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Resumo 
 

O excesso de sais no solo afeta o metabolismo geral da planta, causando alterações 

fisiológicas e morfológicas. Visando avaliar os efeitos do sal no crescimento e metabolismo 

sob estresse salino, foram comparadas as respostas de Vigna luteola (halófita) e Vigna 

unguiculata (sensível). As plantas foram cultivadas na presença de NaCl nas concentrações de:  

100mM, 250mM e 500mM.  

V. unguiculata apresentou reduções significativas de massas fresca e seca, área foliar e 

número de folhas sob salinidade. Estes parâmetros não foram afetados em V. luteola. 

Há dados na literatura que mostram que plantas adaptadas à salinidade apresentam a 

razão raiz/parte aérea maior que plantas sensíveis. Contudo, este aumento foi evidenciado na 

espécie mais sensível ao sal, sob salinidade, mantendo-se constante em V. luteola. 

O aumento de suculência, que é considerado uma adaptação ao estresse salino, não foi 

verificado em nenhuma das espécies estudadas. 

A resistência ao estresse salino tem sido relacionada com a atividade de enzimas 

antioxidantes, que removem espécies ativas de oxigênio. O aumento da atividade de 

peroxidases totais foi observado apenas em V. luteola, associado ao estresse salino. 

Sob estresse salino, ocorreu o aumento da atividade de siringaldazina oxidase somente 

em V. unguiculata. Não foi observada relação entre crescimento de raízes e atividade desta 

enzima, pois nesta espécie a salinidade provocou maior crescimento da raiz. 

A atividade de peroxidases totais em Vigna luteola está localizada na epiderme, córtex 

e cilindro central e, em V. unguiculata na epiderme e cilindro central. Sob estresse salino, a 

atividade foi mais intensa nas duas espécies. Em V. luteola foi observada em toda raiz, em V. 

unguiculata, além da epiderme e do cilindro central, foi possível observa-la em porções do  
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córtex. 

 A respeito da localização da enzima siringaldazina oxidase, em V. unguiculata 

restringiu-se à epiderme, expandindo - se para o córtex e cilindro central sob estresse salino. Já 

em V. luteola estava presente em todas as regiões da raiz, intensificando - se com a aplicação 

de NaCl no meio de cultivo. 

A alteração da permeabilidade das membranas é um dos resultados da salinidade, que 

está relacionado ao aumento do teor de espécies ativas de oxigênio. Foi observado aumento de 

liberação de eletrólitos em ambas as espécies de Vigna. Entretanto, em V. unguiculata, o 

acréscimo neste parâmetro foi altamente significativo na presença de NaCl e com resultados 

sempre maiores aos mesmos tratamentos de V. luteola. 

A manutenção da razão Na+/K+ nas células é um fator relevante para a tolerância à 

salinidade. O acúmulo de Na+ foi observado em raízes e folhas das duas espécies de Vigna. 

Em raízes, obteve-se valores maiores em V. luteola, em decorrência a alta concentração de 

Na+ neste órgão. Em folhas, a maior razão Na+/K+ foi obtida em V. unguiculata. 

As análises de parâmetros bioquímicos sob estresse salino, indicaram que não houve 

variação no teor de proteínas (folhas), sacarose (folhas) e açúcares solúveis totais (raiz e 

folhas) em Vigna luteola. 

Sob salinidade, o teor de proteínas foi reduzido em folhas de V. unguiculata. Já as 

concentrações de açúcares solúveis totais (raízes e folhas), sacarose (folhas) e malondialdeído 

(raiz) ficaram inalterados.  
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Mediante salinidade, não ocorreram alterações significativas nos parâmetros 

bioquímicos em V. luteola, o que permitiu seu crescimento e desenvolvimento normal.  

As mudanças de indicadores bioquímicos e ausência de resposta antioxidante em V. 

unguiculata sob salinidade, podem estar relacionadas com o comprometimento do seu 

crescimento sob estresse salino. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

viii 



Summary 
The excess of salt in the soil affects all the general metabolism of the plant causing 

physiologic and morphologic alterations. With the objective of evaluating the effects of salt in 

the growth and metabolism under saline stress, this study compares the responses of two 

Vigna species, with distinct sensitivity to salt, cultivated with the presence of NaCl in the 

following concentrations: 100mM, 250mM e 500mM.  

V. unguiculata presented significant reductions in fresh and dry mass, leaf area and 

number of leaves when subjected to salinity. However, these parameters were not affected in 

V. luteola. 

There is data in the literature which shows that plants that have adapted to salinity 

present the root/shoot ratio higher than sensitive plants. On the other hand, this increase was 

evidenced in the species which is most sensitive to salt, under salinity, keeping itself constant 

in V. luteola. 

The increase in juiciness, which is considered an adaptation to saline stress, was not 

present in either of the species studied.  

The resistance to saline stress has been associated to the activity of antioxidant 

enzymes, which remove reactive oxygen species. The increase in activity of total peroxidases 

was observed only in V. luteola. 

Under saline stress, only V. unguiculata presented an increase in siringaldazine oxidase 

activity. There was no evidence of relation between the growth of roots and the presence of 

this enzyme, since this species presented larger root growth due to salinity. 

The histochemical location of total peroxidases activity indicated that the distribution 

of the activity of these enzymes is similar in both species of Vigna (epidermis, cortex and  
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central cylinder), however, there is stronger activity in V. luteola, especially under stress. 

In relation to the location of the seringaldazine oxidase enzyme, in V. unguiculatat was 

restricted to the epidermis, expanding to the cortex and central cylinder under saline stress. In 

V. luteola it was present in all parts of the root, intensifying when NaCl was applied during 

cultivation. 

The change in the membrane permeability is one of the results of salinity which is 

connected to the increase of reactive oxygen species concentration. An increase in eletrolites 

release was noticed in both Vigna species. Meanwhile, in V. unguiculata, the rise in this 

parameter was highly significative in the presence of NaCl and with results constantly higher 

than the results of the same treatments in V. luteola. 

The maintenance of the Na+/K+ ratio in the cells is a relevant factor to the tolerance of 

salinity. Na+ accumulation was observed in both Vigna species’ roots and leaves. In roots, 

higher values were obtained in V. luteola, due to the higher Na+ concentration in this organ. In 

leaves, the highest Na+/K+ ratio change was obtained in V. unguiculata. 

The analysis of biochemical parameters under saline stress, show that there was no 

change in protein content (leaves), sucrose (leaves) and total soluble sugars (root and leaves) 

in Vigna luteola. 

Protein content was reduced in V. unguiculata leaves, while concentrations of total 

soluble sugars (root and leaves), sucrose (leaves) e malondialdeid (root) remained the same.  

Under salinity, there were no significant changes in the biochemical parameters of V. 

luteola, which allowed for its normal growth and development.  
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The changes in biochemical indicators and lack of antioxidant response in V. 

unguiculata under salinity may be connected to its growth and development compromise 

under saline stress. 
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1. Introdução 

Os fatores ambientais que limitam a produtividade agrícola ou geram a perda de 

biomassa vegetal são denominados estresses ou distúrbios ambientais (Gaspar et al., 2002; 

Ashraf & Harris, 2004). Segundo Levitt (1980), estresse é um fator externo desfavorável à 

sobrevivência de um organismo. Sob a perspectiva da fisiologia, o estresse é uma condição 

causada por um ou mais fatores, que tendem a alterar o equilíbrio de um organismo. Os 

agentes indutores de estresse ou estressores podem ser de origem biótica como: herbivoria, 

doenças (bactérias, fungos e vírus), ou de origem abiótica: fatores físicos (seca, temperatura, 

radiação, alagamento, vento) e químicos (poluição do ar, metais pesados, pesticidas, toxinas, 

pH do solo, salinidade) (Nilsen & Orcutt, 1996). Contudo, Souza e Cardoso (2001) 

propuseram um novo critério para definir o conceito estresse, levando em consideração a 

sensibilidade do organismo ao agente estressor. Segundo estes autores, a definição de estresse 

mais adequada é: “uma resposta integrada da organização hierárquica, estrutural e funcional, 

da planta a qualquer distúrbio ambiental, de modo que sua estabilidade seja significativamente 

alterada, comprometendo sua reprodução e /ou encurtando seu ciclo natural de vida”.  

No solo, o excesso de sais solúveis altera desfavoravelmente a produtividade das 

plantas (Allison et al., 1985).  A concentração elevada de sais pode ser causada por inúmeros 

fatores, como práticas inadequadas de irrigação, que conduzem freqüentemente ao acúmulo de 

altas concentrações de carbonatos de cálcio e magnésio (Flowers & Yeo, 1995; Tester & 

Davenport, 2003), inundação do solo pela água do mar em regiões costeiras (Haddad & 

Mazzafera, 1999), depósito de altas concentrações de NaCl em regiões com recente história 

geológica marinha (Tester & Davenport, 2003) e intemperismo químico (Oliveira, 2001).  
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O termo salino aplica-se a solos cuja condutância elétrica é maior que 4mmhos/cm2 a 

25°C (Allison et al., 1985). Os sais ocorrem como cristais no solo, na solução do solo ou do 

lençol freático (Buring, 1970 citado por Oliveira, 2001). 

Cerca de 45 dos 230 milhões de hectares da área irrigada do globo terrestre 

apresentam-se afetados pela salinização, principalmente nas regiões áridas e semi-áridas, onde 

25% das áreas já se encontram salinizadas (FAO, 2000). 

No Brasil, os solos salinos ocorrem em relevos planos de várzeas e esporadicamente 

em terraços, principalmente nas regiões semi-áridas nordestinas, pantanal matogrossense e 

áreas litorâneas relacionadas com a vegetação de mangue (Oliveira, 2001). 

As plantas são classificadas de acordo com a habilidade de crescer em ambientes 

salinos como halófitas ou glicófitas. Halófita significa literalmente plantas de sal (Levitt, 

1980). Segundo Flowers et al. (1977), as halófitas são plantas que sobrevivem e completam 

seu ciclo de vida sob alta salinidade (concentração mínima de 300mM de NaCl). Em adição, 

Hasegawa et al. (2000) definem as halófitas como plantas que necessitam de altas 

concentrações de eletrólitos (tipicamente Na+ e Cl-) ou níveis salinos acima daqueles 

encontrados em solos não salinos, variando entre 20 a 500mM de NaCl, para um ótimo 

crescimento.   

Glicófitas são plantas que não crescem na presença de altas concentrações de sal. Solos 

com cerca de 0,3% a 0,5% de sais inibem o crescimento das espécies deste grupo (Levitt, 

1980). A maioria das plantas cultivadas encontra-se neste grupo (Greenway & Munns, 1980).  

Segundo Subbarao et al. (2003), o íon sódio (Na+) é considerado um elemento 

funcional (a ausência do nutriente pode interromper funções do metabolismo inibindo o 

crescimento vegetal) e vital para plantas com metabolismo C4. O Na+ desempenha importante 

papel na assimilação de carbono, através de sua atuação na regeneração do fosfoenolpiruvato 
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(PEP) e absorção de nitrato (Ohta et al., 1989; Subbarao et al., 2003). Além destas atribuições, 

este íon pode desempenhar algumas funções conferidas ao íon potássio, como manutenção do 

turgor celular (Flowers & Läuchli, 1983) e controle da abertura estomática (Subbarao et al., 

2003).   

O íon cloro (Cl-) é um micronutriente para plantas. É o principal ânion com atividade 

osmótica no vacúolo, estando envolvido com a manutenção do turgor e osmorregulação. 

Também está vinculado ao fluxo iônico de membranas estabilizando seu potencial, regulando 

o gradiente de pH e excitabilidade elétrica (White & Broadley, 2001). 

O movimento do sal dentro das plantas, a partir das raízes para a parte aérea está 

associado à transpiração (Yeo, 1998).  

