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Resumo 

 

Cálcio apresenta função estrutural, na parede celular, atua na manutenção da 

estabilidade da membrana plasmática e é mensageiro secundário, envolvido na regulação 

de processos fisiológicos do desenvolvimento e em respostas a estresses. No dano 

mecânico, espécies reativas de oxigênio (ERO) auxiliam no afrouxamento da parede 

celular e na abertura de canais de Ca2+ do reticulo endoplasmático e o aumento de Ca2+ no 

citoplasma gera uma cascata de sinais mediados por hormônios, ERO, peroxidases e cálcio-

calmodulina. Além disso, o Ca2+ é de fundamental importância para o funcionamento do 

fotossistema II (PSII), uma vez que, sua variação pode interferir na cadeia transportadora 

de elétrons. O objetivo deste estudo foi investigar a influência da variação de cálcio na 

sinalização de defesa de plantas de crescimento lento e rápido e submetidas a dano 

mecânico. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro 

repetições, em esquema fatorial, onde as plantas foram cultivadas com 0, 2 e 4 mM de Ca2+, 

com e sem dano mecânico e cinco épocas de avaliação, realizadas aos 0, 15, 30, 60 e 90 

dias após o dano mecânico. Com a espécie de crescimento lento, Annona emarginata, 

foram estudados fotossíntese (fluorescência da clorofila a e trocas gasosas), massa seca 

total, crescimento quantitativo e peroxidação lipídica. No Solanum lycopersicum Micro-

Tom, espécie de crescimento rápido, expressão de genes de estresses, enzimas 

antioxidantes, peroxido de hidrogênio, peroxidação lipídica, histoquímica de peroxido de 

hidrogênio, fotossíntese (fluorescência da clorofila a e trocas gasosas) e massa seca dos 

diferentes órgãos foram avaliados. Os resultados permitiram concluir que as plantas de 

Annona emarginata apresentaram maior resistência ao dano mecânico na presença de 

cálcio e foram mais sensíveis na ausência do mineral. Cultivo dessa espécie com 2 mM de 

cálcio na solução nutritiva completa garantiu crescimento e restabelecimento fotossintético 

do vegetal submetido a dano mecânico. Quanto ao Solanum lycopersicum Micro-Tom, os 
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resultados sugerem que peroxido de hidrogênio está envolvido na resposta ao dano 

mecânico em plantas sem cálcio.  Nessa espécie, presença de cálcio foi importante na 

defesa e aclimatação fotossintéica após dano mecânico e 2 mM de cálcio na solução 

nutritiva foram suficientes para defesa e superação do estresse por dano mecânico. 

 

Palavras-chaves: Annona emarginata, Solanum lycopersicum Micro-Tom, expressão 

gênica, sistema antioxidantes, fotossíntese 
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Abstract 

Calcium presents structural function in the cell wall, it acts in the maintenance 

of the stability of the plasma membrane and is secondary messenger, involved in the 

regulation of physiological processes of development and in responses to stresses. In 

mechanical damage, reactive oxygen species (ROS) assist in the loosening of the cell wall 

and in the opening of Ca2+ channels of the endoplasmic reticulum, and the increase of Ca2+ 

in the cytoplasm generates a cascade of signals mediated by hormones, ROS, peroxidases 

and calcium-calmodulin. In addition, Ca2+ is of fundamental importance for the functioning 

of photosystem II (PSII), since its variation can interfere with the electron transport chain. 

The objective of this study was to investigate the influence of calcium variation on defense 

signaling of slow and fast growing plants and submitted to mechanical damage. The 

experimental design was a randomized block, with four replications in a factorial design, 

where the plants were cultured with 0, 2 and 4 mM Ca2+ with and without mechanical 

damage five evaluation times were made at 0, 15, 30, 60 and 90 days after mechanical 

damage. With the slow-growing species, Annona emarginata, photosynthesis (chlorophyll 

a fluorescence and gas exchange), total dry mass, quantitative growth and lipid 

peroxidation were studied. The results allowed to conclude that the Annona emarginata 

plants presented greater resistance to the mechanical damage in the presence of calcium 

and were more sensitive in the absence of the mineral. Cultivation of this species with 2 

mM Ca2+ in the complete nutrient solution ensured the growth and photosynthetic 

reestablishment of the plant submitted to mechanical damage. As for Solanum 

lycopersicum Micro-Tom, the results suggest that hydrogen peroxide is involved in the 

response to mechanical damage in plants without calcium. In this species, the presence of 

calcium was important in the defense and photosynthetic acclimation after mechanical 

damage and 2 mM Ca2+ in the nutrient solution were enough for defense and overcoming 

stress due to mechanical damage. 
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Introdução  

 

O cálcio é um elemento essencial que apresenta função estrutural, ligando-se a 

pectatos na parede celular, atua na manutenção da estabilidade da membrana plasmática 

(BAI et al., 2009) e é mensageiro secundário, envolvido na regulação de processos 

fisiológicos (DENNESS et al., 2011).   

