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RESUMO

Perante a atual demanda hidrica para manutencdo de cultivos intensos e
sucessivos, faz-se necessaria a busca de alternativas para o0 manejo correto da
agua a fim de reduzir seu desperdicio. Uma dessas alternativas se concentra na
utilizacdo de aguas de qualidade inferior como, por exemplo, dguas salobras. No
entanto, uso de aguas salobras podem ocasionar diversas alteracbes no
metabolismo das plantas, necessitando de estratégias que permitam o uso dessas
aguas. Na busca dessas alternativas, busca-se substancias bioldgicas ou sintéticas
gue gerem respostas fisioldgicas e bioquimicas que promovam a adaptacdo das
plantas as condi¢cdes ambientais adversas, a exemplo do 6xido nitrico (NO). Partindo
desse pressuposto, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito atenuante do
oxido nitrico em plantas de alface crespa, cv. Vera, cultivada sob estresse salino. O
experimento foi realizado em casa de vegetacdo nos meses de abril e maio de 2019,
da Fazenda Experimental de Sdo Manuel da FCA, localizada no municipio de Sao
Manuel/SP. O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso, em
esquema fatorial de 5 x 2, sendo o primeiro fator compreendido por cinco
concentragcbes de nitroprussiato de sodio (NPS) (0, 50, 100, 150 e 200 umol) e o
segundo fator foi composto por dois niveis salinos da agua de irrigacao (0,2 e 3,5 dS
m™, respectivamente, sem e com estresse salino), com quatro repeticdes. As
concentracbes de NPS foram aplicadas semanalmente (via foliar), totalizando trés
aplicacdoes durante o ciclo. As variaveis analisadas foram: variaveis bioquimicas
(perdéxido de hidrogénio, peroxidacdo lipidica, enzimas antioxidantes e prolina),
analises de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a, determinacdo de
pigmentos e variaveis biométricas (massa de matéria fresca de parte aérea, numero
de folhas, massa de matéria seca total, area foliar e conteudo relativo de agua). De
modo geral, a analise estatistica dos dados revelou efeito da interacdo entre os
fatores (concentracbes de NPS x niveis salinos) para a maioria das variaveis
analisadas. Para as variaveis bioquimicas, a peroxidacéo lipidica e os niveis de
peroxido de hidrogénio foram reduzidos com a aplicacdo das concentracdes de NPS
em plantas estressadas, promovendo também maior atividade das enzimas
antioxidantes, bem como, o acumulo de prolina nessas plantas. Para as analises de
trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a, o estresse salino afetou negativamente
essas variaveis; no entanto, a aplicacdo de NPS resultou na atenuagéo do estresse,
promovendo também aumento no teor de carotenoides. Além disso, houve
incrementos na massa de matéria fresca total e sobre o niumero de folhas das
plantas na condicdo de estresse salino, evidenciando, portanto, efeito positivo na
mitigac&o do estresse salino pela aplicacdo do doador de éxido nitrico.

Palavras-chave: Lactuca sativa. Salinidade. Nitroprussiato de sédio. Hidroponia.

Enzimas antioxidantes.






ABSTRACT

In view of the current water demand for maintaining intense and successive crops, it
is necessary to search for alternatives for the correct management of water in order
to reduce its waste. One of these alternatives focuses on the use of lower quality
water, such as brackish water. However, the use of brackish water can cause several
changes in the metabolism of plants, requiring strategies that allow the use of these
waters. In the search for these alternatives, biological or synthetic substances are
sought that generate physiological and biochemical responses that promote the
adaptation of plants to adverse environmental conditions, such as nitric oxide (NO).
Based on this assumption, the aim of this study was to evaluate the attenuating effect
of nitric oxide on crisp lettuce plants, cv. Vera, grown under salt stress. The
experiment was carried out in a greenhouse in the months of April and May 2019, at
the Sdo Manuel da FCA Experimental Farm, located in the municipality of Sao
Manuel / SP. The experimental design adopted was that of randomized blocks, in a 5
x 2 factorial scheme, the first factor being comprised of five concentrations of sodium
nitroprusside (SNP) (0, 50, 100, 150 and 200 pmol) and the second factor was
composed of two saline levels of irrigation water (0.2 and 3.5 dS m™, respectively,
without and with salt stress), with four repetitions. SNP concentrations were applied
weekly (via leaf), totaling three applications during the cycle. The variables analyzed
were: biochemical variables (hydrogen peroxide, lipid peroxidation, antioxidant
enzymes and proline), analysis of gas exchange and chlorophyll a fluorescence,
determination of pigments and biometric variables (fresh matter of aerial part, number
of leaves, total dry matter mass, leaf area and relative water content). In general, the
statistical analysis of the data revealed the effect of the interaction between the
factors (SNP concentrations x saline levels) for most of the analyzed variables. For
biochemical variables, lipid peroxidation and hydrogen peroxide levels were reduced
with the application of SNP concentrations in stressed plants, also promoting greater
activity of antioxidant enzymes, as well as the accumulation of proline in these plants.
For gas exchange and chlorophyll a fluorescence analyzes, saline stress negatively
affected these variables; however, the application of SNP resulted in the attenuation
of stress, also promoting an increase in the content of carotenoids. In addition, there
were increases in the total fresh matter mass and the number of leaves of the plants
in the condition of salt stress, thus showing a positive effect in mitigating salt stress
by the application of the nitric oxide donor.

Keywords: Lactuca sativa. Salinity. Sodium nitroprusside. Hydroponics. Antioxidant

enzymes.






2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
251
2.5.2
2.5.3
2.6

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.7.1
3.7.2
3.7.3
3.7.4
3.8

4.1
4.2
4.3
4.4

SUMARIO

INTRODUGAO.......coiiiiieee ettt eaanas 15
REVISAO DE LITERATURA . .....oeeee et 17
Aspectos gerais sobre a cultura da alface.............cccccevvvvvviiiiiiiiincieeeee, 17
Uso de &gua salina na agriCultura...............cceoeiiiiiieeeeiiieieeee e 18
CUItiVO NIArOPONICO. ...t 19
Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a............c.cccoevvvevviieiiiiiiinnnnnne 21
Mecanismos de defesa frente ao estresse salino...........ccccccvveeeeeerernnnnne 22
Absorcéo seletiva e compartimentalizagao............cccceeeeeeeviieeeeeeiiiiiiiinnnne 23
AJUSEE OSIMOTICO. ..ceeiiiiiiiiiee ettt e et e e e e e nnneeeeeeas 23
ReduGao do estresse OXidatiVo. ............uuueveeiiieiiiiiieeieeeee e 24
(@) (] [0 3 411110 TSRO 26
MATERIAL E METODOS.......cioiiiiiiieieieteeieeeee e 29
Localizagdo e implantagcdo do experimento..........ccccvvvvveveeeeeeeeeinnnnnnnnnns 29
Caracterizacao da cultivar, semeadura e producao de mudas.............. 30
Delineamento experimental e conducéo das plantas ............cccccccevvveees 30
Curva de SaliNidade..........cceviiiiiiiiiiiie e s 31
Aplicacao dos tratamentosS.........cooeeeeeeeeiiiiiiee e 32
Irrigacao e fertirrigac@o aplicada..........ccooeveeeeeeeeiiiiieecee e 33
Variaveis analiSadas. ..........oovvviiiiii i 33
Variaveis DIOQUIMICAS. ......oiiiii i 33
Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a...........cccoeeeeeeeeiiiiiiiennn. 36
Determinacao de PIgMENTOS.........uuuuieriiiiiiieeeieeeee e et e e e e e e 37
Variaveis DIOMELIICAS. .......ccooiiiieiiiiiie et 37
ANALISE ESTALISTICA. .. uuvveeieiiiiiiie e 38
RESULTADOS E DISCUSSAO........c.coiiieeeiece e 39
Variaveis bIoQUIMICAS. ......ciiiiii e 39
Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a...............ccoeevveiiiiiinnnnnn. 52
Conteldo de pigmentos fotoSSINtELICOS...........ccvvvvvviiiiiiiiiiiie e, 66
Variaveis DIOMELIICAS. ......coooi it 68
CONCLUSAO. ...ttt ettt 72

REFERENCIAS. ...ttt ettt ee e 73






15

1 INTRODUCAO

A alface € uma das hortalicas folhnosas mais consumidas na forma in natura
no Brasil e no mundo (CAVALCANTE et al., 2014), destacando-se nos novos habitos
alimentares, baseados em dietas mais balanceadas e naturais (POTRICH;
PINHEIRO; SCHMIDT, 2012) alavancando, consequentemente, a sua importancia
econOmica.