O íon Na+ geralmente move-se passivamente para dentro das células (Tester & 

Davenport, 2003). Com o influxo de Na+, o potencial de membrana dissipa-se, facilitando a 

entrada de Cl-, reduzindo o gradiente químico (Hasegawa et al., 2000). O Na+ também pode 

entrar nas células por intermédio de carregadores de baixa afinidade e alta afinidade, comuns 

ao K+ (Hasegawa et al., 2000; Apse & Blumwald, 2002). 

A tolerância ao sal usualmente é associada à habilidade da planta em restringir a 

absorção e/ou transporte de íons da raiz para parte aérea (Hajibagheri et al., 1987, O’Leary, 

1995; Wei et al., 2003).  

A planta pode utilizar os seguintes mecanismos para minimizar os danos causados pela 

salinidade: (1) minimizar a entrada inicial de Na+ nas células e maximizar o seu efluxo; (2) 

minimizar a condução deste íon para parte aérea; (3) elevar ao máximo a recirculação de Na+ 

via floema; (4) compartimentar o Na+ ou direcioná-lo para partes velhas da planta (como 

folhas) e, (5) secretar os sais em alta concentração (Tester & Davenport, 2003). Grandes 

quantidades de Na+ podem ser acumuladas em vacúolos pela ação de carregadores antiportes 
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Na+/H+ no tonoplasto (Ashraf, 2002), os quais, sob estresse salino têm sua atividade 

rapidamente aumentada em plantas resistentes (Andreev, 2001). 

A membrana plasmática das células das raízes é o principal sítio de interação com 

ambiente salino (Borochov-Neori & Borochov, 1991). Kurban et al. (1998), sugeriram que a 

tolerância ao estresse salino pode estar relacionada à menor permeabilidade da membrana 

celular. De acordo com Suhayda et al. (1992), em espécies mais resistentes ao sal, o íon Na+ 

fica concentrado nas raízes. Mudanças na membrana plasmática quanto à sua composição e/ou 

estrutura podem afetar sua permeabilidade e/ou fluidez, afetando atividade de transportadores, 

que devem refletir no crescimento da planta (Racagni et al., 2003/4).  

As alterações na membrana podem ocorrer devido ao contato com o íon Na+ que causa 

despolarização na membrana, as quais podem conduzir à interrupção dos mecanismos de 

absorção iônica e seletividade (Greenway & Munns, 1980; Cramer et al., 1985). De acordo 

com Mansour et al. (1993) e Mansour (1995), o componente osmótico do estresse salino, ou 

seja, a menor disponibilidade de água para a planta, não confere danos à membrana 

plasmática. Os efeitos deletérios da salinidade referem-se essencialmente à ação dos efeitos 

tóxicos dos íons.   

Segundo Shinitzky & Henkart (1978), a fluidez de membranas é regulada por sua 

composição química, principalmente por sua razão lipídios/proteínas. A permeabilidade 

depende das alterações da composição e estrutura da membrana (Mansour & Salama, 2004). 

Alguns autores observaram que sob estresse salino ocorreram alterações na composição 

lipídica de membrana celular em soja (Zenoff et al., 1994) e Vigna unguiculata 

(Vazquezduhalt et al., 1991). Recentemente, Mansour & Salama (2004), afirmaram que a 

mudança de permeabilidade da membrana plasmática é decorrência da alteração lipídica, 
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como por exemplo, o aumento de esteróis e do grau de saturação dos ácidos graxos da 

membrana.  

 Contudo, Borochov-Neori & Borochov (1991) utilizando plantas de melão, cultivadas 

em hidroponia, relataram o aumento do conteúdo protéico na membrana, reduzindo a razão 

lipídios/proteínas com a crescente concentração salina no meio de cultivo (0-125mM de 

NaCl). Estes autores inferiram que a inclusão protéica na membrana gerou uma bicamada mais 

rígida, reduzindo assim a sua fluidez.  

 Sob estresse, as modificações das membranas podem ser evidenciadas através da 

liberação de solutos. Borochov-Neori & Borochov (1991) observaram, em raízes de plântulas 

de melão, que a liberação de eletrólitos sob tratamento salino foi mais rápida e com maior em 

magnitude em comparação ao controle, indicando alteração nas propriedades das membranas. 

Uma das causas do aumento da liberação de eletrólitos é a peroxidação de membranas, 

causada por espécies ativas de oxigênio (Alonso et al., 1997; Queiroz et al., 2002). 

As espécies reativas de oxigênio, como superóxido (O2
•
-
), peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e radical hidroxila (•OH), são produzidas constantemente como subprodutos de várias 

vias metabólicas localizadas em diferentes compartimentos celulares (Foyer & Harbison, 1994 

citado por Apel & Hirt, 2004; den Camp et al., 2003). Estas moléculas também são produzidas 

por reações catalisadas por várias oxidases e peroxidases em respostas a fatores ambientais 

adversos (Apel & Hirt, 2004), dentre os quais o estresse salino (Parida et al., 2004; Tsai et al., 

2004). 

A mitocôndria e os cloroplastos são os principais geradores intracelulares de espécies 

ativas de oxigênio (Meloni et al., 2003). O equilíbrio entre a produção e a remoção destas 

moléculas, pode ser perturbado por fatores ambientais adversos (den Camp et al., 2003). 

Como resultado deste distúrbio, o nível intracelular de espécies ativas de oxigênio pode 
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aumentar rapidamente (Smirnoff, 1993; Lawlor, 1995 citado por Queiroz et al., 2002; 

Elstener, 1991 citado por den Camp et al., 2003; Lee et al., 2004).                                                                  

 As espécies ativas de oxigênio causam danos a proteínas, ácidos nucléicos, 

carboidratos e lipídios (Monk et al., 1989). A decomposição dos lipídios polinsaturados de 

biomembranas, causada pela exposição a condições ambientais adversas, é mediada pela ação 

peroxidativa, que gera uma gama de subprodutos carbonil, sendo um deles o malondialdeído, 

que tem o acúmulo elevado sob estresse salino (Kennedy & Filippis, 1999) e pode ser um bom 

indicador de formação de radicais livres no tecido avaliado (Parida et al., 2004). As espécies 

ativas de oxigênio também podem influenciar na expressão gênica e ser sinalizadoras na via de 

transdução de sinais (den Camp et al., 2003). 

Mecanismos de defesa antioxidante podem ser uma estratégia para aumentar a 

tolerância ao estresse salino (Hernández et al., 2001). As plantas dispõem de processos 

enzimáticos e não enzimáticos para remover as espécies ativas de oxigênio (Vaidyanathan et 

al., 2003).  

As metaloenzimas superóxido dismutase (EC 1.15.1.1) convertem O2 a H2O2. 

Catalases (EC 1.11.1.6) e peroxidases são as principais enzimas de detoxificação de H2O2 em 

plantas. Aparentemente as catalases estão ausentes nos cloroplastos, dessa forma a 

detoxificação da H2O2 nesta organela é realizada pelo ciclo ascorbato-glutationa (Asada, 1992) 

numa reação catalisada pela enzima ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11) (Chen & Asada, 

1989). 

O aumento da atividade de peroxidases sob estresse salino foi observado em diversos 

trabalhos (Peyrano et al., 1997; Lin & Kao, 2001; Mittova et al., 2002; Meloni et al., 2003; 

Parida et al., 2004) e associado com a tolerância sob alta salinidade, por constituir uma forma 
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de proteção contra os danos oxidativos, podendo ser utilizado como marcador de estresse 

salino (Parida et al., 2004).  

Sabe-se há mais de um século que a salinidade inibe o crescimento vegetal, reduz a 

produção e acelera a senescência de muitas plantas (Flowers et al., 1977; Helmy et al., 1994; 

Lutts et al., 1996; Munns et al., 1995; O’Leary & Prisco, 1970; Prisco, 1980; Sharma, 1996).  

As concentrações de sais que restringem o crescimento das plantas variam amplamente 

e estão relacionadas com: (1) espécie, variedade ou órgão investigados; (2) estágio de 

desenvolvimento vegetal; (3) grau de estresse imposto (suave, médio ou severo); (4) tipo de 

sal; (5) tempo de exposição ao agente estressor e (6) concentração de potássio e cálcio no meio 

em que está a raiz (Shannon, 1992; Neumann, 1997).  

Mesmo espécies consideradas tolerantes ao sal, apresentam redução do crescimento em 

presença de salinidade, embora em igual concentração de sal, plantas tolerantes sejam capazes 

de manter taxas maiores de crescimento em relação às sensíveis (Neumann, 1997). 

Munns e Termaat (1986), avaliaram o crescimento de cevada, trigo, duas variedade de 

algodão e tremoço sob estresse salino e sugeriram que a inibição do crescimento está 

relacionada com a taxa de expansão foliar. Em curtos períodos de exposição ao estresse salino 

(horas ou dias), a inibição do crescimento é mediada por respostas da raiz à queda do potencial 

hídrico do solo. Segundo estes autores, esta reação seria comunicada à parte aérea através de 

reguladores de crescimento, provocando o declínio da expansão foliar. Em longos períodos 

(semanas ou meses), a expansão foliar dependeria da habilidade da planta em evitar a 

concentração excessiva de íons nos tecidos, e produzir novas folhas numa taxa maior que a 

perda das folhas velhas. 
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A queda do potencial hídrico externo está associada ao aumento da pressão osmótica 

da solução do solo (Szabolcs, 1994) e ao gradiente de concentração de Na+ no apoplasto foliar 

desde que este íon penetre na folha, via xilema (Tester & Davenport, 2003).  

Sabe-se que o crescimento foliar depende, basicamente, da divisão e/ou aumento das 

suas células. Estes dois fenômenos, por sua vez, dependem do metabolismo e, especialmente, 

do balanço hídrico das células da folha (Prisco, 1980). Uma conseqüência da combinação da 

alta salinidade e imposição do estresse hídrico é a redução da taxa de crescimento foliar, que 

pode representar uma resposta adaptativa. Este é um efeito precoce da inibição de 

crescimento, e pode prolongar a sobrevivência da planta, pois limita a perda de água pela 

transpiração e otimiza o uso da reserva limitada de água do solo (Richards, 1993 citado por 

Neumann, 1997). Outra adaptação à salinidade é a suculência onde há aumento da espessura 

foliar, que visa evitar o déficit hídrico por aprimorar o uso da água de maneira eficiente 

(Greenway & Munns, 1980) e reduzir a concentração de sais no protoplasma (Larcher, 2000).  

A redução no número de folhas foi observada em D. sissoo (Rawat & Banerjee, 1998), 

V. vexillata (Okusanya & Oyesiku, 1994), beterraba (Ghoulam et al., 2002) e em Cakile 

maritima (Debez et al., 2004). 

A salinidade afeta a massa foliar específica (massa seca/área foliar). Na presença de 

sal, este parâmetro aumentou em soja (Wang et al., 2002). Da mesma maneira, vários 

trabalhos mostram que a área foliar específica (a recíproca da massa foliar específica), diminui 

sob estresse salino em feijão (Bray & Reid, 2002; Bayuelo-Jimenez et al., 2003), pepino 

(Chen et al., 1999) e em Artemisia sp. (Ishikawa & Kachi, 2000). 

O maior crescimento da raiz em relação ao caule tem sido considerado uma adaptação 

morfológica ao estresse hídrico e salino (Creelman et al., 1990, Saab et al., 1990), 
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apresentando como benefício o aumento da área de absorção de água e nutrientes, prevenindo 

deficiência mineral e desidratação (Okusanya, 1977).  

A toxicidade metabólica do Na+ é resultado da habilidade deste íon em competir com o 

íon K+ na absorção e nas ligações em sítios de funções celulares essenciais (Grattan & Grieve, 

1999; Subbarao et al., 2003; Tester e Davenport, 2003). O K+ é essencial em toda a vida da 

planta, pois está envolvido no balanço de cargas no citoplasma, contrabalançando as cargas 

negativas de proteínas e ácidos nucléicos. É ativador de reações enzimáticas vitais, contribui 

significativamente para a manutenção do potencial osmótico do vacúolo e turgor celular e é 

essencial na síntese de proteínas (Maathuis & Amtmann, 1999; Tester e Davenport, 2003). 

