativa de restabelecer a homeostase de Na
+
 nas células 

(KADER e LINDBERG, 2010). A modulação da atividade de transportadores também pode 

ocorrer diretamente pela sinalização em cascata de genes que, por exemplo, afetam a 

fosforilação de transportadores via fosfatases e quinases (MAATHUIS e AMTMANN, 1999), 

os fatores de transcrição destes genes também são modulados por mensageiros secundários, 

como o Ca
2+

 (XIONG et al., 2002). 

A atuação destes sinalizadores se converge, afinal os canais de cálcio podem ser 

ativados por variações de pH induzidas pela atividade de SOSs (CHUNG et al., 2008),  e 

posteriormente o Ca
2+

, consequente de tal atividade, contribui diretamente com a atividade da 

NOX e sucessivamente seus produtos, as  EROs, atuariam na estabilização das proteínas 

SOSs (NEILL et al., 2002). Esta multiplicidade de informações incorporadas em sinais 

subjacentes ao estresse abiótico mostra a complexidade da sinalização do estresse (KADER e 

LINDBERG, 2010).     

Além do Ca
2+

 estar envolvido na homeostase de íons, ele também participa 

praticamente de todas as respostas a estresses pela cascata MAPK. A cascata de transdução 

desencadeada pelas MAPKs interage com fatores de transcrição de genes envolvidos na 

regulação da tolerância a salinidade e seus produtos podem promover o balanço entre a 

produção e remoção de EROs  e no estabelecimento da homeostase osmótica (PANG e 

WANG, 2008). 
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Figura 1. Uma proposta de tolerância de plantas ao estresse salino em nível celular. A detecção do 

estresse iônico induz a uma elevação transitória de Ca2+ citosólico e pH. A elevação do Ca2+ é atribuída com o 

influxo de Ca2+ a partir da parede celular, bem como a partir do vacúolo. O aumento do pH citosólico parece 

estar ligado com decréscimos no pH vacuolar. Elevação de Ca e pH citosólico, independente ou em coordenação, 

induz a via SOS para homeostase iônica através da inibição da entrada de Na+, melhora a absorção de K nas 

células, e o sequestro de Na+ citosólico seja para o apoplásto ou vacúolo. Estresse osmótico, em contraste com o 

estresse iônico, pode aumentar ou diminuir o nível citosólico de Ca2+, que pode ser ligado com a geração de 

espécies reativas de oxigênio (EROs). Em seguida, as EROs ativa as vias MAPK para homeostase osmótica e 

respostas de desintoxicação (Fonte: KADER e LINDEBERG, 2010). 

 

 

O ajuste osmótico deve ser alcançado sem a concentração indevida, no citosol, de íons 

salinos do ambiente externo e atenuação das atividades dos íons que se acumulam (NIU, 

2005). Algumas plantas desenvolveram mecanismos de compartimentalização destes íons no 

vacúolo ou em diferentes tecidos (ZHU, 2003) como folhas mais velhas. De forma, a evitar a 

acumulação desses íons nos caules e nas folhas novas e também restringir a absorção de cloro 

e sódio pelas raízes (WAHOME et al., 2001). 

A manutenção de íons K
+
 no citosol, também tem se tornado um importante 

mecanismo de tolerância por permitir a atividade de muitas enzimas citosólicas, manutenção 

da integridade das membranas e regulação do volume celular (MUNNS e TESTER, 2008).  

Além da compartimentalização de íons inorgânicos, há muitos mecanismos celulares pelos 
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quais os organismos amenizam os efeitos dos estresses ambientais (KAVI KISHOR et al., 

2005).  Alguns destes mecanismos atuam na proteção de macromoléculas e, na manutenção 

do turgor (BRAY et al., 2000), induzindo a capacidade de acumulação de osmólitos 

orgânicos, tais como compostos nitrogenados (aminoácidos, incluindo a prolina e compostos 

quaternários de amônio, dentre eles a glicina betaína), os poliidroxílicos (carboidratos e 

poliálcoois), e compostos fenólicos (ASHRAF e HARRIS, 2004).  

Plantas de cajueiro podem mais que dobrar a concentração de prolina em condições de 

estresse (MORAIS et al., 2007), enquanto outras espécies reagem apenas com um moderado 

aumento (DJILIANOV et al., 2005), apesar dessa resposta ainda não ser conceituada como um 

traço adaptativo útil ou simplesmente uma resposta induzida por uma lesão fisiológica 

(SILVEIRA et al., 2003).  A presença da prolina pode equilibrar a alta concentração de sal no 

exterior da célula.  Aditivamente, compensa as altas concentrações dos íons sódio e cloreto no 

vacúolo (TURKAN, 2009), exclusivamente pelas suas estruturas químicas, com baixo peso 

molecular (PARIDA e DAS, 2005) e manutenção do pH celular (ASHRAF e HARRIS, 2004) 

proporcionando um ajustamento osmótico capaz de amenizar os danos causados pela 

salinidade. 

A produção de EROs, em condições de estresse, pode ser significativamente 

aumentada (NOCTOR e FOYER, 1998). E, quando a capacidade de neutralização dos 

sistemas antioxidativos é excedida o estresse oxidativo pode ocorrer (KANG e SALTVEIT, 

2001), principalmente como um efeito secundário à salinidade. 

Conceituadamente, as plantas produzem EROs, formadas durante funções metabólicas 

normais nos cloroplastos, mitocôndrias e peroxissomos (ÉAUX, 2007). Esses metabólitos 

desempenham um papel importante de sinalização e controle dos processos, como 

crescimento, desenvolvimento, resposta a estímulos bióticos e abióticos do ambiente, e da 

morte celular programada (SERRES e MITTLER, 2006). Entretanto, são moléculas 

extremamente reativas e podem reagir com qualquer composto que esteja próximo, causando 

danos oxidativos a diversos componentes celulares, principalmente fosfolipídios de 

membranas e proteínas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989). Incluindo nesta categoria, o 

ânion superóxido (O2
-
), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxílico (OH

-
) e oxigênio 

singleto (O2
1
) (MITTLER,2002). 

A reatividade destas espécies reativas de oxigênio é diferente: enquanto OH
-
 reage 

rapidamente com qualquer tipo de componente celular, o O2
- 

reage, principalmente, com  

proteínas contendo centros Fe-S e com conjugados contendo ácidos graxos poliinsaturados 

(MØLLER et al., 2007). O H2O2 é relativamente estável, mas pode dar origem OH
- 
através de 
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reações de Fenton que são catalisadas, principalmente, por íons metálicos (MØLLER et al., 

2007). 

Nos orgãos não fotossintéticos, as mitocôndrias parecem ser as principais produtoras de 

EROs (MAXWELL et al., 1999). Nos cloroplastos, o principal local de produção de O2
-
 são 

as membranas dos tilacóides, onde os elétrons podem ser doados pelo PSI a moléculas de O2. 

Ao mesmo tempo, as moléculas de clorofila triplete no PSII podem interagir com o O2 e 

formar oxigênio singleto (MACPHERSON et al., 1993) . Os peroxissomos produzem O2
- 
e 

H2O2 em várias reações metabólicas chaves (DEL RIO et al., 2006).  

Em condições de salinidade, a formação de EROs está acoplada diretamente ao 

decréscimo na abertura estomática, drasticamente induzido (MUNNS e TESTER, 2008), que 

pode limitar a difusão do CO2 as células do mesofilo, reduzindo o turnover do NADPH 

(POLLE, 1996). Desta forma, o fluxo de elétrons é demasiadamente superior ao requerido às 

reações de fixação do carbono, e o O2 é utilizado como aceptor de elétrons do PSI. Apesar da 

formação de EROs também ocorrer no PSII, geralmente, o PSI é considerado a principal fonte 

de O2
-
 (LIU et al., 2004). Reações ligadas ao ciclo fotorespiratório, incluindo a atividade da 

oxidase da rubisco e oxidase do glicolato, também estão envolvidas na formação de EROs 

durante a fotossíntese (APEL e HIRT, 2004). Assim como, o aumento da atividade das 

enzimas oxidase do NADPH, oxidase do oxilato e oxidase da xantina (MITTLER, 2002).  

Figura 2. As principais alterações nas cadeias de transporte de elétrons sob condições de estresse salino 

que levam à produção de EROs em cloroplastos e peroxissomos. Em resposta ao excesso de elétrons pode 

ocorrer: (a) a redução de oxigênio pelo PSI que gera superóxido e H2O2, e (b) a via fotorrespiratória que leva a 

geração de H2O2 geração dentro do peroxissomo. Também podem ser produzidos oxigênio singleto dentro do 

PSII. Setas em negrito mostram as rotas principais de transporte de elétrons. Enzimas-chave são mostradas em 

números circulados: 1) dismutase do superóxido, 2) Rubisco, 3) oxidase do glicolato, 4) catalasee 5) de 

peroxidase do ascorbato (Fonte: APEL e HIRT, 2004). 
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A proteção oxidativa na célula vegetal é realizada por um complexo sistema de defesa, 

o qual envolve mecanismos enzimáticos e não enzimáticos (FOYER e NOCTOR, 2005). O 

sistema de defesa enzimático consiste tipicamente de pequenas moléculas que atuam como 

barreiras fisiológicas para eliminar os radicais livres, incluindo a atividade da dismutases de 

superóxido (SOD), catalases (CAT), peroxidases da glutationa (GPX), peroxidases do 

ascorbato (APX), redutase da glutationa (GR) e glutationa S-transferase (GST), 

(BONNEFOY et al., 2002). A atividade coordenada das múltiplas formas destas enzimas, nos 

compartimentos celulares diferentes, atinge um equilíbrio entre a taxa de formação e remoção 

de EROs, e mantém o peróxido de hidrogênio (H2O2) com os níveis necessário para a 

sinalização celular (MUNNS e TESTER, 2008). Especificamente, a SOD auxilia na 

capacidade das plantas em eliminar superóxido, catalisando a dismutação de superóxido em 

peróxido de hidrogênio, sendo também importante na prevenção da redução de íons metálicos 

(ASHRAF e HARRIS, 2004). As catalases e APX atuam na remoção do H2O2 diferindo 

quanto a localização e pela APX utilizar o ascorbato como redutor (SHIGEOKA et al., 2002). 

 Por sua vez, no sistema não-enzimático atua o acido ascórbico (vitamina C), a 

glutationa, o tocoferol e os compostos nitrogenados e fenólicos. Estes desempenham um 

importante papel na neutralização ou sequestro de radicais livres e quelação de metais de 

transição (SOARES, 2002) por competirem com outros substratos oxidáveis e, portanto 

diminuem ou inibem a oxidação destes substratos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). O 

ascorbato é considerado o mais importante substrato para redução do H2O2 (NAKANO e 

ASADA, 1987), inclusive na reação catalisada pela APX, ou pela interação indireta com 

outras EROs, como  O2
-
, OH e  

-
O2

1
 (NOCTOR  e  FOYER,  1998).  

Moléculas com papéis osmoprotetores, como a prolina e glicina betaína também 

podem participar do mecanismo antioxidativo das plantas (HOQUE et al., 2008). A 

acumulação da glicina betaína tem sido tida como moduladora da atividade de enzimas 

antioxidativas, conferindo maior tolerância em plantas de trigo sob estresse salino (HAZA et 

al., 2007). Por outro lado, a síntese de prolina requer a utilização de NADPH, podendo manter 

uma baixa relação NADPH: NADP
+
, contribuindo para a manutenção do fluxo de elétrons 

entre os centros de excitação fotossintéticos, estabilizando o equilíbrio redox, e reduzindo a 

fotoinibição e danos ao aparato fotossintético (HARE e CRESS, 1997). Nas mitocôndrias, a 

degradação da prolina pode fornecer poder redutor para a cadeia respiratória, contribuindo 

para o fornecimento de energia na retomada do crescimento (KAVI et al., 2005). 

Apesar de poucas informações sobre a atividade de desintoxicação de EROs por 

compostos fenólicos e flavonóides, as antocianinas demonstraram potencial capacidade 
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antioxidativa, tendo seu cátion flavílio oxidado pelo O2
-
, sugerindo sua ação de proteção 

generalizada as membranas celulares e organelas (NEIL, 2002).  

Em suma, após a percepção e sinalização ao estresse, as plantas têm evoluído em 

muitos mecanismos bioquímicos e moleculares. Algumas estratégias bioquímicas são: (i) o 

acúmulo seletivo ou exclusão de íons salinos, (ii) controle da absorção de íons pelas raízes e 

dos transportes em folhas, (iii)compartimentalização de íons (iv) síntese de osmólitos 

compatíveis, (V) alteração na via fotossintética, (vi) mudanças na estrutura da membrana 

estrutura, (vii) a indução de enzimas e compostos antioxidantes e (viii) estimulação dos 

hormônios vegetais (PARIDA e DAS, 2005). 
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1.2.2. Plantas e elevado CO2: o que é conhecido? 

 

Nas concentrações ambientais de CO2, 387ppm, as plantas assimilam cerca de 1,9 a 

2,3% de todo CO2 emitido na Terra (KASTING, 1998), sendo incorporado a compostos 

orgânicos, pela fotossíntese, utilizando a luz solar como fonte de energia (TAIZ e ZEIGER, 

2008). 

O processo de fixação de carbono é catalisado pela enzima ribulose-1,5-bifosfato 

carboxilase/oxigenase (Rubisco), ligando o CO2 à ribulose-1,5-bifosfato (RuBP, açúcar de 5 

carbonos). Competitivamente, a Rubisco também tem afinidade com o oxigênio molecular, 

favorecendo a oxigenação da RuBP, etapa inicial da fotorrespiração. Apesar de a Rubisco ter 

maior afinidade pelo CO2 do que pelo O2, este último ocorre em concentração cerca de 550 

vezes maior que o primeiro, fazendo com que a competição entre os dois substratos gasosos 

pela enzima seja um dos fatores determinantes da eficiência da fotossíntese nas atuais 

concentrações de CO2 atmosférico (GRIFFIN e SEEMANN, 1996). 