No Brasil, segundo a Associacdo Brasileira do Comércio de Sementes e
Mudas (ABCSEM), em 2018, a alface foi considerada a 32 hortalica mais consumida,
totalizando 1,5 milhdo de toneladas produzidas e movimentando anualmente cerca
de R$ 8 bilhdes, apenas no varejo. No estado de S&o Paulo, a area produzida com
alface foi estimada em 11.704 ha, com producéao de 475.235 t e produtividade em
torno de 40,6 t ha™ (IEA, 2017).

Visando a continuidade do desenvolvimento desse setor da agricultura, o
cultivo de hortalicas no Brasil tem se voltado para a producdo em ambiente
protegido, com o objetivo de reduzir as perdas culturais causadas por intempéries
climaticas, fator preocupante que pode limitar a producdo e produtividade dos
vegetais, acarretando perdas econdmicas significativas (SALA; COSTA, 2012;
SILVA; SILVA; PAGIUCA, 2014).

Entretanto, esse tipo de cultivo demanda maiores custos com mao de obra
especializada para implantacdo, compra da estrutura e manutencdo, como por
exemplo, a instalacdo de sistema de irrigacdo, uma vez que sdo ambientes fechados
nao permitindo a incidéncia de chuvas para manutencao hidrica das culturas (SILVA;
SILVA; PAGIUCA, 2014).

Para a manutencdo desses cultivos, que compete diretamente com a
utilizacdo da agua para consumo, surge a necessidade de se buscar alternativas
para aproveitar na irrigacdo das culturas agua de qualidade inferior, que num
primeiro momento apresentam-se como improprias para consumo humano direto,
como é o caso de aguas com grandes concentracdes de sais.

Os cultivos hidropbnicos parecem apresentar maior eficiéncia na utilizacéo
dessas aguas salinas, havendo maior disponibilidade hidrica para a cultura nesse
sistema de cultivo por auséncia de potencial matrico do solo se comparado ao

sistema convencional. Além disso, o cultivo de hortalicas, sobretudo folhosas,
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adapta-se bem ao cultivo hidroponico (SOARES et al., 2007; ALVES et al., 2019;
CORDEIRO et al., 2019; GUIMARAES et al., 2019).

No entanto, o uso de aguas salobras pode ocasionar diversas alteragées no
metabolismo vegetal, uma vez que a alta concentragéo de sais na zona radicular de
plantas sensiveis ira promover reducdo na absorcao de 4gua e, consequentemente,
o fechamento dos estdbmatos levando a baixa captacdo de CO,, restringindo a
fotossintese, inibindo a divisédo celular e resultando em menor crescimento da planta
(CARILLO et al., 2019).

Quando acometidas por estresses, as plantas respondem a essas
adversidades com a producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que levam a
alteracdo da sua homeostase e, consequentemente, a oxidacdo de diversos
componentes celulares (MILLER et al., 2010).

Na busca de estratégias que possam contornar os possiveis danos advindos
do estresse salino, € sabido que o Oxido nitrico (NO) pode promover respostas
fisiologicas que permitem a adaptacdo de vegetais em condigcbes ambientais
adversas (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Foi observado que sob essas condi¢des, a concentracdo de NO enddgeno
pode aumentar, atuando na sinalizacdo ou protecédo do tecido vegetal (AHMAD et
al., 2018). Em vista disso, € possivel que a aplicacdo exdégena de NO possa induzir
efeito benéfico para aclimatacdo de plantas sob estresse salino, minimizando as
perdas provenientes desse estresse.

Diante disto, devido a escassez de estudos da utilizacdo do oOxido nitrico
como agente mitigador do estresse salino na cultura da alface, objetivou-se com
este trabalho avaliar o efeito atenuante do 6xido nitrico em plantas de alface crespa

cultivada sob estresse salino.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais sobre a cultura da alface

A alface (Lactuca sativa L.) pertencente a familia Asteraceae € originaria de
espécies silvestres, ainda encontradas atualmente em regides de clima temperado,
no sul da Europa e na Asia Ocidental (FERRO; COSTA CRUZ; COSTA BARCELOS,
2012). Seu cultivo se caracteriza pela alta competitividade na comercializagéo, o que
tem levado a crescente especializacdo e ampliacdo da escala de producao
(CALLEGARI; SANTOS; SCAPIM, 2001).

Pode ser caracterizada como planta herbacea, delicada e de caule diminuto
no qual se prendem as folhas. As folhas sdo amplas e desenvolvem-se no formato
de roseta em volta do caule, podendo estas serem lisas ou crespas, dependendo do
grupo de alface a qual pertence, podendo formar ou ndo “cabega”. Apresentam
coloragéo verde ou roxa, de acordo com a cultivar (FILGUEIRA, 2008).

De acordo com as cultivares disponiveis no mercado sdo separadas em
varios grupos, com base na formacgao de “cabecga” e tipo de folhas: grupo repolhuda
lisa (folhas lisas, delicadas e macias, cabeca compacta); grupo repolhuda crespa ou
americana (folhas crespas, crocantes, com cabeca grande e bem compacta); grupo
solta lisa (folhas lisas, delicadas, sem formacdo da cabeca); grupo solta crespa
(folhas crespas, textura macia, sem formacdo da cabeca e de coloracdo verde ou
roxa) e grupo romana (folhas alongadas, duras, com nervuras claras, de cabeca fofa
e alongada, com formato c6nico) (HENZ; SUINAGA, 2009).

A alface in natura apresenta a seguinte composicdo média, por 100 ¢
comestiveis: agua: 94%; valor calérico: 18 kcal; proteina: 1,3 g; gordura: 0,3 g;
carboidratos totais: 3,5 g; fibra: 0,7 g; calcio: 68 mg; fésforo: 27 mg; ferro: 1,4 mg;
potassio:264 mg; vitamina A: 1900 Ul; tiamina: 0,05 mg; riboflavina: 0,08 mg;
niacina: 0,4 mg; vitamina C: 18,0mg. Dessa forma, a importancia da alface é
indiscutivel por ser boa fonte de vitaminas e sais minerais para a alimentacéo
humana (SGARBIERI, 1987).

E considerada umas das folhosas mais consumidas pelo brasileiro, fato
devido tanto ao sabor e qualidade nutritiva quanto pelo baixo custo (COMETTI et al.,

2004), garantindo grande expressdo econémica no Brasil.
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O Seu cultivo é realizado predominantemente em condigbes de campo
aberto, sendo esse sistema de cultivo ausente de barreiras eficientes que possam
proteger as plantas das condicdes ambientais adversas. Em meio a isso, para
vencer esses obsticulos, € crescente o cultivo dessa hortalica em ambiente
protegido, especialmente em sistema hidropénico, na qual € dispenséavel o uso de
solo e os nutrientes passam a ser fornecidos via solugao nutritiva, garantindo maior
eficdcia contra intempéries climaticas e maiores ganhos em uniformidade (SALA;

COSTA, 2012).