Diversos autores concordam que uma alta razão K+/Na+ no citoplasma é um fator determinante 

na manutenção da tolerância da planta à salinidade (Maathuis & Amtmann, 1999; Volkmar et 

al., 1998). Maathuis & Amtmann (1999) atribuem um valor mínimo de aproximadamente 1,0 

para esta razão, em células vegetais.  

A inibição do crescimento da raiz pela salinidade pode afetar a área total e o volume de 

solo que pode ser explorado (Neumann et al., 1994), prejudicando a absorção de nutrientes 

(Greenway & Munns, 1980). 

Vários autores têm observado o enrijecimento das paredes celulares na raiz sob estresse 

salino, o que pode causar a redução no crescimento radicular (Cachorro et al., 1993; Neumann 

et al., 1994). 

Lin e Kao (1999, 2001) demonstraram recentemente que o enrijecimento da parede 

celular está associado ao aumento do teor de H2O2 e à atividade de peroxidases da parede 

celular.  

Sancho et al. (1996) demonstraram que a presença de NaCl no meio de cultura de 

células de tomateiro elevou a concentração de compostos semelhantes a ligninas nas paredes 
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celulares. De maneira semelhante, em raiz de feijoeiro, o estresse salino gerou adiantamento e 

acréscimo na lignificação dos tecidos vasculares (Cachorro et al., 1993).  

A lignina é um composto fenólico heteropolimérico. É o segundo polímero mais 

abundante depois da celulose e representa cerca de 30% da biomassa vegetal (Boudet et al., 

1995; Boudet, 2000). Tem a função de impermeabilizar as paredes celulares primárias das 

células da endoderme e exoderme, promovendo rigidez mecânica e possibilitando o controle 

da absorção e perda de água e solutos nas raízes (Steudle & Peterson, 1998; Steudle, 2000; 

Hose et al., 2001; Grassi, 2002).  

A lignina é constituída de radicais (monômeros) produzidos através da oxidação de 

monolignóis (Boudet, 2000). Estes monômeros são moléculas de álcool hidroxicinâmico com 

diferentes graus de metoxilação, originados da via metabólica de fenilalanina. Os principais 

monolignóis que formam a lignina são: álcool p-coumaril, álcool coniferil e álcool sinapil 

(Boerjan et al., 2003).  

Até recentemente, era consenso que somente as peroxidases participavam da via de 

biossíntese da lignina. Contudo, estão surgindo evidências de que lacases e outras oxidases 

também estão envolvidas neste processo (Boudet, 2000).  

As peroxidases (E.C. 1.11.1.7) são enzimas com grupo heme, presentes em animais, 

vegetais e em microorganismos. Elas catalisam a oxidação de substratos celulares com gasto 

de H2O2 ou hidroperoxidos orgânicos (Asada, 1992; Hiraga et al., 2001; Ros Barceló et 

al.,2003): 

AH2 + H2O2 (ROOH) → A + 2 H2O (ROH + H2O) 

A maior parte das peroxidases cataliza a oxidação de um doador de elétrons (AH2) 

utilizando peróxido de hidrogênio, formando uma reação de duas fases: 
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2 AH2 + H2O2 → 2AH• + 2 H2O 

2AH• → AH2 + A 

As peroxidases presentes em eucariontes e procariontes são divididas em três 

superfamílias, com base na sua estrutura e propriedades catalíticas (Hiraga et al., 2001). 

Dentro da terceira superfamília, estão contidas as peroxidases vegetais (Ros Barceló et al., 

2003). 

A Classe I é constituída de enzimas intracelulares em plantas, bactérias e leveduras 

como citrocromo c peroxidase (E.C. 1.11.1.5) e ascorbarto peroxidase (E.C. 1.11.1.11) de 

cloroplasto e citossol (Ros Barceló et al., 2003).  A Classe II é formada de enzimas 

extracelulares de fungos (Hiraga et al., 2001; Ros Barceló et al., 2003).  

A Classe III é constituída por enzimas que são secretadas no apoplasto (Ros Barceló et 

al., 2003). Na Classe III, as enzimas são encontradas estritamente em vegetais. Estas enzimas 

apresentam alta estabilidade térmica, têm natureza glicoproteíca e estão presentes na parede 

celular ou vacúolo. (Ros Barceló et al., 2003). As peroxidases localizadas no apoplasto 

formam ligações iônicas ou covalentes com polímeros da parede celular (Minibaeva & 

Gordon, 2003). 

As peroxidases apresentam uma ampla variedade de substratos específicos, embora 

apresentem um grau evidente de afinidade pelo substrato álcool coniferil (Ros Barceló et al., 

2003). As peroxidases comumente reagem com compostos que contêm grupo(s) hidroxila 

ligado(s) a anéis aromáticos. Usualmente utiliza-se o substrato guaiacol (o-metoxi fenol) para 

avaliar a atividade de peroxidases (Hiraga et al., 2001).  

As peroxidases participam de inúmeros processos fisiológicos como lignificação, 

suberização, catabolismo de auxinas, tolerância à salinidade, senescência, mecanismos de 



 
 

12

defesa contra patógenos e herbivoria (Asada, 1992; Boudet et al., 1995; Hiraga et al., 2001; 

Kawano, 2003).  

Catesson (1978 citado por Goldberg et al., 1983) demonstrou que peroxidases da 

parede apresentavam uma afinidade especial pelo substrato siringaldazina, até então utilizado 

em testes histoquímicos. Estudos posteriores sugeriram que a atividade da siringaldazina 

oxidase estava relacionada ao processo de lignificação dos tecidos (Fleuriet & Deloiré, 1982 

citado por Goldberg et al., 1983). Goldberg et al. (1983) caracterizaram a siringaldazina 

oxidase, confirmando o seu envolvimento com o processo de lignificação.  

A siringaldazina oxidase tem alta atividade na parede celular, contudo também está 

presente no citoplasma com atividade quase nula. É altamente estável sob altas temperaturas 

(até 70°C) e apresenta uma afinidade 100 a 1000 vezes maior pelo substrato siringaldazina 

(que tem estrutura semelhante aos precursores de lignina) do que pelo guaiacol (Goldberg et 

al., 1983). Peyrano et al. (1997) sugeriram que a siringaldazina oxidase também pode estar 

envolvida com a síntese de suberina. 

Açúcares têm importante papel no metabolismo de plantas sob salinidade (Hasegawa et 

al., 2000). O acúmulo de açúcares é útil como fonte de energia necessária para o metabolismo 

de células mais ativas (Elavumoottil et al., 2003). Contudo, a principal conseqüência da 

escassez de K+ é a redução do ganho de carbono, implicando na queda do estoque de 

carboidratos não estruturais nas folhas (Ericsson, 1995), já que os estômatos não funcionam de 

maneira adequada. A redução no suprimento de dióxido de carbono pode diminuir a alocação 

de biomassa para a região da raiz da planta (Brouwer, 1962; Thornley, 1972; Dewar, 1993 

citados por Ericsson, 1995).  

Sob estresse salino há redução no conteúdo de proteínas, pois a síntese protéica é 

prejudicada e há aumento na proteólise (Evers et al., 1997; Silveira et al., 2003). Embora a 
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síntese protéica seja prejudicada, existem proteínas que são acumuladas e constituem um 

estoque de nitrogênio que pode ser utilizado pelo vegetal após o término da condição adversa 

gerada pelo sal (Ashraf & Harris, 2004). 

As plantas necessitam sustentar um potencial hídrico interno menor que o do solo para 

conservar seu turgor e absorção de água para o crescimento; para tanto, precisam manter uma 

alta concentração osmótica em suas células, o que é atingido através da absorção de solutos 

iônicos do solo e/ou da síntese de solutos compatíveis. Este fenômeno é chamado de 

ajustamento osmótico (Prisco, 1980; Tester & Davenport, 2003).  

Os solutos inorgânicos são compartimentados nos vacúolos das células vegetais 

(Flowers & Läuchli, 1983). O custo metabólico do ajustamento osmótico por íons inorgânicos 

é baixo, embora a alta concentração destes íons na célula gere interferência nas atividades 

metabólicas celulares (Polyjakoff-Mayber, 1975 citado por Volkmar et al., 1998).  

Solutos compatíveis são definidos como osmólitos orgânicos responsáveis pelo 

balanço osmótico e ao mesmo tempo são compatíveis com o metabolismo celular (Yeo, 1998). 

Estes solutos orgânicos de baixo peso molecular ficam alojados no citossol, lúmen, matriz ou 

estroma de organelas (Rhodes & Samaras, 1994 citado por Hasegawa et al., 2000; Yeo, 1998). 

Tipicamente, as vias de síntese destes compostos são conectadas ao metabolismo básico e as 

moléculas que necessitam de via biossintética adicionais, têm estas vias acionadas pela 

condição de estresse. Contudo, o custo metabólico para produção destas moléculas é alto, pois 

consome uma quantidade de carbono significativa, que poderia ser utilizada para o 

crescimento (Greenway & Munns, 1980). Neste agrupamento estão incluídos açúcares 

(trealose, sacarose), proteínas solúveis (LEA, osmotina, deidrinas), aminoácidos e aminas, 

compostos quaternários de amônia (glicina-betaína, prolina-betaína) e polióis (manitol, 

sorbitol) (Volkmar, 1998; Yeo, 1998; Asharaf & Harris, 2004). 
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 De acordo com Cram (1976), entre os vários solutos orgânicos, os açúcares 

contribuem com 50% ou mais do potencial osmótico total em glicófitas em condições salinas. 

De acordo com Perry et al. (1987), a sacarose é um dos açúcares mais importantes envolvidos 

com o turgor celular.  

Outras funções associadas aos solutos compatíveis são: (1) estabilizar proteínas e 

membranas celulares (trealose), pois tipicamente estes solutos são hidrofílicos, o que sugere 

que possam substituir a água na superfície destas moléculas (Greenway & Munns, 1980; 

Bohnert & Shen, 1999; Hasegawa et al., 2000). De acordo com Rudolph et al. (1986), os 

açúcares formam pontes de hidrogênio com grupos polares de fosfolipídios, o que pode 

proporcionar a preservação das membranas em condições de dessecação (Crowe et al., 1984 

citado por Rudolph et al., 1986); (2) proteger contra espécies ativas de oxigênio (Greenway & 

Munns, 1980; Bohnert & Shen, 1999; Hasegawa et al., 2000).  

A família Leguminosae possui cerca de 17.500 espécies, constituindo-se em uma das 

mais numerosas dentre as dicotiledôneas. Sua distribuição estende-se por todo o mundo, em 

particular em regiões tropicais e subtropicais. Fornecem uma enorme quantidade de recursos 

com uma grande aplicabilidade prática, que compreendem desde plantas agrícolas usadas tanto 

na alimentação humana quanto animal e, ainda usadas para a nitrogenação dos solos, até 

aquelas que fornecem matérias-primas para indústrias química, farmacêutica e madeireira 

(Moreira, 1997). 

As leguminosas usadas na alimentação, particularmente os feijões do gênero Vigna, 

constituem-se em importante fonte de proteína, carboidratos e vitaminas na dieta de várias 

populações, especialmente nos países em desenvolvimento (Phillips & McWatters, 1991).  

 O gênero Vigna ocorre nas regiões tropicais e subtropicais com uma ampla 

distribuição mundial (Souza e Silva & Freire Filho, 1998).  
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Vigna unguiculata L. Walp., sinônimo de Vigna sinensis (L.) Savi ex Hassk, é uma 

erva originária da África (Moreira, 1997). Apresenta porte ereto a prostrado, flores púrpuras a 

brancas, ciclo curto, alta rusticidade e adaptabilidade às condições de estiagem prolongada e 

capacidade de se desenvolver em solo de baixa fertilidade (Oliveira & Carvalho, 1988; 

Andrade Júnior et al., 2003). Conhecida como feijão-de-corda, feijão-caupi ou feijão-macassar 

é uma cultura de destaque na economia do Nordeste e Norte do Brasil, sertão semi-árido e em 

pequenas áreas da Amazônia, respectivamente (Teixeira et al.,1988). O caupi é cultivado para 

produção de grãos secos, grãos verdes e vagens para alimentação humana, bem como para 

produção de ramos e folhas para alimentação animal.  