O aumento da concentração atmosférica de CO2 geralmente tem dois efeitos 

fisiológicos diretos e momentâneos sobre as plantas: (i) estimula a fotossíntese das folhas, por 

causa das elevadas concentrações de CO2 nos sítios de fixação e; (ii) ocasionam a queda na 

condutância estomática, reduzindo assim a perda de água por transpiração (POOTER e 

PEREZ-SOBA, 2002). Especificamente, três processos principais desencadeiam estes efeitos: 

a sensitividade das células-guarda dos estômatos aos níveis de CO2; a modulação da atividade 

da Rubisco; e a modulação da respiração mitocondrial (SAGE, 2002). Estudos 

eletrofisiológicos mostraram que o alto CO2 modifica a atividade de canais de K 
+ 

tanto para 

fora quanto internamente, estimula a liberação de Cl
- 
a partir de células guarda e aumenta a 

concentração de Ca
2+

 nas células guardas (AINSWORTH e ROGERS, 2007). Estas mudanças 

coletivamente despolarizarão o potencial de membrana das células guarda e causarão 

fechamento dos estômatos (ASSMANN, 1993).  

A sinalização ao CO2, a essas respostas, ainda não está totalmente esclarecida. 

Experiências utilizando um corante sensível ao pH, BCECF, não tem encontrado qualquer 

evidência de uma alteração do pH citosólico após a elevação de CO2 até 1000 ppm 

(BREARLEY et al., 1997),  sugerindo assim que a resposta ao CO2 não é mediada através de 

alterações de pH  citosólico.  Tem sido proposto que a ativação dos canais iônicos ocorre a 
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partir do fluxo de malato na célula (KIM et al., 2010) . Em estudos com mutantes, a resposta 

ao CO2 no fechamento estomático é inicialmente mediado pela β- Anidrase carbonica (βCA1, 

βCA4) (HU et al., 2010) e a proteína quinase HT1 (HIGH LEAF TEMPERATURE 1) 

(HASHIMOTO et al., 2010).   

Sequencialmente efeitos secundários ao CO2 elevado podem ocorrer em longo prazo. 

As taxas de fotossíntese e transpiração podem tanto diminuir como aumentar, e também 

podem ser alteradas a composição química, morfologia e anatomia da planta (POOTER e 

PEREZ-SOBA, 2002). Além disso, por o metabolismo do carbono e do nitrogênio estarem 

estreitamente integrados (LARIOS et al., 2004), segundo Gifford (2000), tem sido observados 

declínios nos níveis de nitrogênio em folhas cultivadas sob elevado CO2, assim como queda 

no conteúdo de proteínas (COTUFO et al., 1998) e aumento de carboidratos (SAGE, 2002). A 

planta pode ser incapaz de utilizar todos os carboidratos adicionais que a fotossíntese produz 

em elevado CO2 num curto prazo, induzindo uma redução na atividade fotossintética por 

retroalimentação (ARAYA et al., 2006).   

O maior acúmulo no teor de carboidratos pode ser maior que a capacidade das plantas 

em adquirir nitrogênio, resultando numa alta relação C:N (BLOMM, 2010). Este autor 

(BLOMM et al., 2010)  propõe, inclusive, que esta alta relação C:N pode também ser 

resultado de reduções nas taxas de produtividade primária que diminuem a quantidade de 

poder redutor para assimilação de NO3 e que altas concentrações de HCO3 também o 

inibiriam. Adicionalmente, além da menor disponibilidade de N à síntese proteica, o teor 

elevado de carboidratos específicos pode estar envolvido na repressão de alguns genes de 

subunidades da Rubisco (KRAPP et al., 1993). As pesquisas mostram uma média de redução 

de 15% na quantidade de Rubisco, com 11 espécies, e redução de 24% na atividade (DRAKE, 

1997). Blomm (2010) também  

Coletivamente estas respostas refletem num declínio temporal na estimulação 

fotossintética a exposição prolongada às altas pressões de CO2 (dias ou semanas), muitas 

vezes referido como aclimatação fotossintética (SAKAI et al., 2006; DARBAH et al. 2010). 

Os fatores bioquímicos que induzem a aclimatação fotossintética durante o crescimento das 

plantas em CO2 elevado ainda não estão completamente compreendidos (RAE et al., 2007). 

Além das correlações entre o metabolismo de carboidratos e reduzida expressão de genes 

fotossintéticos em CO2 elevados, também são sugeridos alterações na participação activase da 

Rubisco (GRUPTA et al., 2005). Menores atividades fotossintéticas fornecem um reduzido 

potencial eletroquímico entre as membranas dos tilacóides e a energia fornecida para a síntese 

de ATP pode ser comprometida. Assim como, o ATP regenerado por processos oxidativos, 
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como na respiração também pode ser comprometido, dado reduções respiratórias em média de 

15% a 20% (DRAKE, 1997). Estando neste caso, o CO2 elevado interferindo na participação 

da Rubisco activase pela presença de baixas relações ATP/ADP (BADGER e LORIMER, 

1979). 

A aclimatação das plantas ao CO2 elevado pode variar amplamente entre as espécies 

(AINSWORTH e ROGERS, 2007), assim como o principal fator determinante de sua 

indução. Sendo ainda necessárias investigações mais completas sobre o assunto. Embora as 

influências dos aumentos nos níveis de CO2 no crescimento e fisiologia da planta tenham sido 

frequentemente estudadas, alguns parâmetros tem recebido pouca atenção, como por 

exemplo: o efeito de CO2 elevado em fotoquímica de plantas e sua influência sobre o PSII 

(ARAUNEJO et al., 2008).  

Em situações com condutância estomática mais baixa (<100 mmol H2O m
–2

 s
–1

), a 

fotoquímica e a atividade da Rubisco decaem, entretanto a fotoinibição permanente só é 

ocasional, quando ocorre condutância estomática muito baixa (<50 mmol H2O.m
–2

.s
–1

) 

(ARAUJO e DEMINICIS, 2009). Quando a fotossíntese diminui e a energia de excitação de 

luz é em excesso, a sobreexcitação dos pigmentos fotossintéticos na antena pode ocorrer, 

levando impariedade no fotossistema II (PSII), resultando em acúmulo de espécies reativas de 

oxigênio (ARANJUELO et al., 2008). 

Sob condições de excesso de energia de excitação, o ciclo de pigmento xantofila 

zeaxantina (Z) e anteroxantina (A) são formados a partir da violaxantina (V) para ser 

envolvido no processo de dissipação de fotoprotetores (CHEN et al., 2011), podendo ser 

influenciados pelas altas concentrações de dióxido de carbono, assim como, a atividade de 

enzimas e compostos antioxidativos (PÉREZ-LOPÉZ et al., 2009;WANG et al.; MATEOS-

NARANJO et al., 2010). Existe também uma hipótese de que a variação na concentração de 

zeaxantina desempenha um papel na transdução de sinais de CO2 nas células guarda (ZHU et 

al. 1998). Considerando todas esssas informações, ainda é necessário entender o padrão de 

resposta em plantas cultivadas em elevadas concentrações de CO2,  uma vez que ainda não se 

encontra totalmente elucidado, utilizando estudos abrangentes, que envolvam desde 

avaliações fotoquímicas à bioquímicas e/ ou moleculares. 
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1.3. Estresse salino e altas concentrações de CO2: Consequências e Perspectivas na 

fotossíntese e na proteção oxidativa 

 

A redução da fotossíntese com o aumento da salinidade pode ser atribuída por eventos 

desencadeados a partir da restrição estomática. A disponibilidade de CO2 ao sito catalítico da 

Rubisco diminui, resultando em menores taxas de assimilação (BETHKE e DREW, 1992). 

Simultaneamente, acarretará na regeneração e menor disponibilidade de NADP
+
, aceptor de 

elétrons do fotossistema I (PS I), favorecendo a geração das espécies reativas de oxigênio, a 

partir dos elétrons oriundos da hidrólise da H2O (HERNÁNDEZ et al., 1995) . Além dos 

danos causados pelas EROs à membrana tilacóidal, o sódio também pode contribuir para sua 

desorganização, alterando a composição iônica do estroma (SALAMA et al., 1994).  

 O funcionamento do fotossistema II (PSII), outra característica sensível às condições 

de estresse (BALL et al.,1994), é alterado, sendo observado reduções no seu rendimento 

quântico máximo, especialmente em altas concentrações salinas (JAMIL et al., 2007). 

Avaliações de parâmetros fisiológicos como fluorescência da clorofila a e trocas gasosas são 

importantes nas observações de efeitos das condições osmóticas e hídricas, alteradas sob 

salinidade. Tais alterações podem ser causadas por fatores estomáticos ou não estomáticos, 

provocando a redução no potencial de crescimento dos vegetais (FREIRE, 2011). Além disso, 

a redução no crescimento pode ser causada pelo desvio de energia a processos para absorção 

de água pelas raízes e para os ajustes bioquímicos (AZEVEDO NETO e TABOSA, 2000). 

Portanto o estresse osmótico pode ser o motivo principal para inibição do crescimento 

(TURKAN, 1999). 

 A queda do crescimento é frequentemente acompanhada pela redução dos pigmentos 

fotossintéticos e menor taxa fotossintética. A degradação de pigmentos acessórios que atuam 

na absorção e transferência de energia radiante e protetores da clorofila, como os 

carotenóides, certamente implicarão na queda do conteúdo de clorofilas (SHARMA, 1991). 

Outra vertente atribui os decréscimos na concentração de clorofila ao aumento da atividade da 

enzima clorofilase que degrada a clorofila (SHARMA, 1991), tendo sua atividade estimulada, 

principalmente, nos primeiros dias de estresse salino (SANTOS, 2004). 

Como observado, uma das respostas inicias ao estresse salino é o fechamento 

estomático, restringindo a difusão do CO2, que por sua vez, desencadeia uma série de eventos 

que culminam na queda da fotossíntese. Similarmente, o fechamento estomático também é 

uma resposta inicial a elevadas concentrações de CO2 no ambiente. Entretanto neste último 
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caso, as concentrações de CO2 interno são mantidas ou até acrescidas, já que este se difunde 

rapidamente em maiores proporções devido as elevadas pressões externas. 

 As plantas cultivadas em ambientes de CO2 elevado apresentam caracteristicas  

favoráveis ao crescimento em condições salinas, criando uma certa expectativa quanto à 

atenuação dos efeitos ocasionados pelo estresse salino (ROBREDO et al., 2011). 

Geissler et al.(2010) observaram um aumento no conteúdo de proteínas solúveis totais, 

carboidratos solúveis e uma distribuição diferencial de Na
+
 e Cl

-
 em plantas de Aster 

tripolium L. cultivadas à 75% de salinidade da água do mar e concentração ambiental  de 520 

ppm de CO2. Todos esses mecanismos requerem maior consumo de energia, suprido por 

aumento na taxa de respiração (SAGE, 2002), maximizado pela redução da resistência 

estomática (GEISSLER et al., 2010). 

Ainda mencionando Geissler et al.(2010), a energia adicional contabilizada não foi 

empregada para produção de maior biomassa, mas para aumentar o investimento na tolerância 

à salinidade, por ser utilizada para neutralizar o estresse oxidativo, com formação de paredes e 

cutículas mais espessas, por aumentar síntese de prolina, proteínas solúveis totais, 

carotenóides e atividade de enzimas antioxidativas. Portanto, o CO2 proporciona aumento do 

efeito protetor às plantas, justamente por desencadear um mecanismo antioxidante mais forte 

(SCHWANZ e POLLE, 2001). 

Existem registros de menor atividade de enzimas antioxidantes (PÉREZ-LOPÉZ et al., 

2009) justamente pela queda nos danos oxidativos e menor necessidade de desintoxicação de 

EROs atribuídos a maiores taxas de assimilação de carbono, fotorrespiração reduzida 

(GEISSLER et al., 2010) e aumento da utilização de NADPH (POLLE, 1996). Por outro lado, 

outros experimentos mostraram uma redução do estresse oxidativo em elevado CO2 devido ao 

reforço da atividade de enzimas antioxidantes (SCHWANZ e POLLE, 2001). Takagi et al. 

(2008) atribuem a atenuação do estresse salino, em CO2 elevado, não devido a elevação da 

atividade fonte nas folhas, mas a ativação da atividade de dreno, proporcionando  melhora do 

estresse oxidativo, bem como eficiência do uso da água através de fechamento dos estômatos 

em alta concentração de CO2. 

2. Anacardium occidentale L., o modelo vegetal 

Planta nativa do Brasil, o cajueiro, é comumente cultivado em regiões semiáridas e 

litorâneas, exposto a condições de elevadas temperaturas, alta irradiância e, inclusive regimes 

de seca e salinidade nos solos. A capacidade de completar seu ciclo de vida sob estas 

condições adversas pode ser uma consequência do aperfeiçoamento de uma variedade de 
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respostas metabólicas (FUJITA et al., 2006) que estão inseridas constitutivamente nesta 

espécie. Além disso possui metabolismo C3 e, ao ser cultivado nestas condições semiáridas é 

esperado que apresente fortemente seu mecanismo fotorrespiratório.  

Em síntese, nestas plantas o CO2 e o O2 competem pelo mesmo sítio ativo da enzima 

Rubisco, e a assimilação do carbono pode ser reduzida em até 25% (LUDWIG e CAVIN, 

1971). Entretanto, o fato da fotorrespiração não ter sido completamente eliminada durante a 

evolução, pode refletir uma relevância funcional da via (FOYER et al., 2009). 

Estudos com plantas C3 em elevadas concentrações atmosféricas de CO2 tem sido 

amplamente realizados, baseados na premissa em que plantas C3 tipicamente responderiam 

melhor ao CO2 atmosférico do que plantas C4 em termos de aumentar as suas taxas 

fotossintéticas e produção de biomassa (CO2 SCIENCE, 2012), pela tentativa de supressão da 

fotorrespiração. 

Atendendo a realidade da nossa região semiárida, o cajueiro pode vir a se encaixar 

como um modelo vegetal em estudos fisiológicos, já tendo sido explorado em alguns 

trabalhos quanto a sua tolerância à salinidade (MATOS et al., 2003; FERREIRA-SILVA et 

al., 2011; PONTE et al., 2011) assim como em trabalhos técnicos do programa de 

melhoramento desenvolvido pela EMBRAPA, que investiu no desenvolvimento do cajueiro 

anão precoce, obtendo cultivares mais produtivas em diversos ambientes (CRISÓSTOMO et 

al., 2002). 