Variação deste elemento pode desencadear inúmeros processos 

morfofisiológicos como divisão e alongamento celular, polarização e alongamento do tubo 

polínico, ramificação de raízes, germinação de sementes, fotossíntese, movimento 

estomático, resposta aos tropismos, senescência, apoptose, estando envolvido também no 

ritmo circadiano, que controla vários processos fisiológicos. 

A sinalização do cálcio no desenvolvimento vegetal é modulada por sua 

concentração no citoplasma. Influxo e efluxo de cálcio no citosol são mediados por canais 

e transportadores de Ca2+ localizados nas membranas celulares, de modo a manter bem 

controlada a concentração desse íon no citoplasma (BUSH, 1995; BOGESKI et al., 2011).  

Os canais de liberação de Ca2+ têm importante função na sinalização a longa 

distância por meio da entrada e saída do íon, o que permite a propagação de sinais elétricos 

na membrana plasmática e respostas hormonais, necessárias nos processos que envolvem 

o Ca2+ como mensageiro secundário (STEINHORST; KUDLA, 2014). Sendo assim, o 

cálcio, e os hormônios atuam na sinalização, na superação de estresses abióticos e bióticos 

e no controle da fotossíntese (UGGLA et al., 1996; OGAWA et al., 2003; FUKUDA, 2004; 

GAO et al., 2008; XU; LI; ZHANG, 2013; ZHOU; SONG; XUE, 2013; HOCHMAL et al., 

2015).  Esse íon desempenha papel na atividade de enzimas antioxidantes e como 

consequência, pode auxiliar na redução de peroxidação lipídica, permitindo maior 

tolerância ao estresse (SIDDIQUI; AL-WHAIBI; BASALAH, 2011; SIDDIQUI et al., 

2012; XU et al., 2013). 
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Ação do cálcio na indução de tolerância ao estresse  por metal pesado foi 

estudada em Triticum aestivum, por toxicidade ao níquel (SIDDIQUI; AL-WHAIBI; 

BASALAH, 2011). Da mesma forma, cálcio sinalizou expressão gênica e ativação de 

enzimas antioxidantes para neutralização das espécies reativas de oxigênio (ERO). Deve 

ser ressaltado que as plantas foram tolerantes ao níquel e apresentaram  maior taxa 

fotossintética (YANG et al., 2014). 

Na fase inicial do estresse há produção de O2
- e H2O2 e aumentos de espécies 

reativas de oxigênio (SUZUKI; MITTLER, 2012), que atuam na abertura de canais de Ca2+ 

e promovem aumento momentâneo desse íon no citoplasma. Nessas condições, a proteína 

RbohD (Respiratory burst oxidase homologs-D), responsável pela geração de superóxido 

e peroxido de hidrogênio por meio da oxidação de NADPH+H+, é ativada de forma direta. 

De forma indireta, o Ca+2 ativa proteínas quinases (CPK5/26) e CBL1/9 responsáveis pela 

ativação da proteína RbohD (MITTLER et al., 2011; TAKAHASHI et al., 2011; GILROY 

et al., 2014, 2016) (Fig. 1).  

No estresse por dano mecânico, RbohD é requerido para rápida síntese e 

acúmulo de ERO nos espaços extracelulares na região distal do ferimento. (MITTLER et 

al., 2011; TAKAHASHI et al., 2011; GILROY et al., 2014), que pode ser convertido em 

resposta radial propagada entre células vizinhas de xilema, pela liberação do Ca2 + a partir 

do transportador GLRs (glutamate receptor-like channels). Sugere-se que esse mecanismo 

interligue os sinais gerados pelo Ca2 + e ERO (STEINHORST; KUDLA, 2014) Além disso, 

a proteína Zat12, cuja expressão depende de RbohD é induzida poucos minutos após o dano 

mecânico, sendo responsável pela sinalização dos processos de remediação ao estresse 

(TAKAHASHI et al., 2011). 