Dentre as variedades da espécie V. unguiculata, encontra-se a denominada Vita 5, a 

qual foi introduzida pela Embrapa. Esta variedade é considerada sensível ao estresse hídrico 

por Guimarães (1988, citado por Fernandes de Melo et al.,1994) e ao estresse salino 

(Fernandes de Melo et al., 1989; Jolivet et al., 1990); embora Costa et al. (2003) tenham 

verificado recentemente que esta variedade apresenta boa resistência ao estresse salino, em 

meio hidropônico com concentrações de até 75mM de NaCl. 

Vigna luteola (Jacq.) Benth. é uma erva amplamente difundida na África e América 

tropical, nativa do Brasil, encontrada com freqüência em beira de praias, restingas e margens 

de cursos d’água (Moreira, 1997; Okusanya & Oyesiku, 1994). Okusanya & Oyesiku, (1994) 

classificaram esta espécie como halófita, já que suas plantas cresceram em presença de sal (até 

70% da concentração da água do mar), apresentando aumento geral da massa seca. Apresentou 

também aumento do crescimento relativo das raízes, sob salinidade, o que foi relacionado a 

uma maior capacidade de captação de água e nutrientes, prevenindo deficiência mineral e 

desidratação. 
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2. Objetivos 

Investigar os fatores que podem estar relacionados com a tolerância à salinidade em 

Vigna unguiculata L. Walp cultivar Vita 5 (sensível ao sal) e Vigna luteola (Jacq.) Benth. 

(espécie tolerante ao sal). 

 

 

Objetivos Específicos 

 

1. Analisar e comparar, sob estresse salino: 

 • Medidas de crescimento. 

• A atividade e localização de peroxidases. 

• Indicadores bioquímicos que podem estar relacionados com a tolerância ao estresse 

salino.  

• Danos oxidativos em membranas. 

 

2. Relacionar os indicadores bioquímicos e danos oxidativos ao crescimento das 

espécies. 
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3. Material e Métodos 

3.1 Material e Condições de Cultivo 

O efeito da salinidade foi avaliado nas leguminosas Vigna luteola (Jacq.) Benth e 

Vigna unguiculata L. Walp.  

 Foram obtidas sementes de Vigna luteola (Jacq.) Benth a partir de mudas provenientes 

da região litorânea do Estado de São Paulo, que foram cultivadas na área experimental do 

Departamento de Fisiologia Vegetal – IB – Unicamp. Sementes de Vigna unguiculata L. 

Walp, cv. Vita 5, foram cedidas pela Embrapa Nordeste. 

As sementes foram esterilizadas com hipoclorito de sódio a 2,5%. Além disso, as 

sementes de Vigna luteola foram escarificadas mecanicamente. As sementes das duas espécies 

foram depositas em bandejas plásticas contendo duas folhas de papel de filtro umedecidas com 

água destilada e mantidas dentro de germinador sob luz constante e temperatura alternando a 

cada 12 horas entre 30 ˚C e 25 ˚C, até a germinação.  

Cinco dias após a germinação, as plantas jovens foram transferidas para casa de 

vegetação e transplantadas em copos plásticos brancos de 700mL, ou em vasos de 2,5L, 

contendo vermiculita pré-lavada. Foram cultivadas sob tela sombrite, durante três dias, sendo 

então transferidas para bancadas, sob luz natural. Sete dias após o transplante, as plantas 

começaram a receber solução nutritiva completa de Hoagland e Arnon (1938).  

Com base na concentração da água do mar de cerca de 599mM (Mc Inteyre, 1982, 

citado por Haddad e Mazzafera, 1999), foram estabelecidas as concentrações de NaCl 

utilizadas nos testes realizados. Os experimentos foram instalados utilizando-se quatro 

tratamentos distintos, com diferentes concentrações de NaCl: controle (sem adição de NaCl), 

100mM, 250mM e 500mM de NaCl, utilizados nos ensaios de crescimento, avaliação de 

parâmetros bioquímicos, integridade de membrana e peroxidases. As concentrações de 
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250mM e 500mM foram utilizadas no ensaio de relações iônicas. O cloreto de sódio foi 

adicionado à solução nutritiva completa de Hoagland e Arnon (1938). A partir de 30 dias após 

o transplante, cada copo recebeu 150mL e cada vaso 300mL de solução nutritiva, acrescida ou 

não de NaCl, como se segue: 1° dia – 50mM, 2° dia -  sem aplicação, 3° dia – 100mM, 4° dia 

– sem aplicação, 5° dia – 100mM e 200mM, 6° dia – sem aplicação,  7° - 100mM, 250mM e 

300mM, 8° dia – sem aplicação,  9° - 100mM, 250mM e 400mM, 10° dia – sem aplicação, 

11° - 100mM, 250mM e 500mM, 12° dia – sem aplicação, 13° - 100mM, 250mM e 500mM, 

14° - coleta. A aplicação da solução contendo NaCl foi realizada com concentrações 

crescentes do soluto, com o objetivo de favorecer o ajustamento osmótico, evitando a 

desidratação da planta,  devido ao abaixamento abrupto do potencial hídrico do solo e perda de 

água das células da raiz para o mesmo (Prisco, 1980). Entre as aplicações, os vasos foram 

lavados com 300mL de solução nutritiva completa de Hoagland e Arnon (1938) para evitar o 

acúmulo de NaCl no substrato e, em seguida esperou-se o escoamento total da solução por 

cerca de 12hs, para evitar a diluição posterior da solução salina.  

Os ensaios foram desenvolvidos no período de fevereiro a março/2004, com 

temperatura variando de 17 a 35˚C, e no período de setembro a novembro/2004, com 

temperatura de 17 a 39˚C. 

 

3.2 Efeito da Salinidade no Crescimento 

As plantas foram analisadas quanto a massas fresca e seca de raiz, caule e folhas. A 

massa seca foi determinada após as amostras permanecerem 72hs em estufa a 80˚C. A massa 

seca livre de cinzas foi avaliada, já que em plantas cultivadas em presença de sal, o acúmulo 

iônico pode representar uma parcela importante do valor atribuído à massa seca. Este resultado 

foi alcançado a partir da dedução entre o valor da massa de amostras secas a 80˚C, e da massa 
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de cinzas. Para a obtenção das cinzas as amostras foram mantidas em mufla a 550˚C durante 

8hs. 

Avaliou-se os comprimento da raiz e da parte aérea, o número de folhas e a área foliar. 

A área foliar foi obtida com medidor modelo L1-3110, Licor.  

Foram determinadas as razões comprimento raiz/ comprimento parte aérea e massa 

seca raiz/massa seca parte aérea. O teor de suculência foliar (massa de água/área foliar) 

também foi avaliado. A massa de água foi obtida pela diferença entre massa fresca e massa 

seca. A massa foliar específica foi calculada pela razão massa seca de folhas/área foliar. 

 

3.3 Efeito da Salinidade em Peroxidases 

3.3.1 Determinação da Atividade de Peroxidases Totais e Siringaldazina Oxidase 

A atividade de peroxidases totais e siringaldazina oxidase em raízes foi determinada a 

partir de método cinético descrito por Peyrano et al. (1997), com modificações.  

As raízes foram maceradas com nitrogênio líquido em almofariz congelado. 

Adicionou-se tampão de extração fosfato de sódio monobásico a 10mM e pH 6, na proporção 

de 10mL para cada grama de amostra. Os extratos foram transferidos para eppendorfs imersos 

em gelo e centrifugados a 12.000g, por 20 minutos a 4°C. Os extratos foram mantidos em 

banho de gelo no decorrer das análises. Para cada extrato foram realizadas três leituras para 

cada enzima analisada. As leituras de absorbância para o cálculo de atividade das peroxidases 

totais e siringaldazina oxidase foram realizadas com intervalos de dez segundos, num período 

de um minuto e meio, em espectrofotômetro Hewlett Packard, modelo 8453. 

Na análise de atividade de peroxidases totais (EC 1.11.1.7) foi utilizado o teste de 

guaiacol, no qual cada 1mL do meio de reação continha: 50mM de tampão de reação de 
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fosfato de sódio (pH 5,7), 0,1M de peróxido de hidrogênio, 1,2mM de solução de guaiacol e 

35µL de extrato. As leituras foram realizadas em 470nm à temperatura de 25°C. 

Para análise da atividade da enzima siringaldazina oxidase (EC 1.11.1.7), cada 1mL do 

meio de reação foi constituído de: 50mM de tampão de reação de fosfato de sódio monobásico 

(pH 7,4), 54mM de peróxido de hidrogênio, 19µM de solução de siringaldazina e 15µL de 

extrato. As leituras foram obtidas em 530nm à temperatura de 35°C. 

 

3.3.2 Localização de Peroxidases Totais e Siringaldazina Oxidase 

A avaliação da localização histoquímica da atividade de peroxidases totais e 

siringaldazina oxidase é um teste qualitativo que permite a observação da distribuição da 

atividade destas enzimas no tecido analisado. 

A localização histoquímica da atividade de peroxidases na raiz principal das plantas foi 

obtida a partir da impressão do tecido vegetal em membranas de nitrocelulose (com poros de 

200µm - Sigma). Porções da raiz principal, com cerca de 1 - 3 mm foram pressionadas sobre 

as membranas, com auxílio de um bastão de vidro. Para localização de peroxidases totais, foi 

utilizado o método descrito por Young (1989). Adicionou-se à membrana de nitrocelulose 

impressa, 4,5mL de tampão PBS, 1µL de peróxido de hidrogênio a 30% e 0,5mL de substrato 

4-cloro-naftol (6mg/ml de metanol). As membranas foram transferidas para placas de Petri e 

mantidas sobre agitador orbital sob ausência de luz, até a que a coloração estivesse evidente a 

olho nu. Em seguida, foram lavadas com água destilada e conservadas envolvidas em folhas 

de papel de filtro até a análise.  

A localização de siringaldazina oxidase foi determinada segundo Catesson (1980 

citado por Goldberg et al., 1983) com modificações. Após o processo de impressão, a 

membrana foi depositada entre duas folhas de papel de filtro. Adicionou-se à membrana 
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1,2mL de tampão fosfato de sódio monobásico 50mM, 0,8mL de peróxido de hidrogênio a 

0,1% e 0,3mL de substrato siringaldazina a 0,1% em etanol. Ao observar coloração evidente, a 

membrana foi transferida para papel de filtro seco, para remover o excesso de meio de reação.  

As amostras foram conservadas envolvidas em papel de filtro até o exame. Para a 

avaliação do material obtido, as membranas foram fixadas em lâminas de vidro. As análises e 

os registros fotográficos das membranas foram realizados no microscópio óptico Olympus 

modelo BX 40.  

 

3.4 Efeito da Salinidade na Integridade da Membrana Plasmática 

3.4.1 Determinação da Perda de Eletrólitos 

A dosagem de liberação de eletrólitos de raízes foi realizada a partir da determinação 

da condutância elétrica segundo o método de Bataglia et al. (1978 citado por Haddad & 

Mazzafera, 1999), com modificações. Para calibrar o aparelho foi utilizada solução de cloreto 

de potássio 0,01N. As plantas foram removidas do vaso delicadamente, para evitar lesões nas 

raízes. As raízes foram lavadas com água de torneira, a fim de remover sais de sua superfície. 

As raízes das plantas foram mergulhadas em um béquer contendo 200mL de água deionizada. 

Durante três minutos, a água deionizada foi homogeneizada e após este período foi realizada a 

leitura em condutivímetro, Analyser modelo 650. 