As folhas de cajueiro têm um eficiente mecanismo antioxidante sob estresse salino, 

aparentemente mais eficaz na prevenção da peroxidação lipídica e na acumulação de H2O2, 

apresentando também uma manutenção da atividade da SOD em concerto com a estimulação 

da catalase (FEREEIRA –SILVA et al., 2012). A alta temperatura é necessária para 

autorregulação da defesa oxidativa em plantas de cajueiro sob estresse salino (FERREIRA –

SILVA et al., 2011). 

  Com estudos fisiológicos sobre o comportamento desta espécie no semiárido 

poderemos entender o funcionamento destes mecanismos, podendo maximixar suas respostas. 

Pensando nisso, o crescimento de cajueiros sob uma elevada atmosfera de CO2 em condições 

de salinidade pode originar novas concepções sobre o comportamento dessa espécie, 

sobretudo ao se tentar atenuar os efeitos do estresse salino sob seu mecanismo oxidativo 

diminuindo a relação O2/CO2 no ambiente de crescimento.  
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3. Hipótese e objetivos 

HIPÓTESE  

 

Mudas de cajueiro na presença de alta pressão de CO2 e salinidade apresentam maior 

fotossíntese, menores danos no sistema fotoquímico e, como consequência maior proteção 

oxidativa. 

 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GERAL 

Investigar o sistema fotossintético e o metabolismo oxidativo em folhas de plantas de 

cajueiro submetidas aos efeitos do estresse salino quando cultivadas em elevado CO2, a fim de 

compreender respostas desencadeadas pela maior disponibilidade de CO2 as plantas e, 

estabelecer relações entre a assimilação fotossintética e alterações oxidativas. 

  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

1) Avaliar os efeitos isolados e combinados do CO2 elevado e da salinidade sobre 

variáveis fisiológicas relacionadas à condutância estomática, taxa fotossintética e, 

variáveis de fluorescência da clorofila a em folhas de mudas de cajueiro. 

2)  Analisar alterações oxidativas causadas pelos efeitos isolados e combinados do CO2 

elevado e salinidade sobre a peroxidação lipídica (TBARS), acúmulo de peróxido de 

hidrogênio, e alterações na relação Na
+
/K

+
. 

3) Avaliar conteúdo de pigmentos fotossintéticos (Clorofila total), pigmentos 

relacionados a proteção oxidativa (Flavonóides e Antocianinas) , o teor de 

aminoácidos e de prolina como indicativos de estresse frente aos efeitos isolados e 

combinados do CO2 elevado e salinidade em folhas de cajueiro. 

4)  Estimar o papel exercido pelo acumulo de carboidratos solúveis, sacarose e amido 

induzidos pelos efeitos isolados, e combinados, do alto CO2 e da salinidade na 

atividade fotossintética. 

5) Avaliar o metabolismo fotorrespiratório, estimando-o pela atividade e produtos de 

enzimas relacionadas com esta via: Oxidase do Glicolato, Glioxilato, Sintetase da 

Glutamina e Amônio;  
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4. Altas pressões de CO2 e salinidade limitam a taxa fotossintética e ocasionam 

alterações oxidativas em plântulas de cajueiro 
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4.1 INTRODUÇÃO 

 

 

Por consequências antropogênicas, constantemente novos ambientes de crescimento 

tem sido experimentados pelas plantas. Alterações na composição de solos e águas induzem o 

surgimento de condições adversas, ou mesmo agravam a atuação de fatores abióticos de 

estresse, como no caso da expansão de solos salinos por manejos inadequados na irrigação 

(MUNNS, 2002). Adicionalmente, significativos aumentos na temperatura são pronunciados e 

modificações nas concentrações de gases da atmosfera são esperadas, principalmente o 

enriquecimento com CO2 (IPCC, 2007). 

Tais probabilidades tem impulsionado diversos estudos investigando os efeitos de uma 

atmosfera enriquecida com CO2 sobre o desenvolvimento das plantas (KÖNER, 2003; 

SASAKI et al., 2005; AINSWORTH e ROGERS, 2007), abordando também efeitos 

interativos com situações de estresse (TUBA e  LICHTENTHALERT, 2007; GEISSLER et 

al., 2009; ROBREDO et al., 2011), na maioria das vezes com perspectivas de atenuação aos 

seus danos. 

Efeitos negativos de estresse salino nas plantas são causados extensivamente por 

desequilíbrio iônico, osmótico e danos oxidativos (PARIDA e DAS, 2005) sobrepostos 

principalmente no aparato fotossintético. O influxo de CO2 no mesófilo foliar é restrito devido 

o fechamento estomático (MUNNS e TESTER, 2008). Há uma resultante acumulação de 

poder fotoredutor (HALLIWEEL e GUTTERIDGE, 1989), ocorrem doações diretas de 

elétrons ao oxigênio, com formação de EROs (FOYER e HARBINSON, 1994) e frequentes 

reduções na eficiência fotoquímica do PSII são observadas (TEZARA et al., 2005). Em 

plantas C3, consequente a uma baixa razão CO2/O2, a atividade fotorrespiratória é 

incrementada e uma produção excessiva de H2O2 é encontrada (HERNÁNDEZ et al., 2000). 

Alguns mecanismos de proteção foram desenvolvidos podendo assim, evitar a 

produção de EROs, com reduções no fluxo da cadeia de transporte de elétrons, e/ou eliminar 

estas espécies reativas por um sistema integrado antioxidativo enzimático e não-enzimático 

(ASADA, 1999) ou ainda dissipando o excesso de energia via dissipação térmica pelo ciclo 

xantofila (GILMORE, 1997). 

 Aumentos nos níveis atmosféricos de CO2 proporcionam maior disponibilidade de 

CO2 nas células do mesófilo foliar (ROBREDO et al., 2011), podendo incrementar a 

utilização de nicotinamida adenina dinucleotídio difosfato (NADPH) (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 1989), reduzir a atividade oxigenase da Rubisco, aumentar a taxa 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lichtenthaler%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17978281
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fotossintética (DeLUIS et al., 1999) e, consequente menor atuação do O2 como aceptor de 

elétrons é observada.  Logo, pode haver menor necessidade de antioxidantes (SCHWANZ et 

al., 1996), ou ainda, pode fornecer maior energia para síntese destes antioxidantes e a 

atenuação do estresse salino é esperada (PERÈZ-LOPEZ et al., 2009). 

Por outro lado, em alguns estudos com alto CO2 as plantas tem apresentado limitações 

metabólicas, não estomáticas, que induzem reduções na atividade fotossintética (MOORE et 

al., 1999). Tal fato pode ser atribuído como uma resposta a um processo de aclimatação, 

constantemente relatado em plantas ao alto CO2 (LEAKEY et al., 2009). Durante este 

processo as plantas tentam se ajustar as novas condições expostas e podem apresentar 

comportamentos indeterminados, cuja resposta final, em condições de alto CO2, ainda são 

controversas e não estão completamente estabelecidas. 

Além disso, o efeito do CO2 elevados ou da salinidade em plantas tem sido 

determinado separadamente para um grande número de espécies, mas especificamente, sua 

interação tem sido pouco estudada (PEREZ-LOPEZ et al., 2009). E quando realizadas, 

geralmente, são abordagens limitadas à eficiência fotoquímica ou às avaliações bioquímicas 

de metabólitos e enzimas, não integrando tais parâmetros. 

A utilização de espécies contrastantes como modelos de plantas poderiam contribuir 

com novas ideias para melhorar o conhecimento da fisiologia do estresse e identificar novas 

características (SILVEIRA et al., 2012). No presente estudo, foram avaliadas as alterações 

induzidas pelo estresse salino, pelo CO2 elevado e pela interação entre estes dois fatores sobre 

variáveis fisiológicas relacionadas ao comportamento fotossintético em plântulas de cajueiro, 

sobretudo influenciado pela maior disponibilidade de CO2 nas células do mesófilo. Visando 

associar esta condição com atividade fotoquímica, toxicidade iônica e alterações oxidativas. 
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4.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Cultivo e coleta das plantas 

 

Sementes de Anacardium occidentale, clone CCP 09, fornecidas pelo Centro Nacional 

de Pesquisa de Agroindústria Tropical (CNPAT)- EMBRAPA foram esterilizadas 

superficialmente em solução de hipoclorito de sódio 10% (v/v) durante 10 minutos e 

enxaguadas várias vezes em água destilada para remoção de resíduos do hipoclorito. Após 

lavagem, as castanhas permaneceram por 16 horas mergulhadas em água destilada sob 

aeração visando um aumento na velocidade e uniformidade da germinação. Para a 

germinação, o plantio foi realizado em sacos plásticos pretos com dimensões 12 x 23 cm, 

utilizando como substrato: areia e vermiculita lavadas na proporção de 1:1 (v/v). A irrigação 

foi realizada com água destilada até 30 DAP, quando foram submetidos os tratamentos, 

passando então a serem irrigadas, a cada dois dias, com solução nutritiva de Hoagland e 

Arnon (1950) com ¼ de força iônica, ausente (0 mM de NaCl) ou presente de sais NaCl 

dissolvidos na concentração de 100 mM até 45 DAP, quando foram coletadas. O período do 

cultivo em condições salinas, 15 dias, foi estabelecido a partir de observações prévias 

(FERREIRA-SILVA, 2008), onde 80% da transpiração das plântulas encontravam-se 

reduzidas, sendo tempo apropriado para observar respostas à salinidade. Na primeira fase 

experimental, do plantio até a aclimatação ao estresse salino, as plantas foram cultivadas em 

casa de vegetação por 38 dias, onde foi registrado, anteriormente, fotoperíodo de 12 horas, 

temperaturas médias correspondentes a 31 °C durante o dia e 24 °C durante a noite e 55% de 

umidade relativa média durante o dia e 75% à noite. Posteriormente as plântulas foram 

transferidas para câmaras de crescimento e mantidas sob condições controladas, com 

contínuos tratamentos salino, diferindo apenas nas concentrações de CO2 no ambiente 

(380ppm e 760ppm) com 400 μmol m
-2

 s
-1

, 25 ± 2 ºC; 80% UR e fotoperíodo de 12 h por 

mais sete dias. Dos quinze dias em condições salinas, oito foram em casa de vegetação e sete 

em câmeras de crescimento, onde foram induzidos os tratamentos em condições controladas 

de CO2, 380 e 760 ppm. Foram adotadas como controle, plantas cultivadas em condições 

ambientais de CO2 a 380 ppm de CO2, e ausente de salinidade, 0 mM de NaCl. As amostras 

vegetais foliares, colhidas 45 DAP, foram congeladas em N2 líquido,e armazenadas em 

freezer -80 °C, até o momento das análises. 

 

 



38 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. (A) Fitotron, câmara de crescimento de plantas em condições controladas, (B) sistema 

computadorizado de injeção de CO2 comprimido, controlado por um sensor instalado no interior da câmara que 

lê a quantidade de CO2 no ambiente, regulando a liberação do gás.  

 

 

 

Trocas gasosas e fluorescência da clorofila a 

 

As medidas de trocas gasosas e da atividade fotoquímica foram realizadas 

simultaneamente, por um sistema analisador de fotossíntese portátil, com fluorômetro 

acoplado (modelo LI 6400 XT, LiCor) que consiste em um sistema aberto contendo um 

analisador de gases infravermelho (IRGA) que infere o diferencial entre CO2 e H2O em um 

fluxo de ar que passa pela câmara onde está a unidade foliar que está sendo analisada. 

(A) (B) 

Figura 1. Casa de vegetação utilizada para o crescimento das plantas durante a primeira fase do 

experimento, germinação e aplicação do tratamento salino. 
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 As medidas foram realizadas em folhas totalmente expandidas de três indivíduos para 

cada tratamento, sendo mensurada ao longo do dia. Foram calculados os seguintes 

parâmetros: a eficiência quântica máxima do fotossistema II                       , 

eficiência quântica fotoquímica operante no PS II                          ,taxa de 

transporte de elétrons (ETR =  PSII × PAR × 0.5 × 0.84)  e os coeficientes de dissipação 

fotoquímica [qP =                           e não fotoquímica [NPQ =      

           , onde Fm, Fo e Fv representam, respectivamente, a fluorescência máxima, 

mínima e variável após adaptação das folhas a 30 min de escuro; Fm', Fo' e Fs representam, 

respectivamente, a fluorescência máxima, mínima e no estado de equilíbrio dinâmico na 

presença de luz e PAR equivale à radiação fotossinteticamente ativa incidente na folha.  

 

Conteúdo relativo de água 

 

O conteúdo relativo de água (CRA) foi determinado conforme Fidalgo et al. (2004). 

Durante a coleta foram retirados 20 discos foliares (10 mm de diâmetro), e amassa fresca 

(MF) determinada imediatamente. Posteriormente, os discos foram imersos em água 

deionizada por 6 horas em placas de petri, e após breve secagem com papel toalha, visando 

eliminar o excesso de água, foi determinada a massa túrgida (MT). Para determinar a massa 

seca do material (MS), os discos foram colocados em estufa a 70ºC, durante 48 h, e o CRA 

estimado pela seguinte relação: [(MF – MS)/(MT-MS)] x 100. 

 

 

Conteúdo de clorofila total e carotenóides 

 

Para extração destes pigmentos folhas frescas foram maceradas (aproximadamente 

200 mg) com acetona 80% gelada, em almofariz de porcelana, sendo, posteriormente, os 

extratos filtrados em funil com papel de filtro e transferidos para tubos de ensaios (10 ml), 

protegidos da luz. Os teores dos pigmentos presentes nos extratos foram medidos, por meio de 

leituras de absorbâncias, em espectrofotômetro, nos comprimentos de onda de 663 m, 645 

m para o cálculo dos teores de clorofila total 470 m para o cálculo dos teores dos 

carotenóides e calculados, conforme Lichtenthaler (1987), utilizando as seguintes equações, 

dadas em µg mL 
-1

: 

 

Clorofila total:                          

Carotenóides totais:  
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Clorofila a:                          

Clorofila b:                          

  

Os valores foram corrigidos para miligramas de pigmento fotossintético por grama 

de massa fresca através da multiplicação do resultado pelo volume final do extrato (mL), 

dividido pela massa fresca (g) e multiplicado por 0,001, sendo o resultado final expresso em 

miligramas de pigmento por grama de massa fresca (mg g 
-1

 MF). 