2.2 Uso de agua salina na agricultura

Atualmente, a disponibilidade, distribuicdo e manutencdo dos recursos
hidricos, bem como a qualidade destes, sdo fatores preocupantes, que devem ser
levados em consideracao para uso e reaproveitamento da agua em diversas esferas
da sociedade. Nota-se no decorrer dos anos, elevagdo na demanda por agua na
manutencdo de cultivos extensos e sucessivos, competindo assim com a
disponibilidade desse recurso para o consumo humano (ALMEIDA, 2010).

Com o objetivo de reduzir essa competicdo, a utilizacdo de agua de
gualidade inferior apresenta-se como uma alternativa, podendo ser empregada no
cultivo e producdo de hortalicas. Contudo, essa agua pode apresentar elevada
salinidade, sodicidade e toxicidade, que prejudicam o desenvolvimento das plantas
e, consequentemente, elevam as perdas de produtividade.

A utilizacdo de agua salina deve estar condicionada com a tolerancia da
cultura e o manejo adequado da irrigacdo (MEDEIROS et al., 2007), pois, a
tolerancia das espécies a salinidade é variavel, podendo estar relacionada a fatores
como estaddio de desenvolvimento, fatores ambientais, cultivar, tipos de sais,
intensidade e duracéo do estresse salino, manejo cultural e da irrigacdo e condicdes
edafoclimaticas (MUNNS, 2005).

A salinidade pode agir de maneira drastica no crescimento e
desenvolvimento das plantas, pois altas concentracfes de sais reduzem o potencial
osmotico do solo, dificultando a absorcdo de agua pelas raizes. Além disso, quando
submetidas a estresse salino, as plantas sofrem alteracdes fisiolégicas, como a

reducdo da abertura estomatica, acarretando menores concentragcbes de CO; no
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tecido foliar, prejudicando a sintese de fotoassimilados e reduzindo assim a
producéo vegetal (MUNNS, 2005).

Quando submetidas ao estresse salino, as plantas apresentam sintomas
visiveis do estresse, como queima das bordas foliares, raquitismo e clorose,
afetando drasticamente sua produtividade (SANTOS et al., 2010).

Conforme estudo de Ayers e Westcot (1999), a alface pode ser considerada
moderadamente sensivel a salinidade, tendo sua producao decrescida em torno de
13% com o aumento unitario da condutividade elétrica do extrato de saturacéo
acima de 1,3 dS m™; em relacdo a condutividade elétrica apenas da agua de
irrigacéo, o limiar encontra-se em 0,9 dS m™, considerando a fracdo de lixiviacdo
entre 0,15 e 0,20.

Entretanto, a utilizacdo de aguas salobras na agricultura pode ser facilitada
através da técnica da mistura de agua salina com agua de baixa concentracédo de
sais, apresentando-se como estratégia a insercao dessas aguas de menor qualidade
na produgédo vegetal (SILVA et al.,, 2014). Outra maneira seria a aplicacdo em
cultivos hidropénicos (COVA et al., 2017), reduzindo os indices de contaminacao do
solo por sua auséncia nesse sistema de cultivo (ALVES et al., 2011), bem como, a
reducdo no tempo de exposicao das plantas a condicdo salina, ajudando a diminuir
os efeitos da salinidade (PAULUS et al., 2010).

Em estudo realizado por Fernandes et al. (2018), trabalhando com diferentes
solugcdes nutritivas salinas, verificaram que as altas concentracfes de sais na
solucdo nutritiva prejudicam a massa fresca de parte aérea da alface americana.
Moraes et al. (2014) observaram reducdo na massa de matéria seca da alface
(6,64%) em funcéo do incremento unitario da salinidade em solucdo nutritiva a partir
de 1,73 dS m™. Assim como os demais autores, Paulus et al. (2012) também
observaram reducdo na massa de matéria fresca da alface cultivada com aguas

salobras, sendo esta variavel reduzida entre 6 e 6,5%.
2.3 Cultivo hidropbnico
Em cultivos protegidos, a hidroponia é um sistema de producao intensificada

e muito adotada para o cultivo de alface, devido ao curto ciclo da cultura, além da
facil aceitacdo no mercado (LUZ; GUIMARAES; KORNDORFER, 2006).
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O cultivo hidropbnico apresenta inUmeras vantagens em relacdo ao sistema
convencional, como menor impacto ambiental, maior eficiéncia na utilizagdo do
recurso hidrico, reducdo no uso de defensivos agricolas e maior qualidade dos
produtos gerados, compensando o valor de empreendimento nesse tipo de sistema
(RODRIGUES, 2002).

A hidroponia, por vezes, pode ser definida como a ciéncia do cultivo de
plantas sem a utilizacdo de solo. Nesse sistema h& diversas formas quanto a
sustentacdo da planta tanto em meio liquido ou em substratos, quanto ao
reaproveitamento da solucdo nutritiva (circulante ou nao circulante) e quanto ao
fornecimento da solucdo nutritiva (continua ou intermitente) (NETO; BARRETO,
2012).

Contudo, o cultivo hidrop6nico com substratos ja é uma realidade aplicavel e
com inameras vantagens, como o0 uso da fibra de coco dispondo de propriedades
fisicas favoraveis como reagcdo inerte com o0s nutrientes aplicados via solucéo
nutritiva, durabilidade fisica do material, possibilidade de esterilizagdo, matéria prima
renovavel e de baixo custo (CARRIJO; LIZ; NOZOMU, 2002).

Acerca disso, o cultivo em vasos com uso de substratos parece surgir como
alternativa ao sistema mais utilizado na hidroponia, o NFT (Nutrient Film Technique),
pois apresenta menor consumo de energia, uma vez que estes substratos retém por
mais tempo a agua aplicada (ANDRIOLO et al., 2004).

Além disso, esse tipo de substrato apresenta ainda alta capacidade de
absorcao hidrica (85%), permitindo que o mesmo se mantenha em condicdes ideais
de umidade na reducdo dos efeitos ocasionados pela alta salinidade da solucéo
nutritiva (ROSA et al.,, 2002); além disso, apresenta boa aeracdo e drenagem,
proporcionando excelente desenvolvimento radicular.

Acredita-se que o sistema hidropbnico demonstre grande vantagem no uso
eficiente de agua e fertilizantes, gerando menor impacto ambiental.

Para utilizacdo desse sistema de cultivo, assim como em outros, a qualidade
da &gua é fator de grande importancia para hidroponia, uma vez que esse sistema é
totalmente alimentando por esse recurso; contudo, pesquisas salientam a
possibilidade de utilizar 4guas salobras nesse sistema, podendo esta agua
apresentar mais de 2500 mg L™ de sais, desde que ocorra movimentacéo livre da

agua no sistema radicular das culturas e boa drenagem (RODRIGUES, 2002).
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O cultivo de alface submetida ao estresse salino em hidroponia, utilizando
diferentes solugfes nutritivas salinas, promoveu maior rendimento na cultura, além
disso, a utilizacdo de 4gua salina para reposicdo de evapotranspiracdo nao provoca
prejuizos as caracteristicas da producdo e qualidade da planta. Desse modo é
possivel que haja maior tolerdncia da cultura em sistema hidropénico quando
comparado ao cultivo em solo (SOARES et al., 2007; ALVES et al., 2011; DIAS et
al., 2011).