 

3.5 Efeito da Salinidade nas Relações Iônicas 

3.5.1 Determinação da Razão Na+/K+ 

As determinações de Na+ e K+ foram realizadas de acordo com a técnica de fotometria 

de chama segundo Bataglia et al. (1983), no Laboratório de Análise de Solo e Planta, da Seção 

de Fertilidade do Solo, do Instituto Agronômico de Campinas. As plantas foram retiradas dos 
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vasos e lavadas com água corrente de torneira e destilada. A seguir, foram separadas raízes e 

folhas, obtendo-se a massa fresca de ambas. As amostras foram colocadas em sacos de papel e 

mantidas em estufa a 60°C, por 72hs. Após este período, foram transferidas para um 

dessecador até alcançar a temperatura ambiente e levadas para análise. Para a análise das 

amostras realizou-se digestão via seca. 

 

3.6 Efeito da Salinidade em Parâmetros Bioquímicos 

3.6.1 Dosagem de Proteínas Solúveis Totais 

A dosagem de proteínas foi realizada seguindo o método desenvolvido por Bradford 

(1976). Foi utilizado soro albumina bovina (20 –100µg) para curva-padrão e para o branco foi 

empregado reagente de Bradford. Para análise do material, utilizou-se 400mg de cada amostra, 

macerados com nitrogênio líquido e transferidos para frasco âmbar com 4mL de NaOH a 

0,1N, por 24hs. O extrato foi centrifugado a 1.200g, durante 5 minutos. O sobrenadante foi 

transferido para frascos translúcidos. Em tubos de ensaio foram depositados 20µL do 

sobrenadante com 80µL de água destilada e adicionados 5mL de solução de Bradford. As 

leituras foram realizadas em 595nm, em espectrofotômetro FEMTO 600. 

 

3.6.2 Dosagem de Açúcares 

3.6.2.1 Extração de Açúcares 

As extrações foram realizadas a partir de folhas e raízes (conforme Figura 1). As 

amostras foram coletadas, lavadas com água de torneira e destilada e secas em papel 

absorvente. Utilizou-se cerca de 300mg de amostra, que foram macerados com nitrogênio 

líquido. O macerado foi transferido para tubos de vidro, com 3mL de MCW (metanol: 

clorofórmio: água) na proporção de 12:5:3, para efetuar a extração (Bieleski & Turner, 1966). 
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Após 30hs, o extrato foi centrifugado a 1.200g por 5 minutos. A fração sobrenadante foi 

recuperada em proveta, e para cada 4mL foram acrescentados 1mL de clorofórmio e 1,5mL de 

água destilada. Agitou-se vigorosamente. Após um repouso de 24hs, a fração aquosa do 

extrato foi recuperada com auxílio de pipeta Pasteur, sendo descartada a fração contendo 

clorofórmio. Da fração aquosa, foi extraído 1mL, o qual foi transferido para tubo de ensaio, 

que foi armazenado à temperatura ambiente por 21hs, para eliminação de resíduo de 

clorofórmio. Ao final, o volume das amostras foi medido e transferido para eppendorf, sendo 

estas centrifugadas a 14.000g por 5 minutos. As amostras foram conservadas em freezer até 

análise. 
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raízes frescas (300mg) 

 

maceração com N2 líquido 

 

extração em MCW (3 mL/30hs) 

 

centrifugação (1.200g/5min) 

 

sobrenadante  

 

                                                             + 1mL clorofórmio 

cada 4 mL 

                                                           + 1,5 mL de água 

 

                                 fase clorofórmio (descartada) 

 

                                             fase aquosa                          

     (temperatura ambiente – evaporação do resíduo de clorofórmio) 

                                          

                                                extrato          açúcares solúveis totais 

                                                                     sacarose 

 

Figura 1. Fluxograma de extração de metabólitos para dosagem de açúcares e sacarose em raízes de Vigna 

luteola e Vigna unguiculata. 
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3.6.2.2 Dosagem de Açúcares Solúveis Totais 

A dosagem de açúcares solúveis totais foi realizada de acordo com o método do fenol 

sulfúrico, segundo Dubois et al. (1956). Para curva-padrão foi utilizada sacarose (5-50µg) e 

para o branco foi utilizado o meio de reação. Para cada amostra, foram empregados 20µL do 

extrato de folhas ou 50µL do extrato de raízes. Em tubos de ensaio foram adicionados 480µL 

ou 450µL de água destilada, 500µL de fenol a 5% e 2mL de ácido sulfúrico concentrado. Cada 

tubo foi agitado vigorosamente e mantido em temperatura ambiente até o resfriamento. As 

leituras foram realizadas em 490nm em espectrofotômetro FEMTO 600. 

 

3.6.2.3 Dosagem de Sacarose 

O teor de sacarose foi determinado segundo Handel (1968). Para curva-padrão foi 

utilizada sacarose (5-50µg) e para o branco foi utilizado o meio de reação. Para cada amostra, 

foram utilizados 20µL do extrato de folhas. Em tubos de ensaio, foram adicionados 230µL de 

água destilada e 250µL de hidróxido de potássio a 30%. Os tubos foram vedados com bolinhas 

de gude e mantidos a 100°C por 30 minutos. Após o resfriamento, cada amostra recebeu 

500µL de fenol a 5% e 2mL de ácido sulfúrico concentrado. Cada tubo foi agitado 

vigorosamente e mantido em temperatura ambiente até o resfriamento. As leituras foram 

realizadas em 490nm em espectrofotômetro FEMTO 600. 

 

3.6.4 Dosagem de Malondialdeído 

O grau de peroxidação na raiz foi verificado pela reação do ácido tiobarbitúrico, que 

determina a concentração de malondialdeído (um produto da peroxidação de lipídios), 

segundo Heath e Packer (1968) com modificações. O material vegetal foi coletado e 

congelado em freezer e posteriormente liofilizado. Foram macerados 100mg de cada amostra 
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em 2mL de ácido tricloroácetico a 0,1%, contendo 20% de polivinilpirrolidona. Após a total 

homogeneização, o extrato foi centrifugado a 10.000g por 5 minutos. Adicionou-se 2mL de 

ácido tricloroacético a 20%, contendo ácido tiobarbitúrico a 0,5%, em 500µL de sobrenadante. 

A mistura foi mantida por 30 minutos a 95°C e posteriormente resfriada em banho de gelo. 

Para separar os resíduos formados durante o aquecimento e clarear a amostra, esta foi 

centrifugada a 10.000g por 10 minutos. As absorbâncias foram medidas em 600nm e 

subtraídas dos resultados da leitura das absorbâncias em 535nm (absorbância não específica 

que pode ser causada por turbidez). As leituras foram realizadas em espectrofotômetro 

Pharmacia Biotech Ultraspec 100. O cálculo do teor de malondialdeído foi determinado de 

acordo com a fórmula: 

 
C = (Abs 535 – Abs 600nm) x E =    mmol de malondialdeído/g massa fresca 

Onde: 

C – Concentração de malondialdeído 

Abs - Absorbância 

E – Coeficiente de extinção malondialdeído (155mmol cm-1) 

 

3.7 Delineamento Experimental e Análise Estatística 

Os vasos foram dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizado. Nas 

análises de peroxidases e malondialdeído foram usadas três replicações por tratamento. Nos 

experimentos de dosagem de açúcares e proteínas foram utilizadas cinco replicações por 

tratamento. Para avaliar a condutividade elétrica em raiz foram empregadas oito replicações 

por tratamento. Na avaliação dos parâmetros de crescimento foram utilizadas dez replicações 

por tratamento. 
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Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas 

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.  

No ensaio em que foram avaliadas as concentrações de Na+ e K+ em folhas e raízes, 

não foi possível realizar a análise estatística, pois V. luteola apresenta massa vegetal muito 

pequena, abaixo de 2,5g de massa seca, valor mínimo para se efetuar o ensaio. Dessa forma, 

foi estabelecida uma única réplica por tratamento, constituída pela massa seca de todas as 

plantas de um mesmo tratamento. O número de plantas variou por réplica (tratamento 

controle: V. luteola - 20 plantas e V. unguiculata – 5 plantas; 250mM de NaCl: V. luteola - 19 

plantas e V. unguiculata – 9 plantas; 500mM de NaCl: V. luteola - 19 plantas e V. unguiculata 

– 10 plantas). 
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4. Resultados 

 

4.1 Efeito da Salinidade no Crescimento 

As massas frescas de raiz e caule de plantas de V. luteola mantiveram-se estáveis em 

todos os tratamentos (Figura 2A e 2C). Já em relação às folhas, ocorreu uma ligeira diferença 

neste parâmetro com o incremento de NaCl no meio de cultivo, sendo que o tratamento de 

250mM apresentou maior queda de massa em relação ao controle (Figura 2E). Em V. 

unguiculata, houve uma tendência de perda de massa fresca em raiz, caule e folhas, com o 

acréscimo de sal no substrato (Figura 2B, 2D e 2F). 

Os valores de massa seca de raiz, caule e folhas de V. luteola nos tratamentos que 

receberam sal não variaram em relação ao controle (Figura 3A, 3C e 3E). Nas plantas de V. 

unguiculata, houve redução de massa seca de raiz nos tratamentos de 250mM e 500mM 

(Figura 3B) e de caule apenas na concentração de 500mM (Figura 3D). Já em relação às 

folhas, ocorreu uma redução altamente significativa de cerca de 45% no tratamento de 250mM 

e de 55% no tratamento de 500mM de sal (Figura 3F). 

Não houve decréscimo da massa seca livre de cinzas de raiz, caule e folhas de plantas 

de V. luteola submetidas à condição salina em relação ao controle (Figura 4A). A espécie V. 

unguiculata apresentou comportamento distinto. Com o aumento na concentração de NaCl, 

ocorreu redução gradativa na matéria orgânica na raiz, caule e folhas (Figura 4B). Os 

tratamentos controle e 100mM apresentaram maior conteúdo de matéria orgânica na raiz. Em 

relação ao caule, foram encontrados valores semelhantes no controle, 100mM e 250mM. As 

folhas representaram a porção da planta que apresentou maior redução de massa seca livre de 

cinzas com incremento de NaCl: cerca de 25% com 100mM, 40,5% com 250mM e 57,8% no 

tratamento de 500mM. 
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Figura 2 - Massas Frescas das espécies de Vigna após tratamento com diferentes concentrações de NaCl. Raiz: A 
– V. luteola e B – V.unguiculata, Caule: C - V. luteola e D - V.unguiculata, Folhas: E - V. luteola e F - 
V.unguiculata. Médias com letras distintas apresentam diferença estatística significativa entre os tratamentos da 
mesma espécie (Tukey a 5%).  
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Figura 3 - Massas Frescas das espécies de Vigna após tratamento com diferentes concentrações de NaCl. Raiz: A 
– V. luteola e B – V.unguiculata, Caule: C - V. luteola e D - V.unguiculata, Folhas: E - V. luteola e F - 
V.unguiculata. Médias com letras distintas apresentam diferença estatística significativa entre os tratamentos da 
mesma espécie (Tukey a 5%).  
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Figura 4 – Massa Seca Livre de Cinzas (MSLC) de Vigna luteola ( A ) e Vigna unguiculata ( B ) após tratamento 
com diferentes concentrações de NaCl. Médias com letras distintas apresentam diferença estatística significativa 
entre os tratamentos para o mesmo órgão (Tukey a 5%).  
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Não ocorreu redução significativa na área foliar de plantas de V. luteola com o 

aumento da salinidade, apesar de uma ligeira redução nos valores médios obtidos nos 

tratamentos de 250mM e 500mM (Figura 5A). Resultados distintos foram encontrados nas 

amostras de V. unguiculata. Observou-se decréscimo gradativo na área foliar concomitante à 

elevação da concentração de sais no meio de cultivo (Figura 5B). Em relação ao controle, as 

quedas das áreas foliares foram de 14,34% (100mM), 40,78% (250mM) e 45,78% (500mM).  