 

Flavonóides totais e Antocianinas 

 

A quantificação dos flavonóides totais e antocianinas foram realizadas segundo 

método proposto por Lees e Francis (1972), aproximadamente 100 mg de folhas frescas foram 

maceradas em almofariz de porcelana em banho de gelo com 3 ml de solução extratora (85% 

de Etanol concentrado + 15% de HCL 1,5N). O extrato foi transferido para tubos de ensaio, 

revestidos com papel alumínio, ficando em repouso em geladeira por 24 h. Posteriormente, os 

extratos foram filtrados em pano de seda de trama fina, com auxilio de 5 ml da solução 

extratora, deixando-se em descanso por mais duas horas. A leitura de absorvância foi 

realizada no comprimento de onda de 374 m, utilizando o coeficiente de extinção molar de 

76,6 mM
-1 

cm
-1 

para o cálculo do conteúdo de flavonóides, enquanto que o conteúdo de 

antocianinas foi calculado a partir da leitura à 535 m e coeficiente de extinção molar 98,2 

mM
-1 

cm
-1

. 

 

Teor de Carboidratos solúveis 

 

Os açúcares solúveis totais foram medidos de acordo com Dubois et al. (1956). Neste 

método a reação é baseada na ação hidrolítica e desidratante do ácido sulfúrico concentrado 

sobre os carboidratos. Quando a reação é realizada com dissacarídeos, trissacarídeos ou 

polissacarídeos, estes são hidrolisados a monossacarídeos e, posteriormente desidratados 

originando furfural (pentoses) ou hidroximetil furfural (hexoses). Estes últimos se condensam 

com o fenol e formam um produto de coloração amarelo-alaranjada, com picos de absorção 

em 490 m para hexoses e 480 m para pentoses, metilpentoses e ácidos urônicos. A reação é 

muito sensível e a cor é estável por várias horas. Para a determinação, a extração foi realizada 

em etanol 80% e posteriormente em tubos de 20 mL foram adicionados 0,5 mL do extrato 

(diluído 10 vezes com água destilada), 0,5 mL de fenol 5% (v/v), seguido de agitação, e 2,5 
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mL de ácido sulfúrico concentrado. O H2SO4 foi adicionado rapidamente diretamente na 

solução. Os tubos foram agitados em vortex e, após atingirem a temperatura ambiente, foram 

realizadas as leituras em espectrofotômetro a 490 ηm. Para o branco o volume de extrato foi 

substituído por água deionizada. O teor de carboidratos solúveis foi calculado a partir das 

leituras do espectrofotômetro que foram aplicadas na equação da reta obtida por uma curva 

padrão de glicose em μM. 

 

Teor de Sacarose 

 

A determinação do teor de sacarose foi realizada segundo Van Handel (1968). Este 

método é dividido em três etapas extração, separação de fases por solventes e purificação e 

dosagem da sacarose. A extração é feita com solução de MCW (solução de metanol, 

clorofórmio e água) que extrai pigmentos e outros compostos. A separação das fases é feita 

adicionando água no extrato de MCW, o que provoca uma divisão da solução, a parte 

metanólica (onde estão dissolvidos os carboidratos) se separa do clorofórmio (onde estão 

dissolvidos os açúcares redutores). Amostras de 50 mg de material seco foram 

homogeneizados em 1,5 ml de solução MCW (metanol: clorofórmio: água em 12:5:3 v/v/v) 

por 30 minutos sob agitação em tubos de eppendorf de 2,0 mL a 30º, posteriormente 

centrifugados a 10.000 rpm por 10 min, coletando-se o sobrenadante. O resíduo extraído foi 

novamente extraído com igual solução extratora, e repetindo-se todo o processo. Em 2,0 mL 

do sobrenadante, foi adicionado 0,5 mL de clorofórmio e 750 µL de água deionizada. Em 

seguida, essa solução foi agitada e centrifugada a 2000 rpm por 10 min para a separação da 

fase aquosa. Com uma pipeta de Pasteur a fração aquosa metanólica (superior) foi retirada e 

levada a banho Maria para aquecimento a 35ºC por 30’ e o volume restante foi determinado. 

A partir da fase aquosa metanólica obtida adicionou-se 100 µL de KOH 30%, A mistura foi 

aquecida a 100ºC por 10 min e, após o resfriamento adicionou-se 3,0 mL de solução de 

antrona 0,2% em ácido sulfúrico. A mistura foi agitada e aquecida a 40ºC por 20 min. Após 

resfriamento as amostras foram agitadas vigorosamente e realizadas leituras a 620 m. Para 

zerar o aparelho foi utilizado o branco substituindo o volume da fração aquosa por água 

deionizada. Para o cálculo das concentrações de sacarose as leituras espectrofotométricas 

foram aplicadas na equação da reta obtida pela curva-padrão de sacarose em mM. 
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Teor de Amido 

 

O teor de amido foi determinado segundo a metodologia proposta por Dubois et al. 

(1956), baseando-se na ação hidrolítica e desidratante do ácido sulfúrico concentrado sobre os 

carboidratos. Quando a reação é realizada com dissacarídeos, trissacarídeos ou 

polissacarídeos, estes são hidrolizados a monossacarídeos, os quais são desidratados 

originando furfural (pentoses) ou hidroximêtil furfural (hexoses). Estes últimos se condensam 

com fenol originando um produto de coloração amarelo-laranja, com picos de absorção 

máxima em 490 ηm para hexoses e 480 ηm para pentoses, metilpentoses e ácidos urônicos. 

Adicionou-se aos tubos de ensaio comum 500 µL do extrato à quente (50 mg de folhas frescas 

em 10 ml de água destilada a 100ºC por 1h), 500 µL de fenol 5% e 2,5 mL de ácido sulfúrico 

concentrado. Os tubos foram ser mantidos em repouso por cerca de 10 minutos, agitados logo 

em seguida, e mantidos por mais 20 minutos à temperatura ambiente. Para zerar o aparelho foi  

utilizado  o  branco  substituindo  o volume do extrato por água deionizada. Para o cálculo da 

concentração de amido, as leituras espectrofotométricas foram aplicadas na equação da reta 

obtida por uma curva-padrão de glicose em µM. As leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro à 490 ηm, expressando a concentração em mmol Kg
-1

 matéria seca. 

 

Teor de Amônio 

 

A concentração do íon amônio foi medida de acordo com o método fenolato-

hipoclorito (WEATHERBURN, 1967). Este método é baseado na formação do indofenol que 

é resultado da reação entre amônio, fenol e hipoclorito de sódio em pH alcalino. Esse 

composto exibe uma coloração azul que é detectada pelo espectrofotômetro. O nitroprussiato 

de sódio é utilizado para aumentar a visibilidade da cor, sua combinação com hipoclorito de 

sódio forma uma solução instável. A solução de nitroprussiato de sódio com fenol é mais 

estável e deve ser adicionada primeiro ao extrato, pois a solução de hipoclorito em meio 

alcalino volatiliza o amônio. Para a determinação em tubos de ensaio, foram pipetados 0,4 mL 

do mesmo extrato utilizado na determinação da prolina, 2,5 mL da solução A (solução de 

fenol 1% (p/v) e nitroprussiato de sódio 0,005% (p/v)) e 2,5 mL da solução B (solução de 

hidróxido de sódio 0,5% (p/v) e hipoclorito de sódio 2,52% (v/v)), agitando a cada adição. Os 

tubos permaneceram a 37 ºC por 20 minutos em banho-maria, após esse período, foram 

retirados do banho-maria e depois de 10 minutos os extratos foram lidos em 
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espectrofotômetro visível a 625 ηm. O branco utilizado para zerar o aparelho continha todos 

os reagentes e o volume de extrato foi substituído por água deionizada.  

 

Determinação de nitrogênio total 

 

A determinação do nitrogênio total foi realizada de acordo com Baethgen e Alley 

(1989). Em presença de acido sulfúrico e sob aquecimento, a matéria orgânica é decomposta 

até o N protéico ser reduzido e transformado em sulfato de amônia. O procedimento de 

determinação do N-NH4
+
 é baseado em uma reação colorida (verde) entre o NH4

+
 e uma 

mistura fracamente alcalina de salicilato de sódio e uma fonte clorídrica na presença de 

nitroprussiato de sódio, sendo este último necessário para aumentar a velocidade e a 

intensidade da cor verde, a qual permanece estável por aproximadamente 2 horas. Utiliza-se 

também tartarato de sódio com a finalidade de eliminar a precipitação de hidróxidos de metais 

pesados, o que podiam estar presente na digestão (mineralizado), especialmente se a mistura 

de catálise (catalisador) usada na digestão contiver metais pesados, tais como Cobre, Selênio 

ou mercúrio. Para a digestão sulfúrica, foram colocados em tubos de digestão 30 mg de 

amostras de folhas secas, 1,1 g de catalisador (sulfato de potássio, sulfato de cobre e selênio) e 

1,5 mL de ácido sulfúrico concentrado. Estes tubos foram acondicionados em bloco digestor 

onde passaram por um ciclo de temperatura (100 °C por 15 min, 150 °C por 15 min, 250 °C 

por 15 min, 350 °C por 30 min e 400 °C por 45 min), até completa digestão do material 

(amostras com cor azulada e sem nenhum resíduo). O branco foi composto de 1,1 g de 

catalisador e 1,5 mL de H2SO4. O material mineralizado foi diluído em água destilada e o 

volume foi completado para 10 mL. Para quantificar o nitrogênio foram adicionados em tubos 

de ensaio 0,1 mL do mineralizado, 0,9 mL do diluente (catalisador e acido sulfúrico), 5,5 mL 

do tampão I (fosfato de sódio dibásico, tartarato de sódio e potássio e hidróxido de sódio), 4 

mL do tampão II (salicilato de sódio e nitroprussiato de sódio) e 2 mL da solução III 

(hipoclorito de sódio 5,25%), seguido de agitação. Os tubos ficaram em banho-maria a 37º 

por 15 minutos, depois foi realizada a leitura das amostras em espectrofotômetro a 650 ηm. 

Para mensurar o conteúdo de nitrogênio total as leituras do espectrofotômetro foram aplicadas 

na equação da reta obtida por uma curva-padrão de (NH4)2SO4 em µg N. 

  



44 

 

 

Teor de prolina livre 

 

A determinação de prolina livre foi realizada de acordo com Bates (1973). A prolina 

possui uma estrutura quimicamente coesa e rígida e composta por um anel ligado ao terminal 

alfa-amina (NH2). Neste método os ácidos acético e fosfórico quebram a estrutura anelar da 

prolina deixando livre o grupamento amino que se liga a ninhidrina, formando um complexo 

prolina-ninhidrina. O tolueno separa o cromóforo que é utilizado na leitura 

espectrofotometrica. Para a determinação de prolina livre, foram adicionados em tubos de 

ensaio com tampa rosqueável, 1 mL do extrato à quente (50 mg MS em 5 ml de água destilada 

a 100ºC por 1 hora), 1 mL de ninhidrina acida (ninhidrina, ácido acético 60% e acido 

fosfórico 6 M) e 1 mL de ácido acético glacial. Os tubos foram fechados, agitados e 

transferidos para banho-maria por 1 h a 100º C. Após esse período, os tubos foram colocados 

em banho de gelo para interromper a reação. Depois foram adicionados nos tubos 2 mL de 

tolueno e em seguida, foram agitados. A parte menos densa (cromóforo) foi aspirada com 

pipeta de Pasteur de vidro, na qual foram feitas as leituras no espectrofotômetro a 520 ηm. O 

branco utilizado para zerar o aparelho foi composto apenas de tolueno. A concentração de 

prolina no tecido foi calculada a partir das leituras do espectro que foram postas na equação 

da reta obtida por uma curva-padrão de prolina em µM. 

 

Conteúdo de aminoácidos livres 

 

Determinação baseada em Peoples et al. (1989); Yemm e Cocking (1955); Herrige 

(1984). A elevação da temperatura promove uma reação do α- amino com a ninhidrina 

formando amônio e hidridantina. O amônio liberado condensa com outra molécula 

hidridantina para formar um composto, contendo o ânio DYDA, que confere uma cor violeta 

ao composto. O cianeto de Potássio previne a oxidação da hidridantina reduzida. A intensa 

cor violeta é diretamente proporcional a quantidade de aminoácidos. O extrato foi obtido a 

partir da extração de 50 mg MS em 5 mL de água deionizada a 100ºC por 30 min, 100µL do  

sobrenadante, diluído 5 vezes, foi coletado e transferidos à tubos de ensaio, onde se adicionou 

250 µL de tampão Citrato 0,2M, pH 5,0 e 250 µL de reagente Ninhidrina. Misturou-se a 

solução em vortex e em seguida foi colocada em banho Maria à 100ºC. A reação foi parada 

em banho de gelo e as leituras realizadas à 570 ηm. A concentração de aminoácidos livres 
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totais no tecido foi calculada a partir das leituras do espectro que foram postas na equação da 

reta obtida por uma curva-padrão de aminoácidos em µM. 

 

Atividade da Sintetase de Glutamina (GS; EC 6.3.1.2) 

 

 O método para mensurar a atividade de GS que mais se aproxima das condições 

fisiológicas é o método ‘‘sintetase’’ ou método biossintético do hidroxamato que utiliza 

hidroxilamina no lugar da amônia, realizado segundo ELLIOTT (1953). Amostras de 300 mg 

de massa fresca foram maceradas em almofariz de porcelana, em banho de gelo, com tampão 

fosfato 0,1 M (pH 8,0) + EDTA 5 mM + ß-mercaptoetanol 10 mM + DTT 10 mM + PVP 1%. 