Aplicação de Ca2+ pode também estimular a atividade de peroxidases do 

apoplasto, ancoradas na parede celular por pectatos de cálcio (MIKA; BUCK; LÜTHJE, 
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2008; PLIETH; VOLLBEHR, 2012; MINIBAYEVA; BECKETT; KRANNER, 2015), 

auxiliando a neutralização de espécies reativas de oxigênio provenientes do dano mecânico. 

No citoplasma, as proteínas que se ligam ao Ca2+ são o primeiro alvo de seus 

sinais. Entre elas estão as calmodulinas (CaMs),  CaM-like, calcinerina B-like (CBL) e 

proteínas quinases dependentes de Ca2+ (CDPKs) (WHITE; BROADLEY, 2003). As 

proteínas CaMs e CaM-like estão envolvidas nos processos de desenvolvimento, 

controlando a expressão gênica (BOUCHÉ et al., 2002; DOHERTY et al., 2009), assim 

como em adaptações a ambientes adversos e respostas à  patógenos. As proteínas 

calcinerina B-like e quinases dependentes de Ca2+ implementam os sinais de Ca2+ no 

citoplasma por meio da fosforilação, desempenhando ação em cascatas de sinalização, 

induzidas, por exemplo, por frio, seca, salinidade, ferimento e deficiência nutricional 

(WHITE; BROADLEY, 2003).  

A presença de Ca2+ no citoplasma ligado à CaM induz melhor ligação dos 

brassinosteroides aos seus receptores, atuando na regulação da diferenciação celular 

(HARDTKE et al., 2007; ZHOU; SONG; XUE, 2013) e em mecanismos de superação de 

estresses bióticos e abióticos (OH et al., 2012). Aplicação de brassinosteroides em milho 

promoveu aumento da expressão do gene ZmCCaMK e maior atividade da proteína 

ZmCCaMK, decodificadora de Ca2+ para sinalização de enzimas antioxidades envolvidas 

com o controle de espécies reativas de oxigênio (YAN et al., 2015).    

Estresse mecânico ao  desencadear aumento das espécies reativas de oxigênio 

(ERO), provoca seu rápido reconhecimento, auxiliando a transmissão de sinal e ativação 

de vias de defesas, que integram  cálcio (Ca2+), proteínas fosforiladas (quinases) e 

hormônios, ácidos jasmônico, salicílico e abscísico (SEO et al., 2007; TAKAHASHI et al., 

2011; STEINHORST; KUDLA, 2014). Aumento  momentâneo de cálcio no citoplasma, 

cria a oscilação responsável pela ativação de proteínas como calmodulinas (CaMs), CaM-
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likes, calcinerina B-like e proteínas quinases dependentes de cálcio (CDPKs) (BOUCHÉ 

et al., 2002).  Níveis elevados de Ca2+ e ERO proporcionam na célula a ativação da quinase 

MPK que se liga a um fosfato e à calmodulina dependente de cálcio, para regular o acúmulo 

de ERO provenientes de estresse (TAKAHASHI et al., 2011). 

Quinases MPK são sinalizadas pelos brassinosteroides provenientes de dano 

mecânico ou estresse oxidativo (TAKAHASHI et al., 2011; ZHOU et al., 2014; XU; 

ZHANG, 2015). Proteína quinase induzida por dano mecânico (WIPK) ou por ácido 

jasmônico (SIPK)  foi identificada em plantas de tabaco (ASAI; OHTA; YOSHIOKA, 

2008). 

Aplicação de ácido abscísico sinaliza cascata de quinases, MAPKKKs 

MAPKKs, MAPKKs e MAPK  específicas  para sinalização de estresse, que atua na 

imunidade inata (JAMMES et al., 2009). Estudos referem entre as causas de estresse, 

ferimento, temperatura, seca, metais pesados, salinidade,  oxidativo e osmótico, que ativam 

vias sinalizadas por cálcio, ERO e hormônios  (SMÉKALOVÁ et al., 2014). 