O número de folhas não foi alterado nas plantas de V. luteola na presença de sal 

(Figura 6A). Para V. unguiculata, o número médio de folhas declinou de 8 (controle) para 4 

(500mM), representando uma redução altamente significativa neste parâmetro (Figura 6B).  

A análise de massa foliar específica permitiu observar que em plantas de V. luteola há 

manutenção dos valores nas plantas sob tratamento salino (100mM e 250mM) em relação ao 

controle, com acréscimo de massa seca por área foliar sob 500mM de NaCl (Figura 7A). Este 

parâmetro variou de forma significativa na espécie V. unguiculata, com perda de matéria seca 

por área foliar sob 500mM de NaCl (Figura 7B). 

Em ambas as espécies de Vigna não ocorreram variações nos resultados do teor de 

suculência foliar das plantas submetidas ao tratamento salino em relação ao controle (Figura 

8A e 8B). 

A salinidade não alterou o comprimento da raiz em V. luteola (Figura 9A). Em V. 

unguiculata, houve aumento neste parâmetro com o acréscimo de sal no meio externo (Figura 

9B). 

Em V. luteola, o comprimento da parte aérea aumentou sob 100mM, mantendo-se 

semelhante ao controle nos demais tratamentos salinos (Figura 10A). Em V. unguiculata, a 

salinidade reduziu o comprimento da parte aérea em todos os tratamentos com NaCl (Figura 

10B).  
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As amostras de V. luteola submetidas ao estresse salino produziram resultados 

semelhantes ao controle no parâmetro comprimento da raiz/ comprimento da parte aérea 

(Figura 11A). Enquanto que, nas amostras de V. unguiculata ocorreu aumento dessa razão 

proporcional ao acréscimo de sal, com maiores valores médios nas concentrações de 250mM e 

500mM de NaCl e diferença significativa dos demais tratamentos desta espécie (Figura 11B). 

A razão massa seca da raiz/massa seca da parte aérea não variou com a salinidade nas 

plantas de V. luteola e V. unguiculata (Figura 12A e 12B). 
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Figura 5 – Área Foliar de Vigna luteola (A) e Vigna unguiculata (B) após tratamento com diferentes 
concentrações de NaCl. Médias com letras distintas apresentam diferença estatística significativa entre os 
tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 6 – Número de Folhas de Vigna luteola (A) e Vigna unguiculata (B) após tratamento com diferentes 
concentrações de NaCl. Médias com letras distintas apresentam diferença estatística significativa entre os 
tratamentos da mesma espécie (Tukey  a 5%).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7 – Massa Foliar Específica (MFE) de Vigna luteola (A) e Vigna unguiculata (B) após tratamento com 
diferentes concentrações de NaCl. Médias com letras distintas apresentam diferença estatística significativa entre 
os tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%).  
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Figura 8 – Teor de Suculência de Vigna luteola (A) e Vigna unguiculata (B) após tratamento com diferentes 
concentrações de NaCl. Médias com letras distintas apresentam diferença estatística significativa entre os 
tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 9 – Comprimento de raiz Vigna luteola (A) e Vigna unguiculata (B) após tratamento com diferentes 
concentrações de NaCl. Médias com letras distintas apresentam diferença estatística significativa entre os 
tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10 – Comprimento da parte aérea Vigna luteola (A) e Vigna unguiculata (B) após tratamento com  
diferentes concentrações de NaCl. Médias com letras distintas apresentam diferença estatística significativa entre 
os tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%).  
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Figura 11 – Razão do comprimento da raiz/comprimento da parte aérea de Vigna luteola (A) e Vigna 

unguiculata (B) após tratamento com diferentes concentrações de NaCl. Médias com letras distintas apresentam 
diferença estatística significativa entre os tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 12 – Razão massa seca da raiz/massa seca da parte aérea de Vigna luteola (A) e Vigna unguiculata (B) 
após tratamento com diferentes concentrações de NaCl. Médias com letras distintas apresentam diferença 
estatística significativa entre os tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%).  
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4.2 Efeito da Salinidade em Peroxidases 

4.2.1 Determinação da Atividade de Peroxidases Totais e Siringaldazina Oxidase 

A atividade de peroxidases totais na espécie Vigna luteola variou entre os tratamentos, 

de forma não significativa nos tratamentos 100mM e 500mM de NaCl. Contudo, nesta 

espécie, sob 250mM de NaCl houve aumento significativo da atividade de peroxidases (Figura 

13A). Em Vigna unguiculata, não houve variação na atividade de peroxidases totais 

submetidas ao estresse salino (Figura 13B). 

A atividade de siringaldazina oxidase não foi alterada nas plantas de V. luteola 

cultivadas em substrato contendo NaCl (Figura 13C). Já em plantas de V. unguiculata, a 

adição do agente estressor ao meio de cultivo gerou o acréscimo de atividade desta enzima no 

tratamento de 250mM de NaCl (Figura 13D). 

Também foi verificado que os resultados das atividades de peroxidases totais e 

siringaldazina oxidase em V. luteola eram superiores aos obtidos na espécie V. unguiculata. 

Para peroxidases totais os valores médios foram de duas a três vezes maiores e para 

siringaldazina oxidase estes resultados foram duas vezes maiores em V. luteola (Figura 12). 
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Figura 13 – Atividade de Peroxidases em raízes das espécies de Vigna após tratamento com diferentes 
concentrações de NaCl. Peroxidases Totais ( A – V. luteola e B – V. unguiculata) e Siringaldazina Oxidase ( C – 
V. luteola e D – V. unguiculata ). Médias com letras minúsculas distintas apresentam diferença estatística 
significativa entre os tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%). Médias com letras maiúsculas distintas 
apresentam diferença significativa entre as espécies comparando-se o mesmo tratamento (Tukey a 5%). 
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4.2.2 Localização de Peroxidases Totais e Siringaldazina Oxidase  

Foram realizadas análises para todos os tratamentos estudados (controle, 100mM, 

250mM e 500mM de NaCl), porém devido à fragilidade do tecido da raiz, principalmente em 

V. luteola, a preservação de detalhes anatômicos foi dificultada. Na localização histoquímica 

de peroxidases, o substrato empregado foi o 4-cloro-naftol, que produz um precipitado preto e 

insolúvel (Figura 14). Para a localização da atividade de siringaldazina oxidase foi empregado 

o substrato siringaldazina, que produz precipitação rosa e solúvel (Figura 15). Cada corte da 

raiz foi pressionado sob a membrana de nitrocelulose cerca de 4 vezes, pois no primeiro corte 

a reação era muito intensa não permitindo visualizar com detalhes a localização da atividade.   

Entre as impressões de raízes de V. luteola, foi verificado que na ausência do agente 

estressor, a atividade de peroxidases totais está localizada principalmente na epiderme, embora 

também ocorra em menor intensidade no córtex e cilindro central. Sob estresse, a reação foi 

mais intensa e mais ampla no córtex e feixe vascular e epiderme. Nas impressões de plantas do 

tratamento controle de V. unguiculata, foi observado que a localização da atividade de 

peroxidases totais está limitada à epiderme e cilindro central. Sob salinidade, a localização da 

atividade de peroxidases foi intensificada na epiderme e cilindro central e também foi 

observada na região córtex (Figura 14). 

A atividade de siringaldazina oxidase, em raízes de V. luteola no tratamento controle, 

foi observada na epiderme e nos cilindros centrais, embora pouco intensa. Com acréscimo de 

500mM de NaCl no substrato, foi observada atividade em todas as regiões da raiz com muita 

intensidade, o que não permitiu a visualização de detalhes anatômicos. Em V. unguiculata, a 

atividade da enzima siringaldazina nas impressões de plantas controle (dados não mostrados) e 

sob 100mM de sal foi observada somente na epiderme. No entanto, sob alta concentração de 
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NaCl (500mM), a localização desta enzima foi ampliada por todas as regiões da raiz, sendo 

mais intensa na epiderme (Figura 15). 
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Figura 14 – Localização de Peroxidases Totais em raízes de Vigna luteola e Vigna unguiculata após tratamento 
com diferentes concentrações de NaCl. Legenda: ∗ - Cilindro Central, ∗∗  - Córtex, ∗∗∗ - Epiderme. 
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Figura 15 – Localização de Siringaldazina em raízes de Vigna luteola e Vigna unguiculata após tratamento com 
diferentes concentrações de NaCl Legenda: ∗ - Cilindro Central, ∗∗  - Córtex, ∗∗∗ - Epiderme. 
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4.3 Efeito da Salinidade na Integridade de Membrana Plasmática 

4.3.1 Determinação de Perda de Eletrólitos 

Em ambas as espécies houve um aumento da perda de eletrólitos das raízes com o 

aumento de sal no substrato de crescimento. Em V. luteola, houve um resultado médio 2,5 

vezes maior sob 500mM de NaCl, em relação ao controle (Figura 16A). Nas plantas de V. 

unguiculata submetidas ao estresse salino, foi possível notar um acréscimo significativo na 

liberação de eletrólitos da ordem de 2 vezes sob 250mM de NaCl e de 4 vezes sob 500mM 

(Figura 16B). 

Comparando-se as duas espécies, dentro de cada tratamento, observou-se que V. 

unguiculata teve maior liberação iônica para o meio externo que V. luteola e que, sob estresse 

salino, o aumento na liberação de eletrólitos em V. unguiculata é muito mais expressivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Condutância Elétrica em raízes de Vigna luteola (A) e Vigna unguiculata (B) após tratamento com 
diferentes concentrações de NaCl. Médias com letras minúsculas distintas apresentam diferença estatística 
significativa entre os tratamentos da mesma espécie segundo Tukey a 5%. Médias com letras maiúsculas distintas 
apresentam diferença significativa entre as espécies comparando-se o mesmo tratamento (Tukey a 5%). 
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4.4 Efeito da Salinidade nas Relações Iônicas 

4.4.1 Determinação da Razão Na+/K+ 

Ambas espécies apresentaram aumento de Na+ e redução de K+ em raízes e folhas, sob 

estresse salino (Tabelas 1 e 2).  

Em raízes, V. luteola acumulou maior teor de Na+ que V. unguiculata nos tratamentos 

avaliados (Tabela 1). O acréscimo de Na+ em V. luteola foi da ordem de 9 vezes sob 250mM e 

10 vezes em 500mM em relação ao controle, enquanto em V. unguiculata este aumento foi de 

7 vezes (250mM) e 9 vezes (500mM) em relação ao controle.  

Nas amostras de V. luteola, ocorreu redução de 4% no teor do íon K+ sob 250mM de 

NaCl. Já, sob 500mM, houve queda de 35% na concentração deste elemento. De modo 

semelhante, na espécie V. unguiculata o acréscimo de NaCl no substrato levou à redução de 

K+ em ambos os tratamentos salinos, embora esta redução tenha sido muito maior (25% sob 

250mM e 44% sob 500mM de NaCl).  

Em raiz, a razão Na+/ K+, sempre foi maior na espécie V. luteola (Tabela 1). 

Nas duas espécies de Vigna ocorreu acúmulo de Na+ nas folhas (Tabela 2). Este 

aumento foi mais marcante na espécie V. unguiculata, onde se encontrou 33 vezes mais Na+ no 

tratamento de 500mM de NaCl que no controle. Enquanto em V. luteola, neste mesmo 

tratamento, o teor de Na+ foi cerca de 18 vezes maior que o controle.  

Quanto ao K+, em ambos tratamentos (250mM e 500mM) de sal houve redução deste 

mineral, sendo maior o impacto em V. luteola (cerca de 20% em 250mM e 17% sob 500mM 

de NaCl). Em V. unguiculata a queda de K+ foi 16% sob 250mM e 6% em 500mM. 

Em folhas, o comportamento da relação Na+/ K+ foi distinto nas duas espécies (Tabela 

2). Em V. luteola, houve um aumento de 29 vezes sob 250mM em relação ao controle e de 20 
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vezes em 500mM. Em V. unguiculata, o acréscimo desta razão foi de 12 vezes sob 250mM e 

37 vezes sob 500mM. 