Após extração, foi realizada uma centrifugação à 14.00 rpm/ 30min à 4ºC. A reação foi 

preparada em eppendorfs com adição de : 600 µl de Tampão TRIS-HCL 0,25 M pH 7,0  + 

200 µl de glutamato de sódio 0,3 M + 200 µl de ATP 30 mM + 200 µl de MgSO4 0,5 M + 

500 µl do extrato enzimático + 200 µl de solução hidroxilamina (1:1). Posteriormente os 

eppendorfs foram agitados em vortex e incubados a 30ºC. Foram feitos 2 brancos, um sem 

adição do extrato enzimático mas com todos os reagentes (para zerar o aparelho) e outro sem 

adição de hidroxilamina. Após 30 minutos, foram adicionados 500 µl do reagente férrico, 

inclusive no branco, para paralisar a reação. Realizou-se uma centrifugação a 3.000 rpm/10 

min a temperatura ambiente para precipitar as proteínas e tornar a solução colorida mais 

translúcida. As leituras foram realizadas a absorbância de 540 ηm. A curva padrão foi 

construída com ʎ- glutamil- hidroxamato (GGH) e os resultados expressos em ʎ- glutamil- 

hidroxamato/g MF/h. 

  

Atividade da sintetase da glutamina isoforma 2  

 

A atividade da GS2 foi mensurada a partir de extratos obtidos nas mesmas condições 

descritas para GS total com acréscimo de glicosamina-6- fosfato 1 mM. Segundo Hirel e 

Gadal (1980), a atividade da GS2 é sensível à inibição por retroalimentação por aminoácidos 

ou por glicosamina 6- fosfato, sendo então inibida na reação. As leituras a 540 ηm forneceram 

a atividade da GS-1, e posteriormente foi calculada a atividade da GS-2 pela diferença entre a 

atividade da GS total e da GS-1. 

 

Concentração de Na
+
, K

+ 

   

As concentrações de Na
+
, K

+
 nos tecidos das amostras frescas foram determinadas 

conforme Viégas et al. (2001). Amostras de 50 mg de massa seca e 10 mL de água deionizada 
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foram colocadas em tubos hermeticamente fechados, em banho-maria a 100 °C, durante 1h. 

Após o resfriamento, os extratos foram filtrados em ponteiras com filtro de algodão e 

realizadas leituras em fotômetro de chama para a determinação de Na
+
 e K

+
 calibrado com 

soluções padrão de NaCl e KCl com 50 ppm de Na
+ 

e K
+
 respectivamente. A partir dos 

resultados do conteúdo de Na
+
 e K

+
 foi estimada a relação Na

+
/K

+
. 

 

Extração proteica enzimática de tecidos foliares 

 

Para a determinação de proteínas solúveis e, atividade da SOD e da GO, amostras de 

100 mg de tecidos foliares frescos foram macerados em almofariz de porcelana, na presença 

de nitrogênio líquido, até obtenção de farinha homogênea. Em seguida, 1 ml de tampão de 

Tris- HCl 100 mM, glicerol 20% com DTT 30mM foi adicionado, macerando as preparações 

por mais 90 segundos. No caso da determinação da atividade da APX, a composição do 

tampão de extração foi alterado substituindo o DTT por 1 mM de ascorbato. Os extratos 

foram transferidos para eppendorfs de 2 ml imersos em gelo e centrifugados a 13.000 x rpm, 

por 20 minutos, à temperatura de 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado à 

temperatura de -20C, para a determinação das atividades enzimáticas e nas dosagens de 

proteínas.  

 

 

 Dosagem de proteínas solúveis totais 

 

 Para a determinação das concentrações das proteínas solúveis totais foi utilizado o 

método descrito por Bradford (1976). Segundo este método, no ambiente ácido do reagente, a 

proteína se liga ao corante de Coomassie. Isto resulta numa mudança espectral a partir da 

forma avermelhada / castanho do corante (máximo de absorvância a 465 m) para a forma do 

corante azul (máximo de absorvância a 610 m). A diferença entre as duas formas do corante 

é maior em 595m, de modo que é o comprimento de onda ótimo para medir a cor azul a 

partir do complexo de corante Coomassie- proteína. Os aminoácidos livres, peptídeos e 

proteínas de baixo peso molecular não produzem altera a cor do reagente corante Coomassie. 

Em geral, a massa do peptídeo ou proteína deve ser de pelo menos 3000 daltons para ser 

detectável com este reagente. O extrato foi diluído 30 vezes com tampão de extração, a partir 

do qual foi retirada uma alíquota de 0,1 mL para ser acrescida de 2,5 mL do reagente de 

Bradford. As concentrações de proteínas solúveis totais foram calculadas com base em uma 

curva padrão ajustada a partir de doses crescentes de albumina de soro bovino (BSA) P.A. 



47 

 

(Sigma). As leituras foram realizadas em espectrofotômeto a 595 m e os resultados 

expressos em mg de proteína por mililitro de extrato. 

 

Atividade de dismutase de superóxido (SOD; EC: 1.15.1.1)  

 

Esta atividade enzimática foi determinada segundo metodologia adaptada de 

Gianopolitis e Ries (1977). Por esse método, é determinada a inibição da redução do NBT (p-

nitro blue tetrazolium) pelo extrato enzimático, evitando assim a formação do cromóforo. 

Neste ensaio, uma unidade de atividade enzimática (UA) de SOD é considerada como a 

quantidade de enzima necessária para obter 50 % de inibição da redução do NBT pela SOD 

contida no extrato enzimático. Alíquotas de 100 μl da extração enzimática foram então 

transferidas para tubos de ensaios protegidos da luz, contendo tampão fosfato de potássio 50 

mM, pH 7,8, 0,1 mM de EDTA, 13 Mm de L-metionina e 75 μM de NBT. A reação foi 

iniciada pela adição de 2 μM de Riboflavina e a concomitante transferência dos tubos para 

uma câmara iluminada por uma lâmpada fluorescente circular de 30 Watts, durante um 

período de 15 minutos. Em seguida, leituras de absorbância a 560 ηm foram tomadas em 

espectrofotômetro. Foram considerados como brancos da reação, os tubos sem extrato, 

expostos e não expostos à luz. A atividade foi determinada pelo cálculo da quantidade de 

extrato que inibiu 50% da redução de NBT (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971) e expressa 

em UA g
-1

 MS min
-1

 (MAIA, 2004).  

 

Atividade de peroxidases do ascorbato (APX; EC: 1.11.1.1) 
 

A atividade de APX foi determinada de acordo com o método de Nakano e Asada 

(1981), modificado por Koshiba (1993), no qual a presença de APX no extrato bruto diminui 

a concentração de peróxido de hidrogênio do meio, pela redução de ácido ascórbico 

fornecido. Alíquotas de 50 μl dos extratos foram transferidas para tubos de ensaio. Ao meio 

de reação, 1,35 ml de tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 6,0, contendo 0,8 mM de ácido 

L-ascórbico P.A. foi adicionado. O experimento foi iniciado no momento da adição de H2O2 

ao meio de reação, observando o decréscimo da leitura no intervalo de 0-300 segundos 

(realizados a cada 30 segundos), da absorbância de 290 ηm em espectrofotômetro. 

Adicionalmente, leituras de tubos controles, com e sem a amostra, na ausência de peróxido de 

hidrogênio, foram realizadas. As atividades do extrato total foram determinadas pelo cálculo 

da quantidade de extrato que reduziu a leitura de absorbância em 1 UA e expressos em µmol 

ASA/g MF/ min.  
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 Atividade da Oxidase de Glicolato (GO; EC 1.1.3.15) 

 

A atividade da oxidase do glicolato (GO: EC; 1.1.3.15) foi determinada conforme o 

princípio de reação do método descrito por Baker e Tolbert (1966). Esse método se baseia na 

produção do complexo glioxilato-fenilhidrazona, produzido a partir da conversão do glicolato 

para glioxilato pela GO no meio. Alíquotas de 100 µL do extrato foram adicionadas a 2,9 mL 

de meio de reação contendo tampão fosfato de potássio 100 mM, pH 8,3, adicionado de 

glicolato de sódio 40 mM, L-cisteína 100 mM, fenilhidrazina-HCl 100 mM e FMN 1 mM. O 

incremento da produção do complexo (glioxilato-fenilhidrazona), referente à atividade da 

enzima, será medido a 324 ηm em espectrofotômetro durante 5 min. A atividade da GO foi 

calculada utilizando o coeficiente de extinção milimolar de 17 mM
-1

 e expressa em µmol de 

glicolato g
-1

 MF min
-1.  

 

Peroxidação de lipídeos
 

  

A peroxidação de lipídeos foi determinada segundo a metodologia de Heath e Pacher 

(1968) modificada, onde a peroxidação de lipídios é estimada pelo conteúdo de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), principalmente o Malondialdeído (MDA), 

subproduto da peroxidação lipídica. O ácido tiobarbitúrico reage com malondialdeído 

produzindo um produto fluorescente. Para extração, aproximadamente 200 mg de folhas 

frescas íntegras foram maceradas em almofariz de porcelana em banho de gelo com 2 mL de 

ácido tricloroacético (TCA) a 5% (p/v). O material obtido foi filtrado em pano de seda de 

trama fina e centrifugado por 20 minutos a 12000 x rpm, a 4°C. Alíquotas de 0,5 mL dos 

sobrenadantes foram adicionadas a 2 mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5% (p/v) em TCA 

20% (p/v). Os tubos de ensaio foram imediatamente incubados em banho-maria por 60 

minutos a 95°C, sob agitação. A reação foi interrompida pela transferência dos tubos de 

ensaio para o banho de gelo, até alcançar a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas a 9000 x rpm por 10 minutos em temperatura ambiente, sendo as 

absorbâncias dos sobrenadantes lidas a 532 e 660 m (SUDHAKAR et al., 2001). A 

quantidade do complexo MDA-TBA formado foi determinada utilizando-se, para os cálculos, 

o coeficiente de extinção molar de 155 mM
-1

cm
-1

. 
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Determinação do conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

 

 A concentração de H2O2 foi determinada pelo método descrito por Brennan e Frenkel 

(1977), onde o peróxido de hidrogênio formam um complexo específico com o Titânio, que 

pode ser mensurado colorimetricamente (MACNEVIN e URONE, 1953). Neste ensaio, foram 

pesadas 100 mg de MF de folhas e maceradas com N2 líquido adicionando-se 1 ml de TCA 

5%  em almofariz até atingir uma consistência uniforme. O extrato foi transferido para 

eppendorfs e centrifugados a 12.000 rpm por 15 min a 4ºC. O sobrenadante foi recolhido, 100 

µl desse sobrenadante foi diluído em 400 µl de TCA (5%). Este extrato, diluído, foi acrescido 

100 µl de TiCl4 20% ( 20% TiCl4 em HCl 11M-  v/v) e 150 µl de NH4OH (PA), perfazendo 

uma solução de 750 µl que foi posta a centrifugação a 10.000 rpm por 5 min. O sobrenadante 

foi descartado e o pellet lavado duas vezes com 500 µl de TCA 5%. Após a lavagem, 

acrescentou-se ao pellet restante 400 µl de H2SO4 e 180 µl de TCA 5%, realizou-se outra 

centrifugação a 10.000 rpm/5min/4ºC e as leituras foram realizadas a 415  m. 

 

Conteúdo de glioxilato 

 

O conteúdo de ácido glioxilato foi determinado baseado em metodologias 

desenvolvidas por Baker e Tolbert (1966), a partir de extrações por maceração de 100 mg MF 

em 1 ml de HCl 100mM. Os extratos foram centrifugados a 12.000 rpm/ 10 min/ 8 °C e o 

sobrenadante foi recolhido. Alíquotas de 200 µl do extrato foram acrescidas a 300 µl de 

Fenilhidrazina 1% em HCl 100mM e colocadas em banho- maria a 95ºC por 2 min. A reação 

foi paralisada com banho de gelo e as leituras realizadas a 324 ηm. O conteúdo de glioxilato 

foi calculado utilizando o coeficiente de extinção milimolar de 17 mM
-1

 e expresso em µmol 

g
-1

 MF min
-1. 

 

 

 Delineamento estatístico e análise dos dados 

 

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com os 

tratamentos dispostos num fatorial 2x2, dois níveis de salinidade, 0 e 100mM, e duas 

concentrações ambientais de CO2, 360 e 780 ppm, respectivamente. Cada tratamento foi 

representado por cinco repetições, num total de 20 parcelas experimentais. Os dados foram 

submetidos ao teste F a 0,05 de significância, por análise de variância, e as médias das 

variáveis submetidas ao teste de Tukey no mesmo nível de probabilidade. 
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4.3 RESULTADOS 

 

 

 

Medidas de troca gasosa, fluorescência da clorofila a e conteúdo de pigmentos 

 

A exposição de plantas de cajueiro, em um curto período, a elevadas concentrações de 

CO2, estando pré- cultivadas em condições salinas, mesmo apresentando reduções na 

condutância estomática, pode atenuar os efeitos da salinidade devido ao seu maior influxo às 

células do mesofilo, ocasionando incremento na taxa fotossintética ou por reduzir a 

fotorrespiração. Para a condutância estomática foram observadas reduções medianas de 47% 

nos tratamentos em presença de sais, independente da concentração ambiental de CO2 (fig. 

1A). De forma semelhante, comparado ao controle, a transpiração também só reduziu em 

resposta a salinidade, com valores não significativos pelo alto CO2 e, reduzidos em 45% tanto 

no tratamento salino isolado quanto no combinado ao CO2 elevado (fig. 1B). 

As taxas de assimilação de CO2 nas plântulas de cajueiro reduziram 28% em CO2 

elevado, 65% na presença de sais e 72% em CO2 elevado e salinidade, quando comparado ao 

controle. Houve uma interação significativa entre os fatores, ocasionando, ambos, reduções na 

taxa fotossintética (fig. 1 C). Simultaneamente às estas mensurações, foram extraídas medidas 

pontuais de trocas gasosas, cujo nível de CO2 de referência utilizado foi o presente na câmara 

de crescimento (360 e 780 ppm). As concentrações intercelulares de CO2 foram fortemente 

influenciadas pelo aumento na pressão externa deste gás, apresentando valores médios de Ci 

3,2 vezes superiores às plantas em CO2 ambiente e, não tendo diferença significativa pela 

salinidade (Fig. 1D). Consequentemente, o alto CO2 induziu uma redução de 76% na relação 

A/Ci, enquanto que o tratamento salino reduziu esta variável em 67,64% e quando combinado 

ao alto CO2 apresentou reduções drásticas de 96%. A taxa de transporte de elétrons (ETR) 

seguiu a tendência fotossintética e, embora com reduções mais sutis, decaiu em média 13% 

em resposta ao elevado CO2, 18% pela salinidade e 28% na combinação dos fatores (Fig. 1F). 