Após dano mecânico, por tanto, ocorre aumento de proteínas quinases, ativadas 

por mitógenos (MAPKs), proteínas quinases, induzidas por ferimento (WIPK), e proteínas 

quinases, induzidas por aumento das concentrações de ácidos salicílico e jasmônico, 

responsáveis pela ativação de genes envolvidos na resposta ao ferimento (BALDWIN et 

al., 1997; SEO et al., 2007; DENNESS et al., 2011; ROMEIS; HERDE, 2014).      

Assim, evidencia-se uma cascata de sinalizações mediada por hormônios 

(CARLSBECKER; HELARIUTTA, 2005), espécies reativas de oxigênio (ERO), 

peroxidases, cálcio-calmodulina e quinases  para superação do estresse mecânico pela 

planta, de modo, a minimizar os danos causados, aos fotossistemas, entre outros 

(TAKAHASHI et al., 2011; ZHAO et al., 2013).  
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O Ca2+ também é de fundamental importância para o funcionamento dos 

fotossistemas, uma vez que, mantem a estabilidade e agregação das moléculas de clorofila 

no complexo antena (RAMALHO et al., 1995), regula o transporte de elétrons e a síntese 

de NADPH + H+ e ATP (HOCHMAL et al., 2015). O Ca2+ é também constituinte do 

complexo de evolução de oxigênio (CEO), responsável pela foto-oxidação da água e 

doação de elétrons para o fotossistema P680 de modo a manter a cadeia transportadora de 

elétrons (NAJAFPOUR et al., 2012). Assim, danos no CEO podem estar relacionados com 

deficiência de cálcio, como observado em plantas de milho e tomate submetidas à 

deficiência desse elemento (KALAJI et al., 2014).  

Além disso, o Ca2+ atua no movimento estomático, que influencia o processo 

de transpiração, assimilação de carbono e eficiência do uso da água (LIU et al., 2013). A 

atuação desse elemento na abertura e fechamento estomático, indica o desencadeamento 

de sinais diferentes dependendo da velocidade de oscilação da concentração de cálcio no 

citoplasma. Rápida oscilação sinaliza abertura estomática e lenta, fechamento estomático 

(EVANS; MCAINSH; HETHERINGTON, 2001; BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 

2015).   

Deste modo, níveis de Ca2+ fornecidos às plantas com dano mecânico sinaliza 

cascata de eventos para seu restabelecimento, com verificação da ação desse elemento na 

fotossíntese, com importante papel no funcionamento do fotossistema II (PS 680) 

(RAMALHO et al., 1995; NAJAFPOUR et al., 2012) e processos dele dependentes. 

Considerando o requerimento em minerais das espécies vegetais, estudos 

prévios referem diferenças no metabolismo de cálcio em plantas com crescimento lento e 

rápido. Annona emarginata (SCHLTDL.) H. Rainer  cultivada com 50%  da concentração 

de cálcio,  na solução nutritiva completa de Hoagland and Arnon (1950) revelou melhor 

crescimento e maior taxa de assimilação de carbono, sugerindo eficiência no 
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aproveitamento dos foto-assimilados e nutrientes absorvidos (BARON et al., 2013), 

condição atribuída à rusticidade da espécie. Talvez o melhor desempenho de espécies da 

família  Annonaceae encontre explicação no fato de que cristais de oxalato de cálcio 

observados em folhas e caules (DUARTE; OLIVEIRA; SOUZA, 2015), possam constituir 

reserva do íon para utilização quando necessário. Há anos reconhece-se a possibilidade de 

armazenamento reversível de cálcio na forma de oxalato, como observado em Lemna minor 

L. (FRANCESCHI, 1989; TOOULAKOU et al., 2016).  

Por outro lado, plantas de crescimento mais rápido, como tomate, com maior 

consumo de cálcio pelos tecidos revelou elevadas taxas de transpiração e crescimento 

(TONETTO DE FREITAS et al., 2014).  

Comparando-se essas duas espécies que apresentam crescimentos rápido e 

lento, espera-se que a concentração de cálcio para o adequado restabelecimento vegetal 

possa ser diferente em condição de estresse.  
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Figura 1: Transmissão do sinal distal célula-célula por meio da integração de ERO, Ca2+ e 

ondas elétricas por ação da proteína RBOH e superóxido dismutases, proteínas quinases 

dependentes de Ca2+, canais de cálcio da membrana plasmática, e do vacúolo (TPC1), 

ativados por cálcio, e transportadores da membrana plasmática (GLRs) ativados por H2O2. 