Em geral, a queda da razão Na+/K+ está relacionada com o acúmulo de Na+ e redução 

na concentração de K+ nas raízes e parte aérea das duas espécies. 

 

Tabela 1 – Concentração de Na+ e K+ (µmol/g MS) e razão Na+/K+ em raízes de Vigna luteola e Vigna 

unguiculata após tratamento com diferentes concentrações de NaCl. 
 

Tratamento  V. luteola   V. unguiculata  

 K+ Na+ Na+/ K+ K+ Na+ Na+/ K+ 

0mM 854,26 91,00 0,11 905,42 60,90 0,07 

250mM 821,01 791,73 0,96 680,34 404,56 0,59 

500mM 552,46 891,78 1,61 503,86 526,37 1,12 

 
 

 

 

Tabela 2 – Concentração de Na+ e K+ (µmol/g MS) e razão Na+/K+ em folhas de Vigna luteola e Vigna 

unguiculata após tratamento com diferentes concentrações de NaCl. 
 

Tratamento  V. luteola   V. unguiculata  

 K+ Na+ Na+/ K+ K+ Na+ Na+/ K+ 

0mM 785,21 21,75 0,03 1043,52 21,75 0,02 

250mM 629,19 539,42 0,86 874,73 208,81 0,24 

500mM 654,76 395,86 0,61 977,03 726,48 0,74 
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4.5 Efeito da Salinidade em Parâmetros Bioquímicos 

4.5.1 Dosagem de Proteínas Solúveis Totais 

O teor de proteínas não foi alterado sob tratamento salino em V. luteola (Figura 17A). 

Porém, na espécie V. unguiculata, com a aumento da concentração de NaCl, ocorreu uma ueda 

relevante no conteúdo de proteínas (Figura 17B).  

Ainda foi observado que nas plantas de V. unguiculata o teor protéico foi maior que em 

de V. luteola no tratamento controle (20%) e 100mM (17%), sob condições mais rigorosas de 

estresse, o conteúdo protéico é maior em Vigna luteola. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 – Proteínas Solúveis em folhas de Vigna luteola (A) e Vigna unguiculata (B) após tratamento com 
diferentes concentrações de NaCl. Médias com letras minúsculas distintas apresentam diferença estatística 
significativa entre os tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%). Médias com letras maiúsculas distintas 
apresentam diferença significativa entre as espécies comparando-se o mesmo tratamento (Tukey a 5%). 
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4.5.2 Dosagem de Açúcares Solúveis Totais 

O teor de açúcares solúveis não foi alterado em raízes de ambas as espécies avaliadas, 

em condições de estresse (Figura 18). Confrontando os resultados das duas espécies nos 

mesmos tratamentos foi possível notar que em Vigna unguiculata há maior concentração deste 

soluto, mesmo sob salinidade mediana (250mM). Quando em condições mais severas de 

estresse (500mM), ambas espécies tendem a acumular o mesmo teor de carboidratos na raiz 

(Figura 18A e18B). 

Em folhas não houve variação significativa no conteúdo de açúcares solúveis sob 

salinidade em V. luteola e V. unguiculata (Figura 19A e19B). O teor de carboidratos foi 

superior em V. luteola, sob estresse, comparando-se aos mesmos tratamentos de V. 

unguiculata. Enquanto que, em condições ideais de cultivo, em ambas espécies os resultados 

obtidos foram semelhantes. 
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Figura 18 – Açúcares Solúveis Totais em raiz de Vigna luteola (A) e Vigna unguiculata (B) após tratamento com 
diferentes concentrações de NaCl. Médias com letras minúsculas distintas apresentam diferença estatística 
significativa entre os tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%). Médias com letras maiúsculas distintas 
apresentam diferença significativa entre as espécies comparando-se o mesmo tratamento (Tukey a 5%). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Açúcares Solúveis Totais em folhas de Vigna luteola (A) e Vigna unguiculata (B) após tratamento 
com diferentes concentrações de NaCl. Médias com letras minúsculas distintas apresentam diferença estatística 
significativa entre os tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%). Médias com letras maiúsculas distintas 
apresentam diferença significativa entre as espécies comparando-se o mesmo tratamento (Tukey 5%). 
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4.5.3 Dosagem de Sacarose 

O conteúdo de sacarose não foi afetado pela presença de NaCl no substrato, nas duas 

espécies de Vigna. Além disso, ao comparar-se os resultados das duas espécies dentro dos 

mesmos tratamentos, observou-se que os valores eram correspondentes (Figura 20A e 20B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 –Teor de Sacarose em folhas de Vigna luteola (A) e Vigna unguiculata (B) após tratamento com 
diferentes concentrações de NaCl. Médias com letras minúsculas distintas apresentam diferença estatística 
significativa entre os tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%). Médias com letras maiúsculas distintas 
apresentam diferença significativa entre as espécies comparando-se o mesmo tratamento (Tukey a 5%). 
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4.5.4 Dosagem de Malondialdeído 

O teste foi realizado somente em plantas da espécie Vigna unguiculata, pois a massa 

seca mínima para esta determinação não foi obtida nas amostras de Vigna luteola.  

O conteúdo de malondialdeído em raiz não variou de maneira significativa nos 

tratamentos contendo NaCl em relação ao controle. Foi observada uma tendência de queda na 

sua concentração sob condições mais severas de salinidade (Figura 21). 
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Figura 21 – Teor de Malondialdeído (MDA) em raiz de Vigna unguiculata após tratamento com diferentes 
concentrações de NaCl. Médias com letras distintas apresentam diferença estatística significativa entre os 
tratamentos da mesma espécie (Tukey a 5%).  
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5. Discussão 

De acordo com Larcher (2000), os processos de crescimento são particularmente 

sensíveis ao efeito do sal, de forma que a taxa de crescimento e a produção de biomassa são 

bons critérios para avaliação do grau de estresse e da capacidade da planta em superar a 

salinidade.  

A massa fresca de V. luteola apresentou redução somente em folhas e as massas secas 

de raiz, caule e folhas não variaram. Vaidyanathan et al. (2003) observaram que em um 

cultivar de arroz resistente ao sal, houve queda de massa fresca total da planta e manutenção 

de massa seca total da planta. A massa seca livre de cinzas também não foi alterada em V. 

luteola. 

Em V. unguiculata, houve redução de massas fresca e seca de raiz, caule e folhas. 

Inúmeros trabalhos indicam que sob estresse salino, cultivares sensíveis apresentam redução 

nestes parâmetros (Seemann & Critchley, 1985; Rawat & Banerjee, 1998; Haddad & 

Mazzafera, 1999; Flowers & Hajibagheri, 2001; Wei et al., 2003). As massas secas livres de 

cinzas de raiz, caule e folhas também foram reduzidas nesta espécie, sob estresse salino. 

A queda da massa fresca das plantas de V. unguiculata pode estar relacionada com o 

efeito osmótico da salinidade, que abaixa o potencial osmótico da solução do solo e inibe a 

condução da água em direção às células, caracterizando o estresse hídrico (Marcelis & 

Hooijdonk, 1999; Tester & Davenport, 2003).  

A queda de massa seca pode refletir o aumento da respiração, que é acelerada em 

condições de estresse, ganho reduzido de carbono (Greenway & Munns, 1980; McCree, 1986; 

Zhu, 2001; Lee et al., 2004) e/ou suprimento inadequado de nutrientes para a planta (Marcelis 

& Hooijdonk, 1999; Debez et al., 2004). 
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A salinidade tem um impacto negativo sobre as folhas. Em algumas espécies, como 

arroz, algodão, trigo, sorgo, Cakile maritima, Hydrocotyle bonariensis, Foeniculum vulgare e 

V. radiata, sob condições de estresse salino, foi observada a queda da área foliar (Okusanya e 

Oyesiku, 1994; Munns et al., 1995; Lutts et al., 1996; Leidi & Saiz, 1997; Zayed & Zeid, 

1997/98; Haddad & Mazzafera, 1999; Debez et al., 2004; Netondo et al., 2004). Neste 

trabalho, a salinidade levou a uma redução severa na área foliar em V. unguiculata. O mesmo 

resultado foi obtido por Costa et al. (2003), quando avaliou este parâmetro nesta mesma 

variedade. A área foliar de V. luteola não foi alterada sob estresse salino. No entanto, V. 

luteola apresentou aumento de área foliar quando cultivada em hidroponia com água do mar 

na concentração de 70% da água do mar (Okusanya e Oyesiku, 1994).  

A queda da área foliar pode ser atribuída à senescência ou reduzida taxa de 

crescimento (Bernstein et al., 1993). Esta queda pode ser a principal causa da diminuição do 

ganho de carbono e do crescimento reduzido da planta sob estresse salino, pois leva à queda 

de absorção de dióxido de carbono e à menor interceptação da luz, diminuindo a fotossíntese 

(Marcelis & Hooijdonk, 1999; McCree, 1986; Zhu, 2001; Netondo et al., 2004). 

O estresse salino também é responsável pela redução do número de folhas (Okusanya e 

Oyesiku, 1994; Rawat & Banerjee 1998; Ghoulam et al., 2002; Debez et al., 2004). A 

presença de NaCl no meio externo não levou à variação no número de folhas em V. luteola. 

Contudo, ocorreu uma severa queda no número de folhas de V. unguiculata nesta mesma 

condição. Segundo Netondo et al. (2004), a redução do teor de Ca2+ nas folhas mais velhas 

implica num bloqueio do desenvolvimento de novas folhas.  

Em V. luteola, a massa foliar específica aumentou com o incremento de NaCl. Em V. 

unguiculata, a massa foliar específica foi significativamente menor sob salinidade severa. Este 
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resultado está de acordo com o obtido por Costa et al. (2003), que trabalhou com a mesma 

espécie. 

Plantas sob estresse salino apresentam características xeromórficas como folhas 

menores, área de transpiração reduzida e maior massa foliar/área foliar. Estas características 

provavelmente ajudam a planta a manter um conteúdo maior de água sob condições de 

estresse hídrico, pois diminui a perda de água (Polyjakoff-Mayber & Gale, 1975 citado Bray 

& Reid, 2002). 

A suculência não variou nas duas espécies de Vigna. Em Cakile maritima e Phaseolus 

vulgaris houve aumento na suculência foliar sob estresse salino (Seemann & Critchley, 1985; 

Debez et al., 2004). Resultados diferentes dos nossos foram encontrados por Costa et al. 

(2003) com V. unguiculata, que apresentou aumento de suculência foliar com aumento da 

salinidade. Estes resultados distintos podem estar relacionados com o método de cultivo 

(hidroponia, onde os sais estão em contato permanente com as raízes) e estágio de 

desenvolvimento (14 dias após germinação) do cultivar analisado. 

O espessamento foliar, em decorrência do acúmulo de água nas células, está 

relacionado com a maior tolerância ao estresse salino (Greenway & Munns, 1980; Costa et al. 

2003) e visa evitar o déficit hídrico e reduzir a concentração de sais no protoplasma (Larcher, 

2000).  

A razão MS raiz/MS parte aérea de Phaseolus vulgaris aumentou sob estresse, quando 

cultivado em substrato vermiculita:perlita (1:1 v/v) e sob concentrações de NaCl entre 25mM 

a 150mM, devido à queda de massa seca da parte aérea nesta espécie (Seemann & Critchley, 

1985).  Em V. luteola e V. unguiculata não houve variação deste parâmetro sob salinidade. 

A razão comprimento raiz/parte aérea não variou em V. luteola sob estresse salino. 

Resultado semelhante foi obtido por Okusanya e Oyesiku (1994). Este parâmetro aumentou 
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com o acréscimo de sal no meio externo em V. unguiculata, em decorrência do aumento do 

comprimento da raiz e redução da parte aérea.Costa et al. (2003) obtiveram resultado similar 

com o mesmo cultivar, cultivado sob hidroponia. Contudo, Okusanya e Oyesiku (1994) 

avaliaram a razão do comprimento da parte aérea/raiz em V. vexillata, uma espécie de baixa 

resistência ao sal, quando cultivada sob diferentes concentrações da água do mar e observaram 

o aumento deste parâmetro. 