O cultivo hidropdnico com o uso de substratos pode ser caracterizado como
sistema semi-hidroponico e ser de grande destaque para a producéo de hortalicas.
Nesse sistema, as plantas sdo dispostas em vasos contendo substratos inertes ou
pouco ativos quimicamente, isolados ou em mistura, sendo considerado um sistema
de cultivo aberto onde nédo ocorre o retorno da solugcao nutritiva aplicada para os
reservatorios (SANTOS JUNIOR et al., 2014).

Plantas de alface apresentaram melhor desempenho produtivo em cultivo
hidropdnico vertical com substrato em relacdo ao cultivo hidropénico NFT (COSTA et
al., 2018). O uso do substrato fibra de coco no cultivo de meldo melhorou a absorcéo
de agua pelas plantas, em funcdo deste ndo apresentar potencial matrico (DIAS et
al.,, 2010). Plantas de ruculas foram menos afetadas pela salinidade em cultivo
hidropénico com substrato até o nivel 2,4 dS m™ da solucdo nutritiva (OLIVEIRA et
al., 2013b) em relagéo ao cultivo hidroponico em NFT (JESUS, 2011).

2.4 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

A fotossintese € definida como a sintese de fotoassimilados através da
energia luminosa, utilizando agua e dioxido de carbono, liberando oxigénio. Dessa
forma, ha formacao de ATP e NADPH; que séo utilizados na sintese de carboidratos
pelo ciclo de Calvin-Benson no estroma do cloroplasto (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Para que a fotossintese ocorra, as moléculas de clorofilas devem ser
excitadas pela energia luminosa incidente na folha, onde essas moléculas tornam-se
instaveis em um estado excitado e para retornar ao seu estado estavel, existem trés
rotas alternativas: transferéncia de energia para uma molécula vizinha pela emisséo
de calor; transferéncia de energia para o centro de reacdo ocorrendo reacdes

guimicas (fotoquimica) e emissdo de um foton (fluorescéncia). Dessa maneira, vale
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ressaltar a importancia de estudos sobre a fotossintese através das analises de
trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a (ZEMRI et al., 2012).

Sabe-se que a capacidade fotossintética da planta pode ser influenciada por
diversos fatores, sejam eles genéticos, morfolégicos ou ambientais. No que diz
respeito aos fatores ambientais, a salinidade é uma das causas que mais afeta os
processos fisiologicos das plantas, sendo atribuida a limitagbes de origem
estomatica e ndo estomatica (MUNNS; TESTER, 2008).

Acredita-se que a atividade fotoquimica apresente resisténcia ao estresse
salino dependente da sua duracdo, reduzindo os danos potenciais a eficiéncia
guantica potencial do fotossistema Il (PRAXEDES et al., 2010). No entanto, quando
0 estresse é prolongado altas concentracfes de sais se acumulam no tecido e,
consequentemente, afetam a atividade fotoquimica das plantas (SILVA et al., 2010).

Diante disto, o estudo funcional sobre o aparato fotossintético € considerado
um indicador fisiologico muito atil na verificagcdo da sensibilidade das plantas a
condicGes adversas, uma vez que, a analise de trocas gasosas e fluorescéncia da

clorofila a € um método néo destrutivo, rapido e confiavel (OLIVEIRA et al., 2018).

2.5 Mecanismos de defesa frente ao estresse salino

Em condi¢cbes naturais, as plantas podem ser acometidas por diferentes
estresses, sejam eles de origem bidtica ou abidtica, os quais prejudicam seu
desenvolvimento, crescimento e rendimento produtivo. Compreender como as
plantas respondem a essas adversidades pode ser fator chave para alternativas que
minimizem ou inibam os efeitos drasticos desses fatores estressantes, garantindo a
seguranca alimentar (NABI et al., 2019).

Quanto ao estresse salino, as plantas podem ser divididas em plantas
haléfitas, que sdo aquelas que demonstram maior tolerancia ao sal na rizosfera sem
gue ocorra reducdo no seu crescimento e plantas glicofitas, que sdo aquelas
afetadas pelo alto indice salino presente no meio (TAIZ; ZEIGER, 2017). A fim de
promover a tolerancia aos sais, essas plantas podem induzir diversos mecanismos
como, seletividade e compartimentalizagdo de ions no vacuolo, ajustamento
osmotico e reducao do estresse oxidativo (HASEGAWA et al., 2000).
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2.5.1 Absorcao seletiva e compartimentalizagéo

Os ions de sddio (Na’) e cloro (CI) sdo considerados toxicos para as
plantas, necessitando a limitacdo destes no tecido vegetal. No primeiro momento, a
planta restringe a entrada de sodio (Na*), evitando seu aciimulo no citosol, através
da seletividade de ions ou compartimentalizacdo do Na* para tecidos mais velhos,
onde formar4 um ambiente estoque para, posteriormente, ser eliminado através da
absciséao foliar (TAIZ; ZEIGER, 2017).

O sequestro de Na* e CI" para o vactolo, apoplasto ou em outras organelas,
reduz a toxidez desses elementos no tecido vegetal, apresentando grande vantagem
para o crescimento e ajuste osmético estabelecido pela compartimentalizacédo
(FLOWERS; TROKE; YEO, 1977).

Sabe-se que o vacuolo pode ocupar até 95% de uma célula vegetal madura,
logo, a compartimentalizagdo de ions toxicos como é o caso do sodio e cloro nessa
estrutura permite maior eficiéncia na tolerancia a salinidade (FERREIRA, 1992).

Para que ocorra o sequestro desses ions é crucial a atividade de proteinas
com sistema antiporte Na'/H" no tonoplasto ou membrana, uma vez que, O
funcionamento desse sistema tem sido relatado em muitas espécies como trigo
(XUE; WEISS; BAENZIGER, 2004), tomate (ZHANG; BLUMWALD, 2001) e soja (LI
et al., 2006).

No entanto, existem plantas tolerantes ou ndo a salinidade que podem nao
apresentar os transportadores de Na‘/H*, nem no tonoplasto e nem na membrana
plasmatica. Logo, a estratégia dessas plantas seria reduzir a concentracdo de Na*
na célula através dos canais transportadores de K, favorecendo maior seletividade
no acumulo de K* (MASER; GIERTH; SCHROEDER, 2002), sendo este elemento de

grande importancia para o ajuste osmético e abertura e fechamento dos estdmatos.

2.5.2 Ajuste osmaotico

Além da seletividade e compartimentalizacdo de ions, outro mecanismo
pode ser utilizado como via de estratégia para amenizar os danos ocasionados pelo
estresse salino, como é o caso da osmorregulacdo. Isso comumente ocorre quando
h& grande concentracdo de sais no solo, no qual ocorre a reducédo do potencial

osmotico deste e, consequentemente, alteragdo no potencial hidrico do meio,
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resultando em menor disponibilidade de &gua para as plantas. Para isso, as plantas
tendem a acumular ions no vacuolo e, ou, solutos organicos de baixa massa
molecular no citoplasma para manutencao da turgescéncia celular (HOPKINS, 1999;
TESTER; DAVENPORT, 2003).

Na condicéo de estresse, o acumulo de soluto ird manter o balango osmético
celular para manutencdo da integridade de elementos como, por exemplo,
membranas e enzimas (CHAVES; OLIVEIRA, 2004), bem como, o funcionamento de
processos fisiologicos como abertura estomética, fotossintese, alongamento e
divisdo celular (SERRAJ; SINCLAIR, 2002).