Quinases (CPK, CIPKs e MPKs), enzimas antioxidantes (SOD e APx), calmodulina (CBL) 

e plasmodesmos (PD) (GILROY et al., 2016). 
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Considerações finais 

O mecanismo de superação ao estresse e aclimatação fotossintética após o dano 

mecânico apresenta estratégia diferente, em plantas com crescimento lento e rápido. 

Plantas de Annona emarginata, com crescimento lento, quando submetidas à 

deficiência de cálcio e dano mecânico apresentaram assimilação de carbono menor e taxas 

assimilatória líquida e de crescimento relativo com rápido decréscimo, indicando 

aceleração de crescimento. Superação do estresse ocorreu com direcionamento de 

esqueletos carbônico para o sistema antioxidante, uma vez que não houve diferença de 

lipoperoxidação na ausência ou presença de cálcio. Como resultado desse direcionamento, 

houve menor produção de massa seca. Nessas plantas armazenamento de cálcio na forma 

de cristais pode ter permitido manutenção de algumas funções metabólicas, uma vez que 

estudo identificado na literatura com Lemna minor L. revelou armazenamento reversível 

de cálcio na forma de oxalato.  

Annona emarginata cultivada com cálcio e dano mecânico revelou paralização 

do crescimento, verificado pelas taxas assimilatória líquida e de crescimento relativo, 

novamente sugerindo direcionamento de esqueletos carbônicos para superação do dano 

mecânico, uma vez que os sistemas antioxidante enzimático e não enzimático foram 

eficientes e os níveis de peroxidação lipídica não variaram. 

Dessa forma, o dano mecânico e cálcio estão relacionados com ativação do 

sistema de defesa. Na ausência do elemento a aceleração do crescimento não influenciou a 

produção de massa seca, que foi baixa devido ao investimento de recursos para superação 

desse dano. Nesse caso, cálcio pode ter sido proveniente de cristais de oxalato de cálcio. 

Na presença de cálcio a paralização do crescimento ocorreu devido ao dano e a cascata de 

sinalização foi mantida com o elemento fornecido, auxiliando sua superação.    
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 Espécie de crescimento rápido, tomate Micro-Tom, na presença de cálcio e 

dano mecânico manteve investimento na sinalização e superação do estresse durante 

grande parte de seu ciclo, o que justifica a menor taxa de assimilação de carbono e massa 

seca.  

As plantas de tomate cultivadas na ausência de cálcio, independente do dano 

mecânico morreram. No entanto, deve-se salientar que as plantas cultivadas sem cálcio e 

com dano mecânico sobreviveram mais tempo que as que não receberam o dano, o que 

pode indicar que as moléculas geradas durante o dano mecânico são importantes 

sinalizadores para a manutenção da vida, desde que seus níveis sejam controlados pelo 

sistema antioxidante.  

Os resultados das análises moleculares e histoquímica estão de acordo com 

aqueles observados na  fotossíntese e no sistema de defesa antioxidante e nas plantas sem 

cálcio e com dano mecânico a percepção do estresse levou à sinalização e maiores 

expressões dos genes alvos, sendo também  observado marcação de peroxido de hidrogênio 

nas paredes celulares das nervuras principais e de menor calibre, indicando que mesmo nas 

plantas sem cálcio houve sinalização via peróxido de hidrogênio. 

No entanto, a ausência de cálcio comprometeu a expressão da calmodulina, que 

tem função na coordenação da sinalização e superação do estresse. Dessa forma, as plantas 

sem cálcio e com dano mecânico apesar de terem desencadeado o início da sinalização, não 

superaram o estresse e morreram.  

Plantas cultivadas na presença de cálcio revelaram baixa atividade das enzimas 

antioxidantes, baixos níveis de peroxido de hidrogênio e de peroxidação lipídica, 

indicativos de que a presença do cálcio, independente do dano mecânico, manteve as 

funções metabólicas do vegetal.   
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A não expressão genica nas plantas cultivadas com cálcio e dano mecânico, 

talvez se justifique pela presença do íon adiantar a expressão dos genes e não ter sido 

possível a sua observação nos momentos avaliados, sendo talvez necessárias avaliações em 

tempos mais curtos.   

Sugere-se para experimentos futuros com Micro-Tom aumento do número de 

avaliações, que realizadas em intervalos menores permitiriam melhor acompanhamento da 

espécie.    
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