Okusanya e Oyesiku (1994), relacionaram a tolerância ao sal ao maior crescimento da 

raiz, explicando que isto levaria a uma maior absorção de água e nutrientes, prevenindo a 

desidratação. Contudo, para Flowers & Hajibagheri (2001), a ausência de efeito da salinidade 

neste parâmetro já é indicativo de que a espécie é tolerante ao estresse salino, pois mantém seu 

crescimento normal sob condição adversa de crescimento.  

Recentemente muitos trabalhos têm indicado que a aquisição da tolerância ao estresse 

salino pode ser conseqüência do controle eficiente do estresse oxidativo (Hernández et al., 

2001). As peroxidases são consideradas antioxidantes que protegem as células contra danos 

causados pelo peróxido de hidrogênio (Minibaeva & Gordon, 2003). Sua alta atividade tem 

sido associada com a tolerância à salinidade (Mittova et al., 2002; Meloni et al., 2003). A 

maior tolerância de V. luteola ao estresse salino, pode estar relacionada ao fato desta espécie 

ter apresentado atividade de peroxidases totais muito superior à de V. unguiculata. 

Em V. luteola a atividade de siringaldazina oxidase não foi alterada pela salinidade, já, 

m V. unguiculata houve aumento da atividade desta enzima sob estresse salino. Lin & Kao 

(1999), observaram o aumento da atividade de siringaldazina oxidase em arroz sob estresse 

salino. Peyrano et al. (1997) também observaram a elevação da atividade desta enzima em 

tomateiro em condições de salinidade. 
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O enrijecimento da parede celular tem sido relacionado com inibição do crescimento 

radicular (comprimento) por alguns pesquisadores (Neumann et al., 1994). Goldberg et al. 

(1983), sugeriram que a enzima siringaldazina oxidase está envolvida diretamente com o 

processo de lignificação e conseqüente enrijecimento da parede celular. Em V. unguiculata, 

houve aumento da atividade de siringaldazina oxidase sob salinidade, contudo foi constatado o 

aumento do comprimento da raiz.  

Goldberg et al. (1983) demonstraram a localização da atividade de siringaldazina em 

células do xilema e fibras do floema em plantas de Populus. Somente em células onde o 

processo de lignificação havia sido iniciado foi localizada esta enzima. Peyrano et al. (1997) 

localizaram a atividade de siringaldazina oxidase nos vasos do xilema e camadas 

subepidérmicas em tomateiro sob estresse salino. 

A atividade de siringaldazina oxidase foi localizada na epiderme V. unguiculata e em 

V. luteola na epiderme e cilindro central. Em ambas espécies, sob estresse salino houve 

aumento na intensidade da reação, principalmente em V. luteola, onde foi identificada em 

todas as regiões da raiz a atividade da enzima siringaldazina oxidase. 

A presença de NaCl no meio de cultivo causa distúrbio na permeabilidade da 

membrana. Esta alteração pode ser evidenciada pelo aumento da liberação de solutos 

(Borochov-Neori & Borochov, 1991; Ghoulam et al., 2002). Aumentos significativos na 

liberação de eletrólitos foram observados em ambas as espécies de Vigna. Nos tratamentos de 

250mM e 500mM de NaCl, foram obtidos os valores mais expressivos deste parâmetro, os 

quais correspondiam à espécie V. unguiculata. Os dados obtidos sugerem que a 

permeabilidade da membrana plasmática foi severamente comprometida pelo estresse salino. 

Estudos anteriores que utilizaram a liberação de solutos como indicador de injúria na 

membrana plasmática, reportaram que em resposta à salinidade, em cultivares sensíveis houve 
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um grande aumento de liberação de solutos em comparação aos cultivares resistentes 

(Ghoulam et al., 2002; Mansour & Salama, 2004). A comparação das duas espécies de Vigna 

dentro de cada tratamento demonstrou que a perda de eletrólitos é significativamente maior 

em V. unguiculata em todos os tratamentos, sugerindo uma maior sensibilidade ao sal nesta 

espécie. Contudo, estes resultados podem refletir não apenas a perda da integridade da 

membrana celular, mas também a saída de sódio acumulado no apoplasto destas espécies. 

A localização do Na+ na planta também parece ser importante, já que nas espécies mais 

resistentes ao sal, este íon fica concentrado nas raízes (Suhayda et al., 1992; Okusanya & 

Oyesiku, 1994). O teor de Na+ nas raízes das duas espécies de Vigna aumentou com o 

concentração de NaCl no meio externo. No entanto, a espécie V. luteola destaca-se pelo 

acúmulo muito elevado de Na+ em suas raízes e menor teor de K+ em comparação à V. 

unguiculata.  

Em folhas de Vigna unguiculata ocorreu um acréscimo progressivo na concentração de 

Na+ com o aumento da salinidade. Embora V. luteola tenha apresentado mais Na+ que V. 

unguiculata nas raízes, ela tem menor concentração deste íon nas folhas sob alta salinidade, 

sugerindo que esta espécie é mais eficiente na regulação do transporte iônico para a parte 

aérea. 

A razão Na+/K+ aumentou em raízes e em folhas de ambas espécies de Vigna na 

presença do agente estressor. Alguns trabalhos (Okusanya & Oyesiku, 1994; Wei et al., 2003) 

indicam que em espécies tolerantes e sensíveis há aumento na razão Na+/K+, tanto na raiz 

como na parte aérea sob estresse salino. Mas este aumento é altamente significativo em 

espécies sensíveis, comparadas a espécies tolerantes. Portanto, esta razão não se apresentou 

como um parâmetro conclusivo na descriminação da tolerância ao sal entre as duas espécies. 
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O acúmulo de solutos durante episódios de estresse hídrico resulta numa parcial ou 

total manutenção do turgor celular (Barlow, 1986). Dos vários osmólitos orgânicos, os 

açúcares contribuem em cerca de 50% ou mais do ψs total em glicófitas sob salinidade (Ashraf 

& Harris, 2004), previnem contra a desidratação e são fonte de energia para células ativas sob 

condições salinas (Elavumoottil et al., 2003). 

Inúmeros trabalhos demonstram que sob estresse salino há acréscimo na concentração 

de açúcares solúveis (Ashraf, 1994; Torrecillas et al., 1994; Leidi & Saiz, 1997; Elavumoottil 

et al., 2003; Martínez-Ballesta et al., 2004), especialmente em espécies sensíveis ao excesso 

de sais no meio externo (Torrecillas et al., 1994). 

Ashraf & Harris (2004), compilaram em sua revisão uma série de referências que 

revelam que não há um padrão no comportamento da sacarose sob estresse salino. Contudo, a 

sacarose tem sido indicada como a principal molécula de açúcar a atuar no turgor celular 

(Perry et al., 1987), além de proteger os cloroplastos contra injúrias durante a dessecação 

(Greenway & Munns, 1980). 

Embora a literatura indique uma tendência ao aumento de açúcares sob salinidade, não 

foram constatadas variações nas concentrações de açúcares totais (raízes e folhas) e sacarose 

(folhas) de V. luteola e V. unguiculata. 

Dentre as alterações bioquímicas que ocorrem diante da salinidade inclui-se a da 

síntese protéica (Evers et al., 1997).  

Embora Ashraf (1994) não tenha encontrado alterações no teor protéico foliar de 

linhagens de Eruca sativa com diferentes graus de tolerância ao estresse salino, há trabalhos 

demonstrando que a concentração de proteínas foliares manteve-se ou aumentou sob 

salinidade, em plantas mais tolerantes ao sal, mas é afetada em espécies sensíveis (Hajar et al., 

1996; Rajesh et al., 1999; Yang & Yen, 2002).   
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Em folhas de V. luteola, o estresse salino não induziu mudanças na concentração de 

proteínas solúveis, enquanto que em V. unguiculata ocorreu uma queda rigorosa sob média e 

alta salinidade (250mM e 500mM). Em calos de Brassica olereacea foi observado 

comportamento semelhante ao de V. unguiculata. Após três semanas de cultivo com NaCl, o 

teor protéico teve uma queda significativa (Elavumoottil et al., 2003). 

A queda da concentração protéica em V. unguiculata pode ser devida à alta salinidade, 

já que o excesso de sais prejudica a síntese protéica e eleva a proteólise (Silveira et al., 2003). 

O malondialdeído é um produto da peroxidação de lipídios em plantas expostas à 

condições ambientais adversas. Ele é um indicador de formação de radicais livres no tecido 

(Parida et al., 2004) e foi associado recentemente com atuação de enzimas antioxidantes 

(superóxido dismutase, catalases, peroxidases e glutationa redutase) que protegem as células 

de danos oxidativos, entre eles a peroxidação de lipídios, causada por espécies ativas de 

oxigênio (Meloni et al., 2003; Parida et al., 2004; Vaidyanathan et al., 2003). Assim, as 

atividades destas enzimas e concentração de malondialdeído são inversamente proporcionais.  

O teor de malondialdeído não variou em raízes de V. unguiculata sob estresse salino.  

Em folhas de B. parviflora a concentração de malondialdeído também manteve-se 

inalterada em diferentes teores de NaCl (Parida et al., 2004) e Arbona et al. (2003), não 

observaram variação do teor de malondialdeído em citrus sob estresse salino. Contudo, Meloni 

et al. (2003) observaram aumento de malondialdeído em folhas de duas espécies de algodão, 

sendo que o maior acúmulo deste produto encontrava-se na espécie mais sensível e 

Vaidyanathan et al. (2003) obtiveram resultado semelhante com dois cultivares de O. sativa. 

É possível que tenha havido danos às membranas celulares de raízes de plantas de V. 

unguiculata sob estresse salino, já que a perda de eletrólitos para o meio externo aumentou 

nesta condição. Este resultado pode ser justificado pela ausência do aumento de atividade das 
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peroxidases sob salinidade, o que favorece o aumento da formação de espécies ativas de 

oxigênio e conseqüentemente danos à membrana. 

Contudo, a concentração de malondialdeído, que indica a perda de integridade das 

membranas, manteve-se inalterada sob concentrações crescentes de sal. Este resultado pode 

ser esclarecido pelo fato da peroxidação lipídica render uma mistura de compostos carbonil, 

através de uma cadeia de reações, onde o malondialdeído é somente um destes compostos 

(Kennedy & Filippis, 1999). Assim, a manutenção do teor de malondialdeído, pode estar 

relacionada com o favorecimento da produção de outros compostos da rota da peroxidação 

lipídica. 

Em V. luteola também é provável que tenha havido perda de eletrólitos pela membrana 

com o aumento da salinidade, embora tenha ocorrido aumento na atividade de peroxidases 

totais, nestas condições. Como as peroxidases não são as únicas enzimas envolvidas no 

processo de proteção às membranas contra o ataque de espécies ativas de oxigênio, as 

atividades de outras enzimas como superóxido dismutase, glutationa redutase, teriam que ser 

analisadas a fim de se obter um quadro mais claro dos mecanismos envolvidos. 
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6. Conclusões 

 

• Todos os parâmetros de crescimento avaliados demonstraram que V. luteola é mais 

tolerante à alta salinidade que V. unguiculata. 

 

• A queda no teor protéico em V. unguiculata e a manutenção da concentração de 

proteínas em V. luteola, sob estresse salino, estão relacionadas às diferenças de sensibilidades 

das espécies nesta condição de cultivo. 

 

• Açúcares solúveis totais e sacarose não estão relacionados com o ajustamento 

osmótico nas duas espécies de Vigna. 

 

• A alta atividade de peroxidases em V. luteola é uma característica constitutiva desta 

espécie e está relacionada à tolerância ao estresse salino. 

 

• A razão Na+/K+ não foi um parâmetro eficiente para o estabelecimento da relação 

entre tolerância e sensibilidade à salinidade, nas espécies estudadas. 
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