A relação Fv/Fm não diferiu significativamente entre os tratamentos, entretanto a 

estimativa da eficiência quântica fotoquímica operante no PSII, ΦPSII, apesar de não ter 

apresentado significância pelo CO2 elevado, sofreu ligeiras reduções em resposta a salinidade, 

em torno de 6% tanto pelo efeito isolado da salinidade, quanto pelo combinado ao alto CO2. O 

quenching fotoquímico qP (Tab. 1), dissipação fotoquímica, foi alterado somente em 
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respostas ao CO2 elevado, apresentando reduções de 10% em alto CO2 isolado e 6% quando 

combinado a salinidade. Para o NPQ, em comparação as plantas controle, as plantas crescidas 

em alto CO2 apresentaram um aumento de 14% e, quando expostas a salinidade foram 

observados acréscimos em torno de 78%, inferiores aos apresentados quando avaliado o efeito 

integrado da salinidade e do CO2 elevado, que foram 2,52 vezes superiores (Tab. 1). 

Ambos conteúdos de clorofila total e carotenóides não forma alterados pelo aumento 

de CO2 (fig. 2A e 2B). Entretanto o conteúdo de flavonóides, foi incrementado pelo CO2 

elevado em 6%, pela salinidade em 42% e, especialmente quando combinado em condições 

de salinidade foi 55% superior ao controle (fig. 2C). O teor de antocianina, foi fortemente 

expressada pelo efeito do CO2, acrescida 50%, enquanto que a salinindade proporcionou 

aumentos em 15%, e a combinação dos fatorese aumentos em torno de 36% (fig. 2D) As 

funções desempenhadas pelas antocianinas nas plantas são variadas: antioxidantes, proteção à 

ação da luz, mecanismo de defesa e função biológica. 
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Figura 1. (A) condutância estomática (gs), (B) transpiração (E), (C) Assimilação máxima (A), (D) Concentração 

intercelular de CO2 (Ci), (E) taxa de transporte de elétrons (ETR) e (F) relação A/Ci em folhas de plântulas de 

cajueiro cultivadas na ausência ou presença de NaCl 100 mM por 15 dias, simultaneamente  expostas a um baixo 

(Bx CO2 = 380 ppm) ou elevado (Al CO2 = 760 ppm) nível de CO2 durante os últimos sete dias. Valores 

seguidos de letras maiúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa ao nível de 5% sob 

salinidade. Valores seguidos de letras minúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa 

ao nível de 5% devido as condições de CO2.  
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Tabela 1. Parâmetros avaliados a partir de medidas da fluorescência da clorofila a em folhas de plântulas de 

cajueiro cultivadas na ausência ou presença de NaCl 100 mM por 15 dias, simultaneamente  expostas a um baixo 
(Bx CO2 = 380 ppm) ou elevado (Al CO2 = 760 ppm) nível de CO2 durante os últimos sete dias. Valores 

seguidos de letras maiúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa ao nível de 5% sob 

salinidade. Valores seguidos de letras minúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa 

ao nível de 5% devido as condições de CO2.  

  
    

Parâmetro 
0 NaCl 100 NaCl 

CO2 ambiente     CO2 elevado          CO2 ambiente CO2 elevado 

Fv/Fm  0,6939 aA 0,7052 aA 0,7018 aA 0,697 aA 

ΦPSII 0,0795 aA 0,078  aA 0,0735 aB 0,072 aB 

qP 0,2228 aA 0,2008 bA 0,2264 aA 0,2136 bA 

NPQ 0,8895 aA 1,2331 bA 1,5711 aB 2,3462 aB 
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Figura 2. (A) Clorofila Total, (B) Carotenóides, (C) Flavonóides, (D) Antocianinas em folhas de plântulas de 

cajueiro cultivadas na ausência ou presença de NaCl 100 mM por 15 dias, simultaneamente  expostas a um baixo 

(Bx CO2 = 380 ppm) ou elevado (Al CO2 = 760 ppm) nível de CO2 durante os últimos sete dias. Valores 

seguidos de letras maiúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa ao nível de 5% sob 

salinidade. Valores seguidos de letras minúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa 

ao nível de 5% devido as condições de CO2.  
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Carboidratos solúveis totais, Sacarose e Amido 

 

 

 

Em relação as plantas controle, avaliando o teor de carboidratos solúveis totais, o alto 

CO2 induziu acúmulos superiores em 20%, enquanto que o tratamento salino isolado o 

reduziu em 25%, entretanto quando combinado a salinidade e o alto CO2 foi observado um 

acréscimo em 37%. Logo, o alto CO2 suprimiu o efeito isolado da salinidade que tendia a 

redução do teor total de carboidratos solúveis (Fig. 3A). A concentração de sacarose 

praticamente acompanhou o teor de carboidratos solúveis, exceto pelo CO2 elevado não 

interferir significativamente nos tratamentos em condições não salinizadas (Fig. 3B). Altos 

conteúdos de amido foram fortemente superiores em condições de CO2 elevado, com valores 

1,33 vezes superiores no alto CO2 isolado, decrescendo 60% pela salinidade, e aumentando 

1,66 vezes quando combinado salinidade e alto CO2 (Figura 3C). 
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Figura 3. Carboidratos Solúveis Totais, (B) Sacarose, (C) Amido em folhas de plântulas de cajueiro cultivadas 

na ausência ou presença de NaCl 100 mM por 15 dias, simultaneamente  expostas a um baixo (Bx CO2 = 380 

ppm) ou elevado (Al CO2= 760 ppm) nível de CO2 durante os últimos sete dias. Valores seguidos de letras 

maiúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa ao nível de 5% sob salinidade. 

Valores seguidos de letras minúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa ao nível de 

5% devido as condições de CO2. 
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Relações entre os efeitos oxidativos e o ciclo do glicolato 

 

 

O nível de TBARS foi interferido, em relação ao controle, pelo alto CO2 em 38%, pela 

salinidade em 28%, e pela combinação dos fatores em 35%, interessantemente, não diferiram 

significativamente entre estes três tratamentos (Fig. 4A). Entretanto, outro indicativo de danos 

oxidativos, o peróxido de hidrogênio (H2O2), comparado ao controle, aumentou devido a 

salinidade em 18% e, pelo alto CO2 apresentou um comportamento contrário ao TBARS, 

reduzindo 40% na ausência de sais, e  reduzindo 20% sob condições salinas e alto CO2 (Fig. 

4B).  

A relação Na
+
/K

+
 não sofreu alterações significativas pelas altas pressões de CO2, 

sendo a salinidade o único fator determinante ao seu acréscimo, com valores superiores em 

63% quando comparado ao controle em CO2 ambiente ou elevado (Fig. 4C). A próxima figura 

expõe o produto da atividade da oxidase do glicolato, o glioxilato, seus níveis foram alterados 

em alto CO2 com reduções médias de 25% no conteúdo de glioxilato independente das 

condições salinas (Fig. 4D).  

O tratamento em elevado CO2 resultou em intensa concentração proteica solúvel, que 

também foi diferencial pela salinidade em CO2 ambiente (Fig. 5A). A atividade da enzima 

dismutases de superóxido (SOD) não foi afetada por nenhum tratamento, no entanto, outra 

enzima antioxidativa, as peroxidases de ascorbato (APX) tiveram suas atividades reduzidas 

em 45 pelo alto CO2, incrementadas em 32% devido a salinidade e posteriormente reduzida 

em torno de 30,95% quando exposta ao  CO2 elevado e salinidade, comparada ao controle 

(Fig. 5 B e C).  

Além da atividade destas enzimas antioxidativas foram mensuradas duas enzimas 

partícipes ao ciclo do glicolato, ciclo este também gerador de espécies reativas de oxigênio. A 

primeira reação intrínseca a este ciclo é catalisada pela oxidase do glicolato (GO), que oxida o 

glicolato à glioxilato e, neste caso, a salinidade induziu, em relação ao controle, acréscimos de 

56% em sua atividade e, posteriormente ao combinar o CO2 elevado com a salinidade foi 

apresentada uma redução de 12%, comparado com controle (Fig. 5D). 
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Figura 4. (A) TBARS, (B) Peróxido de hidrogênio, (C) Glioxilato e (D) a relação Na+/K+ em folhas de plântulas 

de cajueiro cultivadas na ausência ou presença de NaCl 100 mM por 15 dias, simultaneamente  expostas a um 

baixo (Bx CO2 = 380 ppm) ou elevado (Al CO2 = 760 ppm) nível de CO2 durante os últimos sete dias. Valores 

seguidos de letras maiúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa ao nível de 5% sob 

salinidade. Valores seguidos de letras minúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa 

ao nível de 5% devido as condições de CO2.  
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Figura 5. (A) Conteúdo de proteínas solúveis, (B) Atividade das enzimas Peroxidase de Ascorbato, (C) 

Dismutase do superóxido, (D) Oxidase do Glicolato em folhas de plântulas de cajueiro cultivadas na ausência ou 

presença de NaCl 100 mM por 15 dias, simultaneamente  expostas a um baixo (Bx CO2 = 380 ppm) ou elevado 

(Al CO2 = 760 ppm) nível de CO2 durante os últimos sete dias. Valores seguidos de letras maiúsculas diferentes 

demonstram diferença estatisticamente significativa ao nível de 5% sob salinidade. Valores seguidos de letras 

minúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa ao nível de 5% devido as condições 

de CO2. 
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Componentes relacionados ao metabolismo do nitrogênio: 

 

Amônia, nitrogênio total, prolina, aminoácidos totais livres, atividade da sintetase da 

glutamina e sua isoforma 2 

 

Em relação ao controle, níveis de amônia foram acrescidos devido à salinidade em 45% 

e, em condições combinadas de alto CO2 e salinidade este acréscimo foi em torno de 30% 

(Fig. 6A), 10% menor se comparado ao efeito do sal isolado. Notavelmente, o teor de 

nitrogênio total não alterou significativamente em nenhum tratamento (Fig. 6B).   

Quando reportado a concentração de prolina a salinidade induziu fortemente a formação 

de prolina, sendo 80% superior ao controle, contrariamente, em condições salinas, o alto CO2 

favoreceu reduções em torno de 45,37% do seu teor apresentado em condições salinas em 

CO2 ambiente (Fig. 6D), evidenciando a atuação deste fator sobre alguns efeitos do estresse 

salino. A concentração de aminoácidos solúveis totais foi favorecida pela salinidade, e quando 

combinada ao alto CO2 apresentou uma concentração superior em 64% em relação controle. 

Isoladamente, o alto CO2 não interferiu no nível de aminoácidos solúveis totais (Fig. 6C). 

Independente do nível de CO2, em condições de salinidade a atividade da GS total foi 

reduzida em média 15%. Posteriormente, foi fortemente expressada pelo alto CO2, quando 

comparado ao controle, sendo superior em 48% na ausência de sais e 30% quando combinada 

a salinidade (Fig. 6E). Acompanhando a mesma tendência da atividade da GS total, ao se 

comparar as plantas controle, a atividade da GS-2 apresentou acréscimos de 45% em 

condições não salinas e apesar da atividade da GS-2 incrementar apenas 10%, em folhas 

expostas à combinação dos fatores, foi 50% superior quando comparada as plantas sob 

salinidade e CO2 ambiente (Fig. 6F). 
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Figura 6. (A) Amônia (NH3), (B) Nitrogênio total, (C) Prolina, (D) Aminoácidos livres totais (AA), (E) 

atividade da sintetase da glutamina (GS), (F) atividade da sintetase da glutamina isoforma 2 (GS-2) em folhas de 

plântulas de cajueiro cultivadas na ausência ou presença de NaCl 100 mM por 15 dias, simultaneamente  

expostas a um baixo (Bx CO2 = 380 ppm) ou elevado (Al CO2 = 760 ppm) nível de CO2 durante os últimos sete 

dias. Valores seguidos de letras maiúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa ao 

nível de 5% sob salinidade. Valores seguidos de letras minúsculas diferentes demonstram diferença 

estatisticamente significativa ao nível de 5% devido as condições de CO2. 
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Conteúdo de Na
+
 e K

+
 
 

 

Plantas expostas ao alto CO2, em relação ao controle reduziram o teor de potássio em 

40%, a salinidade induziu aumentos, significativos, pouco expressivos, apenas em 6%.  Em 

exposição ao alto CO2 associado à salinidade, esta redução foi em 20%. Avaliando o teor de 

sódio das folhas de cajueiro o CO2 elevado induziu reduções em 31%, a salinidade 

proporcionou acréscimos em 75%, enquanto a interação entre a salinidade e o alto CO2 

induziu decréscimos de 40%, quando comparado ao controle (Fig. 7B). 
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Figura 7. (A) Conteúdos de potássio (K+), (B) sódio (Na+) e conteúdo relativo de água (CRA) em folhas de plântulas de 

cajueiro cultivadas na ausência ou presença de NaCl 100 mM por 15 dias, simultaneamente  expostas a um baixo (Bx 

CO2 = 380 ppm) ou elevado (Al CO2 = 760 ppm) nível de CO2 durante os últimos sete dias. Valores seguidos de letras 

maiúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa ao nível de 5% sob salinidade. Valores 

seguidos de letras minúsculas diferentes demonstram diferença estatisticamente significativa ao nível de 5% devido as 

condições de CO2 
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4.4 DISCUSSÃO 

 

Um dos efeitos iniciais do aumento da concentração de CO2 no ambiente é uma 

elevação da fotossíntese em plantas de metabolismo C3 (SAGE e MCKOWN, 2006), o que 

pode ocorrer associado com o aumento de crescimento (DAEPP  et  al.,  2000; HIKOSAKA 

et al., 2005; PÉREZ-LÓPEZ et al., 2012). No entanto, esse aumento da fotossíntese nas 

plantas C3 em resposta ao aumento de CO2 ambiental, pode ser afetado pelos efeitos de 

fatores adversos como a deficiência mineral (POZO et al., 2007), estresse hídrico 

(ROBREDO et al., 2007) e salinidade (PÉREZ-LÓPEZ et al., 2012). O estresse salino pode 

afetar a fotossíntese por meio da restrição estomática (NETONDO et al., 2004) e efeitos 

metabólicos diretos (HASEGAWA et al., 200), causando inclusive danos oxidativos 

(DEMIRAL e TÜRKAN, 2004). Esses efeitos negativos do estresse salino podem ser 

atenuados, em parte, pela exposição das plantas ao elevado CO2 (PÉREZ-LOPÉZ et al., 2009; 

PÉREZ-LOPÉZ et al., 2012).      