O acumulo de substancias como carboidratos, proteinas e aminoacidos no
interior da célula podem conferir tolerancia a salinidade, visto que ja foi comprovado
gue em plantas condicionadas ao estresse hidrico ou salino os teores do aminoacido
prolina séo elevados e, por se tratar de um metabdlito relacionado ao estresse, pode
atuar auxiliando na osmorregulacédo e favorecer o aumento da tolerancia a certos
niveis de estresse (TURKAN, 2011; TAIZ; ZEIGER, 2017).

Em alguns casos, as plantas também podem apresentar tolerancia a
salinidade pelo acumulo de compostos nitrogenados. Estudos tem revelado acumulo
de compostos nitrogenados em condi¢cfes de estresse salino (BARHOUMI et al.,
2010). Essa tolerancia pode ser conferida devido ao acumulo de substancias a base
de N, como € o caso da prolina, aminoacidos livres e glicinabetaina, muito presentes
em condi¢cdes de estresse (MUNNS; TESTER, 2008).

2.5.3 Reducdo do estresse oxidativo

As plantas normalmente respondem ao estresse (biotico ou abidtico) através
da producdo de espécies reativas de oxigénio, comumente chamadas ERO
(JASPERS; KANGASJARVI, 2010). A sintese dessas espécies de oxigénio pode
alterar a homeostase das plantas e causar estresse oxidativo e, em casos de grande
producdo das ERO, as células podem ser danificadas o suficiente para que ocorra
necrose da folha (MILLER et al., 2010).

Geralmente, a producédo de ERO ocorre nos cloroplastos e mitocéndrias, onde
ha alta atividade de oxidacdo metabdlica ou fluxo intenso de elétrons (GILL;
TUTEJA, 2010). Durante a fotossintese, a formagdo de ERO ocorre por trés

processos: no primeiro deles, a luz mediada pela excitagdo da clorofila no
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fotossistema Il leva a formacédo da ERO pela néo dissipacdo de energia da clorofila
em seu estado tripleto; o segundo processo envolve a reagdo de Mehler no
fotossistema |, em que o O; é reduzido para o radical superdxido O, na cadeia de
transporte de elétrons e, por Ultimo, na fotorrespiracéo a reciclagem do fosfoglicolato
formado pela Rubisco leva a producdo de peréxido de hidrogénio (DINAKAR;
DJILIANOV; BARTELS, 2012).

Dentre as espécies reativas de oxigénio, em condi¢cdes de alto indice salino
no solo, se formam no tecido vegetal oxigénio singleto (*O.), radical superdxido
(O2"), radical hidroxila (OH") e peroxido de hidrogénio (H20;) (KUMAR et al., 2018), o
gue levara ao estresse oxidativo. Logo, 0 excesso na concentracdo de ERO nas
células vegetais ird promover a degradacdo das membranas através da peroxidacdo
lipidica, oxidac&o de proteinas, bem como, danos ao DNA (ROSSATTO et al., 2017).

Para contornar os danos causados pelo estresse oxidativo, as plantas iniciam
seu processo de defesa, através de rotas enzimaticas e ndo enzimaticas, com um
sistema de defesa antioxidante com fungéo de eliminar a alta concentragdo de ERO
presente nas células (KUMAR et al., 2018). O sistema de defesa enzimatico conta
com diversas enzimas antioxidantes, sendo elas a superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxidase de ascorbato (APX), glutationa redutase (GR) e
peroxidase (POD) (BARBOSA et al., 2014; CHEN et al., 2016).

A primeira linha de defesa conta com a ativacdo da SOD, enzima classificada
de acordo com o metal presente, podendo este ser cobre/zinco (Cu/Zn-SOD), ferro
(Fe-SOD) e manganés (Mn-SOD) (GILL et al., 2015). Essa enzima atuara na
restricdo do anion superoxido convertendo-o em H,O,, que € uma ERO menos
reativa e pode ser degradada por outras enzimas (ALSCHER et al., 2002).

Para desintoxicacdo celular inicia-se 0 processo através da atividade da
enzima CAT, atuando na dismutacao do H,O, gerando H,O e O,, a fim de remover o
peroxido gerado nos peroxissomos (GILL; TUTEJA, 2010) e glioxissomos
(RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003). Além da catalase existem outras enzimas
responsaveis na desintoxicacdo celular, podendo influenciar a atividade da CAT. A
APX e POD podem ser uma delas, atuando também na degradacéo do peréxido de
hidrogénio (FOYER; NOCTOR, 2003).

A isoenzima APX pode ser encontrada nas paredes celulares, citosol,
mitocdndrias e peroxissomos e sua atividade é normalmente mediada pela taxa de

acido ascorbico. A APX exige o acido ascérbico como redutor, tendo alta afinidade
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com o H;0O,, permitindo a eliminacdo do H,O, mesmo em baixas concentracdes
(SHARMA et al., 2012).

A POD também atua no sistema de defesa contra as ERO, degradando o
H,O, resultante do estresse oxidativo, bem como, o produzido pela atividade da SOD
na dismutacdo do radical superoxido. Esta enzima pode ser encontrada,
especialmente, no vacuolo e parede celular induzindo a resisténcia ao estresse em
plantas (BARCELO et al., 1989).

Dentre os principais metabdlitos de atividade antioxidante ndo enzimético,
destacam-se o &cido ascérbico, a glutationa, o a-tocoferol e os carotenoides. Todos
eles podem ser localizados nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos
(DINAKAR; DJILIANOV; BARTELS, 2012).

O acido ascorbico (AsA) €& considerado um dos mais importantes
antioxidantes ndo enzimaticos podendo inativar varias ERO. Esse metabdlito atua
juntamente com a glutationa (GSH) no ciclo do Ascorbato-Glutationa onde o H,O; é
degradado pela acdo da enzima APX através da peroxidacdo do AsA. Para a
continuacao do ciclo, a recuperacdo do AsA € mediada por meio da oxidacdo do
GSH que torna a ser reduzido pela glutationa redutase (DINAKAR; DJILIANOV,
BARTELS, 2012; BARBOSA et al., 2014).

Além da acao do AsA e do GSH, o a-tocoferol e os carotenoides atuam na
reducdo do estresse oxidativo através do sequestro do oxigénio singleto que é
produzido nas membranas dos tilacéides pelo fotossistema II, reduzindo os danos
resultantes das ERO (BARBOSA et al., 2014).

2.6 Oxido nitrico

Diante de todas as consequéncias acometidas pelos estresses bhibticos e
abioticos em plantas, o estudo voltado para a busca de alternativas compensatérias
tem crescido gradualmente, a fim de compreender e explorar possibilidades que
gerem resultado satisfatorio para minimizacdo das perdas produtivas ao longo dos
cultivos e reducdo de custos no manejo vegetal. Em funcdo disso, a aplicacéo
exdgena de Oxido nitrico pode ser uma das chaves para vencer esses desafios
(NEILL et al., 2008).

O oOxido nitrico é considerado uma molécula de espécie gasosa reativa ao

oxigénio, sendo altamente difusivel através das membranas celulares, podendo
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atuar como antioxidante eliminando espécies reativas ou atuar como importante
mensageiro de sinalizacdo em uma cadeia de eventos, levando a expressao génica
em plantas submetidas a estresses ambientais, sobretudo, a alta salinidade. Dessa
maneira, é visto que o interesse de pesquisadores sobre essa molécula (NO) e suas
vias de biossintese tem aumentado (SEABRA; MAHENDRA; NELSON, 2015).