Nesse estudo plântulas de cajueiro foram previamente crescidas sob condições de 

salinidade e em seguida expostas ao tratamento com elevado teor de CO2, visando avaliar a 

interação desses fatores (salinidade x CO2) em respostas fisiológicas envolvendo a eficiência 

fotossintética e a proteção oxidativa. A condutância estomática (gs) e a transpiração (E) das 

plântulas foram reduzidas em cerca de 50% em resposta ao tratamento salino, enquanto o alto 

CO2 não afetou essas variáveis tanto na ausência quanto na presença do sal (Fig. 1A e B). A 

restrição estomática imposta pela salinidade é atribuída aos efeitos osmótico/iônico (MUNNS 

e TESTER, 2008), enquanto as mudanças de abertura estomática em resposta ao elevado CO2 

podem representar processos de aclimatação ao CO2 (AINSWORTH e ROGERS, 2007; 

POZO et al., 2007). 

Durante a aclimatação ao CO2 elevado as plantas percebem e respondem ao aumento 

da concentração externa de CO2 por meio de aumentos da fotossíntese e de reduções da 

condutância estomática (AINSWORTH e ROGERS, 2007). No entanto, esse padrão de 

resposta pode variar amplamente em função da espécie vegetal (AINSWORTH e ROGERS, 

2007), bem como das condições ambientais de crescimento a que estão expostas (MORGAN 

et al. 2004; NOWAK et al. 2004; LEAKEY et al. 2006). Dessa forma, a não restrição 

estomática, em resposta ao alto CO2 observado nas plântulas de cajueiro, pode representar um 

caráter dependente da espécie conforme tem sido observado para outras espécies 

(ELLSWORTH, 1999).  
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A assimilação de carbono em plantas C3 geralmente é estimulada em resposta a curtos 

períodos de exposição ao aumento de CO2 ambiental (SIMMS, 2006). No entanto, a atividade 

fotossintética pode ser reduzida em resposta a períodos longos (dias ou semanas) de exposição 

ao elevado teor de CO2 (DRAKE, 1997). Essa redução da fotossíntese, induzida pelo tempo 

de exposição ao elevado CO2, tem sido atribuída a uma resposta de aclimatação que 

comumente ocorre associada ao expressivo aumento do conteúdo de carboidratos foliar 

(CHENG et al., 1998). A fotossíntese nas plântulas de cajueiro foi reduzida pelo alto CO2 e 

mais severamente ainda pela salinidade e pela combinação desses fatores, o que pode 

caracterizar um efeito aditivo sobre a restrição fotossintética (Fig. 1C).  

Os mecanismos bioquímicos e moleculares envolvidos com a aclimatação da 

fotossíntese ao alto CO2 ambiental ainda não são bem conhecidos (RAE et al., 2007). Alguns 

estudos demonstram o envolvimento de carboidratos específicos na repressão da expressão de 

genes que codificam enzimas fotossintéticas, incluindo genes de subunidades da Rubisco 

(KRAPP et al., 1993), o que pode levar a reduções expressivas do conteúdo da Rubisco foliar 

(KRAPP et al., 1991) e na fotossíntese (IZUMI et al., 2012). O estresse salino pode induzir 

reduções significativas no conteúdo de Rubisco em folhas de plantas de cajueiro 

(FERREIRA-SILVA et al., 2010). Essa redução pode explicar, pelo menos em parte, a 

drástica redução da assimilação de carbono em resposta a salinidade isolada e em combinação 

com alto CO2 aqui observada nas plântulas de cajueiro.       

 As superproduções de carboidratos não estruturais em plantas expostas ao elevado 

CO2 podem causar redução da fotossíntese por mecanismos de retroalimentação (ARAYA et 

al., 2006; CENTRITO, 1999), iniciando um processo de aclimatação. Entretanto, altas 

concentrações de carboidratos também podem ser observadas em plantas com menores taxas 

fotossintéticas como reflexos da reduzida capacidade de metabolização e, consequente 

limitação no uso de fotoassimilados (STITT, 1991). Assim, os elevados níveis de carboidratos 

solúveis observados nas plântulas de cajueiro, em resposta ao alto CO2 podem ser atribuídos à  

rápidos aumentos na atividade fotossintética, que no momento das avaliações já se 

encontravam reduzidas em resposta a aclimatação ou por uma limitada metabolização dos 

carboidratos, que proporcionou seu acúmulo mesmo com menores taxas de assimilação 

observadas em elevado CO2 (Fig.3A). Geissler et al. (2009), atribuíram que o aumento do teor 

e uma metabolização mais eficiente de carboidratos em resposta ao CO2 elevado pode 

fornecer uma fonte de energia adicional, com potencial para ser utilizada em mecanismos 

celulares de tolerância a salinidade. Durante seu experimento o conteúdo de amido acumulou 

nos controles, mas não nos tratamentos salinos em alto CO2. Contrastantemente, o expressivo 
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teor de amido acumulado em folhas de cajueiro em alto CO2, inclusive combinado a 

condições salinas (Fig. 3C), pode também ter desempenhado um papel na resistência à difusão 

do CO2 (EVANS et al., 2009). 

Em condições de estresse salino, a assimilação do carbono tem se comportado 

totalmente dependente da condutância estomática, sendo esperado reduzidos valores de Ci 

(ASHRAF, 2004). Entretanto, neste experimento, as altas pressões externas de CO2 foi o fator 

determinante às concentrações internas de CO2 e, independente da condutância estomática, 

proporcionou uma elevada pressão de Ci mesmo em combinação com a salinidade. Esta 

ampla disponibilidade de CO2 que chegou às células do mesófilo não foi fixada na fase 

carboxilativa, possivelmente por alguma limitação metabólica (SILVA et al., 2011). Em 

consistência, o aumento na relação A/Ci (Fig.1E), reforça a ideia que o alterado desempenho 

da Rubisco pode ser o principal fator às menores taxas fotossintéticas em condições de 

elevado CO2. 

 O aumento do conteúdo de proteínas solúveis em resposta ao CO2 elevado, aqui 

observado (Fig. 5A), pode estar mais relacionado à degradação proteica do que ao aumento do 

conteúdo de Rubisco, uma vez que peptídeos com massa molecular superior a 3,0 kDa são 

detectáveis no método proposto por Bradford (1976). Além disso, também foram observados 

aumentos do conteúdo de proteína em folhas de cajueiro sob condições salinas na presença de 

CO2 ambiente.  O estresse salino, em folhas de cajueiro, parece induzir o aumento de algumas 

proteínas específicas e a redução do conteúdo de determinadas proteínas, incluindo a Rubisco 

(FERREIRA-SILVA et a., 2010).  

Além de alterações da atividade de proteínas fotossintéticas, diversas mudanças na 

composição estrutural e na função do aparato fotossintético de plantas em resposta aos 

estresses abióticos são relatadas e demonstram envolvimento direto na eficiência da 

fotossíntese (BAKER, 2008). Estimativas no rendimento quântico, por meio de medidas de 

fluorescência da clorofila, tem se tornado uma ferramenta eficiente na análise de inibição ou 

danos do processo de transferência de elétrons do fotossistema II (PSII) (MASSACCI et al. 

2008).  O cultivo de plantas em altas concentrações de CO2 pode proporcionar um efeito 

protetor ao PSII, refletido em aumentos da relação Fv/Fm (ARANJUELO et al., 2005). Por 

outro lado, o estresse salino parece afetar a eficiência do PSII na captação de luz, conforme 

reduções da relação Fv/Fm encontradas em plantas sob salinidade (AZEVEDO-NETO et al., 

2011) Entretanto, nossos resultados mostram que os tratamentos de salinidade e alto CO, 

isolados ou combinados, não induziram diferenças significativas na eficiência máxima do 



67 

 

PSII (Tab. 1), sugerindo a ausência de danos e/ou alterações drásticas ao aparato 

fotossintético (BAKER e ROSENQVIST, 2004). 

Plantas crescidas em ambiente salino apresentam valores de clorofila reduzidos 

consequentes da destruição da estrutura do cloroplasto, cuja enzima clorofilase degrada a 

clorofila (JAMIL et al., 2007) e embora estudos em condições de altos níveis de CO2 também 

apresentem menores teores de clorofila devido a reduções do teor de nitrogênio (OOSTEN  et 

al, 1995), houve um incremento de 20% no teor de clorofila quando avaliado o efeito isolado 

do CO2 elevado e, mesmo em condições salinas não foram observados decréscimos no 

conteúdo de clorofila quando comparado ao controle (fig. 2A), podendo estar associado ao 

teor de nitrogênio total constante nos tratamentos. O teor de carotenóides também não foi 

afetado pelos tratamentos de salinidade e CO2, sugerindo a ausência de perturbações nos 

sistemas de coleta de luz. 

Decréscimos na fluorescência da clorofila podem refletir mecanismos de dissipações 

de energias fotoquímicas ou de perda de calor. O quenching fotoquímico (qP), ou coeficiente 

de extinção fotoquímica, representa a fração de energia dos fótons capturada pelos centros de 

reação do PSII abertos e dissipado via transporte de elétrons as reações fotoquímicas, 

refletindo o grau de oxidação da QA (BAKER, 2008).  Plântulas de cajueiro expostas ao alto 

CO2 e em condições combinadas da salinidade com CO2 elevado, apresentaram o qP  

ligeiramente reduzido e, uma vez que o qP é menor nas plantas pode-se esperar que a suas 

ΦPSII e ETR sejam menores (Tab. 1) (DIAS e BRÜGGEMANN, 2010). Portanto, o fluxo de 

elétrons nas reações fotoquímicas podem ter sido em parte, desviado às dissipações térmicas, 

via ciclo das xantofilas, um componente da dissipação não fotoquímica representada pelo 

NPQ (IVANOV et al., 2008). O CO2 elevado proporcionou para esta variável, um pequeno 

aumento em condições não salinas e foi 2,52 vezes superior durante a combinação dos fatores 

(Tab.1). ARANJUELO et al. (2008) observaram atenuação dos efeitos do estresse hídrico em 

altas pressões de CO2 por maiores níveis de NPQ associado a reduções na peroxidação de 

lipídeos e na defesa antioxidativa. Embora, o aumento do NPQ seja benéfico por dissipar a 

energia em excesso da luz de modo a evitar foto danos ao aparelho fotossintético (DIETZ et 

al., 1985), ele pode funcionar como um indicativo que precede danos fotooxidativos.  

Danos fotooxidativos podem ser formados por uma limitada capacidade na 

assimilação de CO2 e uma densidade de fluxo de fótons fotossinteticamente ativa excedendo 

seu requerimento (ARANJUELO et al., 2008). Consequentemente, a presença de 

carregadores de elétrons mais reduzidos podem gerar espécies reativas de oxigênio (EROs) 

(FISHER et al.,2012). Essa limitada capacidade fotossintética foi apresentada pelas plantas 
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crescidas em alto CO2, salinidade e na combinação destes dois fatores, induzindo-nos a 

sugerir que alterações oxidativas possam ter ocorrido em resposta a estes tratamentos. A 

geração de EROs pode ainda ser estimulada via fotorrespiração, fortemente induzida pela 

salinidade (CUSHMAN e BOHNERT, 1997). Para verificar esta hipótese foram avaliados 

parâmetros comumente utilizados na estimação de EROs como a peroxidação lipídica 

(TBARS) e o conteúdo de H2O2 (JALEEL et al., 2007). Além disso, por se tratar de um 

experimento em condições salinas também adotamos a relação Na
+
/K

+
 como um indicador de 

que possíveis alterações oxidativas possam ter ocorrido em resposta a toxidade do Na
+
. 

 Apesar de o cajueiro ser conhecido por apresentar alta proteção oxidativa sob 

condições salinas (FERREIRA-SILVA, 2008), em nossos experimentos ele apresentou níveis 

de peroxidação lipídica (TBARS) induzidos nos tratamentos com menores taxas 

fotossintéticas. Contrastantemente, o conteúdo de H2O2 reduziu em resposta ao alto CO2, 

aumentou pela salinidade, e reduziu novamente em condições combinadas dos fatores 

(Fig.4B). Mesmo em condições salinas, a relação Na
+
 /K

+ 
apresentou valores inferiores a 1 

(Fig. 4C), sugerindo uma  possível homeostase iônica (MAATHUS e AMTMANN, 1999). 

Entretanto, foi capaz de desencadear alterações oxidativas, evidenciando, que os mecanismos 

de homeostase e toxidade iônica ainda não são totalmente compreendidos (SILVEIRA et al., 

2009). 

A desintoxicação as EROs é mediada por um sistema integrado de antioxidantes 

enzimáticos e não enzimáticos (MUNNS e TESTER, 2008). As enzimas dismutase do 

superóxido (SOD) e a peroxidase do ascorbato (APX) estão envolvidas na limpeza das EROs 

para minimizar os danos oxidativos (FOYER e NOCTOR, 2005). Estas enzimas atuam 

respectivamente em cadeia, rapidamente eliminando o superóxido produzido e posteriormente 

auxiliam na remoção do excesso de peróxido celular (ASSADA, 1999). A atividade destas 

enzimas foi divergente (Fig. 5A e B). Enquanto a atividade da SOD não diferiu 

significativamente nos tratamentos de salinidade e alto CO2, isolados ou combinados, a 

atividade da APX apresentou tendência semelhante ao comportamento do H2O2. Em geral, o 

status antioxidante da planta é conhecido por ser uma resposta ao estresse oxidativo (POLLE, 

1996). Portanto, assim como observado em outras pesquisas, a redução nas atividades de 

enzimas antioxidantes poderia refletir uma redução do estresse oxidativo resultante do 

crescimento em ambientes com alto CO2 (PERÉZ- LOPEZ et al., 2009; SALAZAR-PARRA 

et al., 2010). 