Acredita-se que existem inUmeras vias de biossintese da molécula de NO
endogeno em plantas e segundo Neill et al. (2003), a contribuicdo de cada via para a
producdo de NO depende da espécie, fase de desenvolvimento e do ambiente no
gual as plantas sao cultivadas.

Além disso, a sintese de o6xido nitrico pode ocorrer por meio de reacdes
enzimaticas ou nao enzimaticas. Em vias enzimaticas a producdo endégena de NO
pode ser dependente da enzima nitrato redutase por meio da reducdo dessa
molécula (NO) usando NADPH, como doador de elétrons. Ja a sintese nao
enzimatica pode estar condicionada a reducéo do nitrito no apoplasto em meio acido
em resposta a giberelina e ao ABA, bem como, por reacdo quimica pela presenca de
luz e carotenoides (BETHKE; BADGER; JONES, 2004).

Em alguns estudos pode ser constatada a influéncia do Oxido nitrico em
varios processos fisiologicos vegetais como na germinacdo de sementes (BELIGNI;
LAMATTINA, 2000), regulacdo estomatica (NEILL; DESIKAN; HANCOCK, 2002),
crescimento de raizes (CORREA ARAGUNDE; GRAZIANO; LAMATTINA, 2004),
sinalizacdo por injaria (HUANG et al., 2004) e, especialmente, como molécula
sinalizadora do estresse hidrico, salino e térmico (SONG et al., 2006).

O aumento de ERO no tecido vegetal pode ser contornado pela acéo do oxido
nitrico, uma vez que, este composto atua sinalizando para que as concentracdes de
espécies reativas de oxigénio mantenham-se em condi¢des normais na célula
vegetal (VRANOVA et al., 2002).

Em meio a isso, as variacdes de 6xido nitrico enddégeno aumentam quando a
concentracdo de espécies reativas de oxigénio se torna toxica, atuando
possivelmente como um desintoxicante e minimizando os efeitos prejudiciais das
ERO (LIPTON et al., 1993). De certa forma, é provavel que a aplicacdo exégena de
Oxido nitrico possa minimizar os danos causados pelo estresse em plantas (AHMAD
et al., 2018).
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Segundo Shi et al. (2014) o 6xido nitrico pode atenuar os efeitos do estresse
oxidativo mediado pelas ERO através da inibicdo da peroxidagdo lipidica, aumento
da fotossintese e expressao das enzimas antioxidantes.

Em estudo realizado em pepino e arroz, foi constatado que a aplicacdo de
oxido nitrico conferiu resisténcia a seca a essas plantas através do aumento de
enzimas antioxidantes, promovendo efeito atenuador sobre as ERO (FAROOQ et al.,
2009). Ja para condicOes de estresse salino, a aplicacdo exégena de nitroprussiato
de sodio (doador de 6xido nitrico) em plantulas de arroz e pepino mitigou os danos
do estresse através de incremento no crescimento das plantas (FAN; DU; GUO,
2013).

Contudo, embora demonstre grande papel funcional nas respostas das
plantas submetidas ao estresse salino (BAI et al., 2011), os resultados apresentados
até o momento sobre a aplicacdo exodgena de Oxido nitrico nessa condicdo ainda
nao sao totalmente convincentes, devido as diferentes espécies de plantas, os
tratamentos utilizados e quantidade de sais aplicados (MANAI et al., 2014),
necessitando de mais estudos sobre o uso dessa substancia como agente
atenuador do estresse salino. Além disso, o0 estudo da utilizacdo de oxido nitrico

como agente protetor da alface acometida por estresse salino ainda séo incipientes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizac&o e implantagéo do experimento

O experimento foi realizado em casa de vegetacgéo, entre os meses de abril e
maio de 2019, na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Producdo S&o Manuel, da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista, Campus de
Botucatu, localizada no Municipio de S&o Manuel — SP (22° 43’ LS, 48° 34' LW e
altitude de 709 m). Segundo classificacao climatica de Képpen-Geiger, o clima da
regido € mesotérmico do tipo Cwa, subtropical umido, com precipitacdo média anual
de 1.376mm e temperatura média do més mais quente de 22°C (CUNHA; MARTINS,
2009).

A casa de vegetacéao utilizada apresenta estrutura com cobertura do tipo arco,
medindo 50x14 m de comprimento e largura, respectivamente, e pé direito com 3
metros de altura, coberto com filme de polietiieno de baixa densidade de 150 um
aditivado e laterais de tela de monofilamento branca, com impedimento de 14% da
entrada de luz.

Durante o periodo experimental foram coletadas medidas de temperaturas no
interior da casa de vegetacdo com auxilio de termdmetro de mercurio, tipo capela,
com precisdo de +1 °C, na qual séo registradas a temperatura maxima e minima do

dia anterior e temperatura atual (Figura 1).

Figura 1 — Medidas de temperatura maxima e minima observadas no interior da
casa de vegetacdo durante conducado do experimento, Botucatu/SP, 2019.
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3.2 Caracterizagédo da cultivar, semeadura e producdo de mudas

A cultivar utilizada durante o experimento foi a Vera, alface do tipo crespa, a
gual apresenta planta de porte grande, folhas largas e alta crespicidade, com ciclo
médio total de 60 dias e alto nivel de resisténcia ao pendoamento precoce, sendo
indicada para plantio em campo aberto e sistema hidropdnico (SAKATA, 2019).

As mudas foram produzidas em parceria com o Departamento de Ciéncias
Florestais, onde foram preparadas em bandeja de isopor, sendo disposta uma
semente por célula contendo substrato comercial Carolina Soil®, composto por turfa,
vermiculita, residuo organico, residuo organico agroindustrial classe A e calcario,
apresentando baixa densidade e alta aeracdo para o bom desenvolvimento radicular

das plantas.

3.3 Delineamento experimental e conducao das plantas

O delineamento experimental adotado foi o de blocos ao acaso, em esquema
fatorial de 5 x 2, sendo o primeiro fator compreendido por cinco concentracdes de
nitroprussiato de sédio (NPS) (0, 50, 100, 150 e 200 pmol), o qual atua como doador
de o6xido nitrico e o segundo fator foi composto por dois niveis salinos da agua de
irrigacdo (0,2 e 3,5 dS m™, respectivamente, sem e com estresse salino), com quatro
repeticdes, totalizando 40 unidades experimentais, sendo a unidade experimental
composta por 5 plantas, com uma planta por vaso.

O NPS foi utilizado na forma dihidratada apresentando as seguintes
especificacdes: Nas[Fe(CN)5NO].2H,0, com massa molecular de 297,95 g mol L™,
teor MIn. 99%, Cloreto (Cl) Max. 0,02%; Sulfato (SO4) Max. 0,01% e materiais
insoltveis Max. 0,01%.

Para o menor nivel salino, foi utilizada agua proveniente do setor de
abastecimento da Fazenda Experimental Sdo Manuel, a qual apresenta
condutividade elétrica na faixa de 0,2 dS m™; o nivel de maior indice salino, de 3,5
dS m, foi obtido através da dissolucéo de cloreto de sédio (NaCl) em agua utilizada
no nivel salino de 0,2 dS m™, cuja salinidade se manteve ajustada com auxilio de

condutivimetro de bancada Tec-4MP (Tecnal®).
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A 4gua de abastecimento utilizada para irrigacdo apresentou as seguintes
caracteristicas: pH = 6,18; CE = 0,20 dS m™; N = 22,00; P = 1,00; K" = 10,00; Ca*" =
14,00; Mg?* = 4,00; S = 4,00 e Na* = 0,80 expresso em mg L™.