O metabolismo antioxidativo não enzimático envolve a participação de compostos 

orgânicos como os fenólicos e nitrogenados (PANG e WANG, 2008) que atuam na proteção 
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de macromoléculas, e na manutenção do turgor (BRAY et al., 2000). Representando estas 

classes, foram avaliadas as relações entre o conteúdo de flavonóides, antocianinas, 

aminoácidos solúveis totais e prolina com as alterações oxidativas, aqui observadas.  Plantas 

crescidas em substrato salinizado apresentaram aumentos no teor destes metabólitos, 

sobretudo quando combinado ao alto CO2, exceto na concentração de prolina. As 

concentrações de prolina reduziram, quando comparada dentro dos tratamentos salinos, pelo 

alto CO2. O fato do CO2 elevado, em combinação com a salinidade, ter estimulado maiores 

acúmulos de aminoácidos, flavanóides e antocianinas, em relação ao tratamento salino 

isolado, pode ter sido uma resposta reforçada de proteção a tensões geradas pelo aumento da 

pressão de CO2 associado à salinidade. Tal possibilidade explicaria o aumento de TBARS em 

alto CO2. Além disso, ARANJUELO et al. (2008) atribui que o efeito fotoprotetor ocasionado 

pelo alto CO2, com maiores valores de NPQ, não envolve a participação do metabolismo 

antioxidativo, podendo sua expressão ser um indicativo de alterações oxidativas.  

Singularmente, o conteúdo de antocianinas sofreu acréscimo pelo alto CO2, 

independente dos tratamentos salinos. A biossíntese de antocianinas é bem relacionada a altos 

níveis de açúcares, principalmente sacarose (TALLIS et al., 2009). Existe evidências entre 

uma ligação direta entre o CO2 elevado, aumento da relação C:N nas folhas e aumento da 

atividade da fenilalanina amônia liase (PAL), enzima chave que catalisa o primeiro passo na 

biossintese de fenilpropanóides, com concomitante aumento de metabólitos secundários 

(MATROS et al., 2006).  

Folhas de mudas de cajueiro crescidas em CO2  elevado não apresentaram alterações 

significativas no conteúdo de prolina em relação ao controle. Entretanto, a salinidade induziu 

fortemente seu acúmulo e, quando combinado ao alto CO2 apresentou acúmulos bem mais 

brandos. Ainda que não esteja evidente se a acumulação de prolina é um traço adaptativo útil 

ou simplesmente uma resposta induzida por uma lesão fisiológica (SILVEIRA et al., 2003), 

plantas de cajueiro incrementam o acúmulo de prolina conforme aumenta o nível de 

salinidade (FERREIRA-SILVA et al., 2010). O reduzido conteúdo de prolina, na combinação 

dos fatores, pode ter sido tanto uma consequência na redução de sua biossíntese, quanto pela 

sua degradação.  

Ambos os processos, de síntese e degradação de prolina, são tidos como benéficos a 

plantas estressadas. Sua presença auxilia na manutenção do ajuste osmótico e na proteção 

contra danos oxidativos (OKUMA et al. 2004; PARK et al. 2006; MOLINARIET et al. 

2007), enquanto que sua degradação pode fornecer equivalentes redutores necessários para o 

suporte de transporte de elétrons mitocondrial e a geração de ATP para a recuperação e 
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reparação dos danos induzidos pelo estresse (SZABADOS e SAVOURE, 2010). Entretanto, 

mudanças no metabolismo da prolina, por biossíntese ou degradação, podem ser indicativos 

da presença de condições estressantes, estando seu acúmulo e/ ou degradação uma resposta a 

atenuar estes danos. Notavelmente, em condições não salinas, o acúmulo de prolina em CO2 

elevado foi similar ao controle, não sendo então, necessária sua biossíntese para atenuar 

prováveis danos ocasionados pelo alto CO2.  

Diante destas informações, presumisse dizer, que apesar de poucas variáveis avaliadas 

quanto ao metabolismo oxidativo, inicialmente a salinidade induziu uma peroxidação lipídica, 

a qual o CO2 elevado não foi capaz de atenuar. E aparentemente o alto CO2 a estimulou, por 

motivo ainda desconhecido e, associado a outras variáveis mencionadas, o cultivo de mudas 

de cajueiro em CO2 elevado tem, até este ponto, se revelado como um fator negativo a 

fotossíntese e proteção oxidativa. No entanto, o comportamento destas plantas, nestas 

condições, apresentou uma tendência conflitante, sobretudo quando foi capaz de reduzir, 

consistentemente, o conteúdo de H2O2 em 32%, quando comparado em comum aos 

tratamentos sob estresse salino.  

Tal redução pode ser atribuída a menores condições fotorrespiratórias, visto que a 

atividade da enzima glicolato oxidase, primeira enzima comprometida com o ciclo do 

glicolato, aumentou pelo tratamento salino e posteriormente reduziu sua atividade em 

condições salinas com alto CO2 (Fig. 5 D). Ainda embasando esta proposição, o teor de 

glioxilato, produto da reação catalisada pela GO, teve reduções, comparado ao controle, em 

torno de 23% nos tratamentos em CO2 elevado (Fig. 4D). O principal sítio de formação de 

H2O2 está localizado nos peroxissomos, podendo este ser liberado na reação catalisada pela 

GO (FOYER et al., 2009). Portanto menor atividade de GO pode ter proporcionado menor 

conteúdo de glioxilato e H2O2. 

 O conteúdo de NH3 também reduziu no cultivo em alto CO2, independente dos 

tratamentos salinos (Fig. 6A). Por se estimar que a produção de amônia por fotorrespiração 

seja de uma ordem de magnitude maior que a assimilação primária, resultante da redução de 

nitrato (CHAVES et al., 1978)  também pode ser correlacionada a atividade do ciclo do 

glicolato. Por sua vez, a amônia, liberada na reação catalisada pela glicina descarboxilase 

(GDC), é reincorporada a glutamina no cloroplasto, pela atividade da sintetase da glutamina 

plastídica (GS-2) (LEEGOOD et al., 1995). 

 Nestes experimentos, em CO2 elevado, foram observadas atividades de GS-2 

fortemente expressadas, quando comparadas aos seus análogos pelo fator salino. 

Similarmente, o fator salino também reduziu a atividade desta enzima mostrando uma 
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interação positiva com as concentrações ambientes de CO2 (Fig. 6F). Teoricamente, eram 

esperados menores atividade de GS-2, devido a redução da fotorrespiração pelo alto CO2 

combinado com menores níveis de amônia. Entretanto, esta resposta não foi obsevada neste 

estudo e, possivelmente pela alta atividade da GS-2, os níveis de amônia podem ter decaído 

por estarem sendo assimilados à glutamina (Fig. 6A). Contudo, ainda resta uma objeção: O 

cultivo em CO2 elevado não teria sido uma ferramenta eficiente quanto à redução da atividade 

fotorrespiratória? Visto que, estes valores elevados de GS-2 podem ser indicativos que a 

fotorrespiração esteve presente? 

 Tal observação contradiz a premissa de que cultivos de plantas C3 em CO2 elevado 

tendem a reduzir a atividade fotorrespiratória, devido a maior disponibilidade de CO2 ao sítio 

ativo da Rubisco e redução da sua atividade oxigenase (AINSWORTH e ROGERS, 2007). 

Em resposta ao efeito isolado da salinidade em CO2 ambiente a atividade da GS-2 foi reduzida 

pela metade (Fig. 6F) e considerando que o estresse salino estimula a fotorrespiração 

(GEISSLER, 2009), e não a reduz, a atividade da GS-2 não pode ser utilizada como uma 

variável de avaliação da atividade fotorrespiratória. 

Além disso, outra abordagem quanto ao papel desempenhado pela GS-2 em plantas 

crescidas em CO2 elevado tem despontado. Indiferentes alterações nos níveis de transcritos de 

GS-2 foram observadas em Arabidopsis thaliana e tabaco crescidas com atmosfera com 3000 

µl l
-1

 de CO2, cuja fotorrespiração encontrava-se suprimida (BECKMANN et al., 1997; 

MIGGE et al.,1997). Assim como, também foram observadas maiores atividades da GS-2 em 

girassol exposto à crescente atmosfera de CO2 (LARIOS et al., 2004). Ressaltando a estreita 

relação entre o metabolismo do carbono e do nitrogênio, estes autores sugeriram que o 

aumento da atividade desta enzima em alto CO2 é positivamente modulada pela assimilação 

de CO2, através da formação de açúcares, e não por elevada fotorrespiração. 

Larios et al. (2004) baseados em Koch (1996) explicam que genes fotossintéticos são 

tipicamente regulados por depleção de açúcares, enquanto que a abundância de açúcares 

aumenta a expressão de genes para o armazenamento e utilização de carbono. Assim, a 

assimilação de nitrato, que inclui a redução de nitrato e posterior assimilação de amônio, 

requer esqueletos de carbono derivados de açúcares para síntese de aminoácidos. Apesar de 

algumas pesquisas relatarem que o CO2 elevado inibe a assimilação do nitrato (BLOMM, 

2010), o maior acúmulo no teor de carboidratos pode ter estimulado a utilização de nitrato 

através do reforço da expressão e atividade da NR e nitrito redutase e também da GS-2 (Fig. 

6F). Posteriormente, em plantas aclimatadas, poderia ser alcançado um estágio onde o maior 
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acúmulo no teor de carboidratos fosse maior que a capacidade das plantas em adquirir 

nitrogênio, resultando numa alta relação C:N (BLOMM, 2010).  

Em resposta a salinidade, plantas de arroz transformadas que superexpressão GS-2 

apresentaram, em relação ao tipo selvagem, maior tolerância a 150 mM de NaCl e, tal 

tolerância ainda foi constante quando a fotorrespiração foi inibida na presença da hidrozida do 

ácido iso-nicotínico (HOSHIDA et al., 2000). Baseado nisto, e relacionando a algumas 

respostas já discutidas, a atividade da GS-2 pode atuar na atenuação do estresse salino nas 

plantas. Devido ao consumo do excedente da amônia fotorrespiratória produzida na primeira 

fase experimental (antes dos tratamentos em elevado CO2), ou por aumentar a eficiência da 

planta ao nitrogênio, estimuladas pelo alto CO2.  

Portanto, o CO2 elevado interferiu fortemente no metabolismo do nitrogênio. Embora, 

neste estudo, a concentração total de nitrogênio não tenha sido alterada de forma significativa 

nos tratamentos de salinidade e CO2 (Fig.6B), de alguma forma, a dinâmica entre o fluxo 

metabólico e atividades enzimáticas, conferidas perante as condições de cultivo foram 

determinante as respostas encontradas. Por exemplo, embora o teor atual do nitrogênio total 

não foi alterado, alterações em componentes do seu metabolismo, como a atividade da GS-2, 

neste ponto, tenderam a conferir melhora ao estresse salino pelo CO2 elevado. Tornando-se 

mais uma evidência da complexa resposta as altas pressões desse gás, ora negativa, ora 

positiva. 

Postula-se que a diminuição da fotorrespiração em concentrações elevadas de CO2 está 

a causar uma diminuição na disponibilidade de Pi e na síntese de ATP, alterando assim o 

particionamento do carbono (MORIN et al., 1992). Além disso, menores taxas 

fotorespiratórias também podem ter contribuído com as alterações fotooxidativas, dado a 

redução em seu papel fotoprotetor (FOYER et al., 2009). Talvez, o ponto chave as respostas 

às altas pressões de CO2 tenham sido distúrbios a atividade da Rubisco, tanto carboxilativa 

quando oxigenase. Considerando que todas estas respostas estão entrelaçadas, qualquer 

alteração individual, ou em conjunto, desencadeou intensas alterações fisiológicas no cultivo 

em CO2 elevado, originando tensões aditivas a salinidade, e consequentes de um estágio 

inicial de aclimatação.  
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Síntese e considerações finais 

 

A redução da fotossíntese em altas pressões de CO2, possivelmente, não está 

relacionada a perturbações nos sistemas de coleta de luz devido aos elevados, e indiferentes, 

conteúdos de clorofila total e carotenóides, associados a valores constantes de Fv/Fm e PI 

PSII, típico de folhas não estressadas. Por outro lado, pode estar correlacionada a alterações 

na atividade oxigenase/carboxilase da Rubisco, uma vez, que altos valores de Ci foram 

encontrados em elevado CO2, traduzindo danos à fase carboxilativa.   

Altas concentrações de carboidratos, sacarose e amido possivelmente traduziram em 

elevadas relações C:N, já que o teor de nitrogênio nos tratamentos não se diferenciou, sendo 

um importante fator na modulação da atividade da Rubisco. 

Consequente, folhas de mudas de cajueiro com menores taxas fotossintéticas, com 

altos Ci, apesar de apresentarem alguns indicativos de redução na fotorespiração, sofreram 

intensas alterações oxidativas, traduzidas em aumentos de TBARS, NPQ, flavonóides, 

antocianinas, inclusive nas plantas em condições não salinas, indicando que o elevado CO2 

induziu danos aditivos a salinidade, e em contraste, apresentaram menores teores de H2O2, 

acumulo diferencial de prolina, e forte dinâmica no fluxo do metabolismo do nitrogênio, por 

maiores níveis de aminoácidos e atividades da GS total e sua isoforma 2. 

Estes resultados demonstram que esta interação se mostrou complexa refletindo num 

inicio do processo de aclimatação, que associado ao cajueiro ser um modelo nativo e 

contrastante, mais estudos são necessários, principalmente, avaliando seu comportamento ao 

longo do tempo, em um período mais extenso. 
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4.5 CONCLUSÃO 

 

 

A interação entre os tratamentos de alta pressão de CO2 e salinidade se mostrou 

complexa, refletindo num inicio do processo de aclimatação, pela menor fotossíntese e 

alteração no metabolismo oxidativo. 
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