As mudas foram transplantadas aos 25 dias apés semeadura (DAS), quando
apresentavam trés folhas desenvolvidas, e mantidas apenas sob fertirrigacdo para
gue ocorresse total estabelecimento das plantas e posterior inicio dos tratamentos.
Estas foram acondicionadas em vasos plasticos de 2,8 L, preenchidos com substrato
comercial inerte (fibra de coco). O substrato utilizado pertence ao grupo Sococo, da
Amafibra, com as seguintes especificacfes: tipo 11/12, condutividade elétrica de 1,1
mS cm™, capacidade de retencdo de agua de 507 mL por litro de substrato e com
porosidade total de 95%.

3.4 Curva de salinidade

Essa etapa constou da obtencdo de uma curva de condutividade elétrica para
aplicacao proporcional de cloreto de sodio ao nivel salino desejado. Para encontrar a
relacdo entre a condutividade elétrica da solucéo (CEs) foi utilizada inicialmente
como referéncia a equacao proposta por Richards (1954), apresentada na equacao

abaixo:

C =640 CEs
em que:
C = concentracdo de sais fertilizantes, mg L™

CEs = condutividade elétrica da solucdo, dS m™

Para o preparo da curva foi seguida a metodologia utilizada por Dias (2004),
onde diferentes solucdes de concentracdes conhecidas foram preparadas a partir da
diluicdo do NaCl em agua de abastecimento da Fazenda Experimental Sdo Manuel
(0,2 dS m™), de um padréo de 6400 mg L™, totalizando 21 solugdes. A concentracdo
dessas solucées variou inicialmente de 0,2 (amostra em branco) até 6400 mg L™,
com intervalos de 320 mg L™, o que correspondeu & salinidade variando de 0,2 até
10 dS m™. A partir dessa preparacéo foi determinada a condutividade elétrica real

das solugbes, utilizando-se condutivimetro de bancada com leituras



32

autocompensadas para temperatura, relacionando-se a condutividade elétrica das

solugcdes com as quantidades de NaCl utilizada em cada solucao (Figura 2).

Figura 2 — Curva padréo de salinidade para determinacéo das CE elétricas.
Laboratorio de Ciéncias Florestais da Faculdade de Ciéncias Agronémicas -
FCA/UNESP, Botucatu/SP, 2019.

=
N
J

=
o
1

y = 0,0015x + 0,4745
R2=0,9984

co
1

(e)]
1

S
1

N
1

Condutividade elétrica (dS m1)

o
Jo

0 960 1920 2880 3840 4800 5760 6720
g de NaCl L?

3.5 Aplicacao dos tratamentos

Apbs o periodo de estabilizacdo do estande de plantas, teve inicio a adicao
do NaCl (595,2 g) em reservatoério plastico de 310 L de capacidade, acrescido de
fertirrigacdo para manutencao nutricional das plantas, para o preparo do maior nivel
salino (3,5 dS m™); para o nivel de menor salinidade foi utilizado apenas agua de
abastecimento da Fazenda Experimental S&o Manuel em um segundo reservatério
(310 L), acrescida de fertirrigacdo. A quantidade de adubos utilizados para
fertirrigacao foi ajustada a 50% da forca idnica devido ao uso da fibra de coco como
substrato de sustentacdo das plantas, na qual pode contribuir para aumento da
salinidade. Esse ajuste resultou em condutividade elétrica de 1,3 dS m™.

As aplicacBes do NPS foram feitas semanalmente (via foliar), aos 9, 16 e 23
dias apés transplantio (DAT), totalizando trés aplicac6es ao longo do experimento.
Para aplicacdo das concentracdes foi previamente preparada a diluicdo de cada
uma delas em &gua proveniente da Fazenda, para posterior aplicacdo em
pulverizador manual de CO, pressurizado, com 0,3 kgf por cm? bicos conicos

cheios, com auxilio de cortina plastica entre tratamentos para evitar deriva.
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3.6 Irrigacéo e fertirrigagao aplicada

O sistema de irrigacado adotado foi adequado para cultivo hidropénico, onde
as solugbes nutritivas foram aplicadas diariamente, aplicando volume de solugéo
suficiente para ocorrer a minima drenagem dos vasos, ndo havendo retorno desta
para os reservatorios. Para esse sistema foi utilizado gotejamento independente,
acionado por duas eletrobombas (uma para cada reservatério de 310 L), linhas
laterais de polietilieno com didmetro de 16 mm, emissores do tipo microtubos de 40
cm de comprimento e gotejo auto compensador com vazdo de 4,5 L h™. Todo o
sistema foi controlado através de temporizador digital, com eventos diarios
programados para a minima drenagem dos vasos, alterando-se de acordo com o
desenvolvimento da cultura.

A fertirrigacdo utilizada durante o experimento seguiu a recomendacao de
adubacao segundo Furlani et al. (1999) para folhosas, para o preparo de 1.000 L de
solucdo nutritiva, dispondo das seguintes quantidades de nutrientes: 750 g m™ de
nitrato de célcio, 500 g m> de nitrato de potassio, 150 g m> de fosfato
monoamdnico (MAP), 400 g m™ de sulfato de magnésio, 0,15 g m™ de sulfato de
cobre, 0,3 g m™ de sulfato de zinco, 1,5 g m™ de sulfato de manganés, 1,8 g m* de
acido bérico, 0,15 g m™ de molibdato de sédio e 16 g m™ de Fe-EDTA — 13%.

3.7 Variaveis analisadas

As plantas foram colhidas aos 35 DAT quando apresentavam padréo

comercial (folhas completamente expandidas e auséncia de pendoamento).
3.7.3 Variaveis bioquimicas

Para as andlises enzimaticas foram realizadas trés coletas de folhas
completamente expandidas. Cada coleta foi realizada 48h apds aplicacdo do NPS,
entre 8:00 e 11:00 h da manha, aos 11, 18 e 25 DAT. As folhas foram guardadas em
papel aluminio previamente identificados e imersas imediatamente em nitrogénio
liquido para completa paralizacdo da reacdo enzimatica. Apds a coleta, estas foram

armazenadas em ultra freezer a -70°C.
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Para determinacdo da peroxidacéo de lipidios foi adotada a técnica sugerida
por Heath e Packer (1968), citada por Rama Devi e Prasad (1998). Para isso foi
utilizado 300 mg do material vegetal a -70°C, colocada sobre almofariz contendo
nitrogénio liquido e maceradas com auxilio de pistilo. Apds, o material vegetal foi
homogeneizado em 5 mL de solugdo composta por acido tiobarbittrico (TBA) 0,25%
e acido tricloroacético (TCA) 10%. A solucdo extraida foi incubada em banho-maria
a 90°C por 1 h. Em seguida, as amostras foram colocadas em banho de gelo para o
completo resfriamento para posterior centrifugacdo a 10000 x g por 15 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante resultante da centrifugagéo foi coletado para
realizacao das leituras, sendo estas realizadas em dois comprimentos de ondas (560
e 600 nm) em espectrofotdbmetro. Para os calculos, utilizou-se o coeficiente de
extingdo molar do malondialdeido (155 mmol L™ cm™).

A determinacdo do conteudo de peréxido de hidrogénio foi realizada
segundo método de Alexiava et al. (2001). Para tanto, foram utilizadas 0,1 g de
amostras maceradas e congeladas em nitrogénio liquido, nas quais foram
adicionados 1 mL de TCA 0,1% e agitadas em vortex; em seguida, foram
centrifugadas a 12000 g por 15 minutos a 4°C. A reacao iniciou-se com a adicao de
0,5 mL de extrato, 0,5mL de tampéao fosfato 0,1 M de pH 7,0 e 2,0 mL de iodeto de
potassio a 1M. O conteudo foi incubado no escuro por uma hora e realizou-se a
leitura em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 390 nm. Calculou-se a
concentracdo de peroxido de hidrogénio nas amostras através de curva do proprio
peroxido de hidrogénio.

A extracdo enzimatica seguiu a metodologia proposta por Kar e Mishra
(1976), na qual foram pesados 300 mg de folhas frescas congeladas e previamente
trituradas em nitrogénio liquido. Apés esse processo, foi adicionado o composto
polivinilpirrolidona (PVP) para evitar oxidacdo do material vegetal, homogeneizando
novamente junto com o PVP e nitrogénio liquido. Em seguida foi adicionado ao
material vegetal 4 mL de tampéo fosfato de potassio refrigerado (0,1 M — pH 6,8). A
solucéo extraida foi centrifugada a 10000 x g por 10 minutos a 4°C. O extrato obtido
foi separado em eppendorfs de 1,5 mL e armazenado a -20°C para posterior
determinacao.

A quantificacdo de proteina soluvel foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Bradford (1976). Para obtencao do sistema de reagao, a

curva padrao de proteina soluvel foi elaborada utilizando 50 pyL de solugdo de
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caseina (0, 20, 40, 60 e 100 pL) por 2,5 yL de reativo de Bradford. A reagéo
permaneceu em ativa por 15 minutos para posterior leitura de absorbancia em
espectrofotdmetro a 595 nm, expressa em mg de proteina g de matéria fresca.
Apébs obtencdo da equacdo com curva padrdo, procedeu-se a leitura das amostras
utilizando também 50 uL do extrato e 2,5 pL de Bradford.

A determinacdo da atividade da superoxido dismutase (SOD) foi realizada
pelo método de Giannopolitis e Reis (1977) e leva em consideracdo a capacidade da
enzima em inibir a fotorreducdo do NBT (azul de cloreto de nitrotetrazdlio). Para a
guantificacdo da SOD foram adicionados 50 uL de extrato bruto, a uma solugdo
contendo 13 mM de metionina, 75 pL de NBT, 100 nM de EDTA e 2 uyM de
riboflavina em 3,0 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8. Apds o preparo
do meio, a reacdo ocorreu pela iluminacdo dos tubos, em recipiente fechado
composto por lampadas fluorescentes, durante 5 minutos. Apos o decorrer do tempo
de incubacéo, as amostras foram lidas em espectrofotometro a 560 nm. Para o
célculo da atividade especifica da enzima considera-se a porcentagem de inibicdo
obtida, o volume da amostra e a concentragdo de proteina soluvel da amostra (ug
uL™).

Conforme Peixoto et al. (1999), a quantificacdo da catalase (CAT) foi
determinada em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 240 nm pelo
monitoramento na variacdo de absorcédo de peroxido de hidrogénio. Para isso, foram
adicionados 50 pL de extrato bruto em 950 pL de tampéao fosfato de potassio 50 mM,
pH 7,0 suplementado com peroxido de hidrogénio de concentracao final de 12,5 mM.
A variacao de absorcéo foi calculada em intervalo de 80 segundos, com atividade da
enzima utilizando coeficiente molar de 39,4 mM cm™. A atividade da CAT foi
expressa em pKat ug prot™ levando em consideracéo os valores de proteina soltvel
da amostra.

A atividade da enzima peroxidase (POD) seguiu a metodologia proposta por
Teisseire e Guy (2000), sendo o sistema de reacdo composto pela adicdo de 30 uL
do extrato enzimatico, tamp&o fosfato de potassio 50 mmol L™ - pH 6,5; pirogalol
(1,2,3-benzenotriol) 20 mmol L™ e peréxido de hidrogénio (H.O,) 5 mmol L™
totalizando um volume de 1,0 mL. A reacdo foi conduzida durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida a formacdo de purpurogalina foi medida em

espectrofotdbmetro UV-visivel a 430 nm e seu coeficiente de extingdo molar (2,5
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mmol L™* cm™) foi usado para calcular a atividade especifica da enzima, expressa
em umol de purpurogalina min™ mg™ de proteina.

Para quantificagdo do contetdo de prolina foram utilizados 100 mg do
material vegetal, sendo homogeneizado em 2 mL de &cido sulfossalicilico a 3% (p/v).
Apés isso, foi realizada a centrifugacéo da solugcédo a 6300 x g por 10 minutos. Para
reacao foi adicionado 75 uL do extrato a 35 pL de solugdo acida de ninhidrina (1,25
g de nihidrina, 30mL de &cido acético glacial e 20mL de acido fosférico 6M) sendo a
mistura resultante incubada a 100°C durante 60 minutos. A reacgao foi paralisada em
banho de gelo e o sobrenadante de cada amostra foi coletado para a obtencéo da
absorbancia em espectrofotometro no comprimento de onda de 520 nm. As
absorbancias foram comparadas & curva-padrdo de prolina (0 a 100ug mL™) e os
resultados expressos em pmol prolina g MF™* (BATES; WAKLREN; TEARE, 1973).

3.7.2 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Para as analises de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a foi utilizado
0 equipamento Infra Red Gas Analyser—IRGA, modelo LI-6400, LI-COR, sistema
aberto de fotossintese com analisador de CO, e vapor d’agua por radiagao
infravermelha.

As medidas foram realizadas apés as aplicacbes de NO, aos 14, 21 e 28
DAT, ocorrendo sempre no periodo entre 8:00 e 11:30 h da manha.

Para obtencéo das trocas gasosas foram analisadas: a taxa de assimilacéo
de CO, (A, umol CO, m? s™), taxa de transpiracdo (E, mmol vapor d’agua m? s™),
condutancia estomatica (gs, mol m? s™) e concentracéo interna de CO, na folha (Ci,
umolCO, mol™ar). As medidas foram calculadas com a utilizacéo da equacéo geral
de trocas gasosas de Von Caemmerer e Farquhar (1981) através do programa de
analise de dados do equipamento.

As medidas de eficiéncia do uso de agua (EUA, uymol CO, (mmol H,0) ™)
foram definidas através da relacdo entre assimilacdo de CO, e taxa de transpiracao
e a eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) foi obtida através da relacdo entre a taxa de
assimilacao de CO; e concentracao interna de CO, na folha.

A fluorescéncia da clorofila a foi quantificada com a utilizacéo de fluorémetro
portatil de luz modulada (OptiSciences, modelo OS1-FL, Hudson, USA), a partir do

gual foi obtida a fluorescéncia maxima (Fm’), a fluorescéncia no estado de equilibrio
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dindmico (F’) e a fluorescéncia minima (FO0’), permitindo-se calcular os seguintes
parametros (BAKER, 2008): eficiéncia quéantica potencial do FSII (Fv/Fm):
representando o rendimento quantico da fase fotoquimica da fotossintese;
coeficiente de extingdo fotoquimico (gP): refletindo o metabolismo fotossintético do
carbono; coeficiente de extincdo nédo-fotoquimico (NPQ): representando todas as
outras formas de dissipacdo de energia, principalmente, calor e taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR), de acordo com Schreiber (1986).

3.7.3 Determinacéao de pigmentos (clorofilas a, b e carotenoides)

Os teores de pigmentos foram determinados pela utilizacéo de disco foliar de
1,2 cm, retirados de folha completamente expandida, mantendo imerso por 24 h em
1 mL de dimetilformamida. Apos esse periodo, foi realizada leitura de absorbancia
das amostras coletadas em espectrofotometro UV-2600 e UV-2700 (UVProbe
software) nos comprimentos de onda de 665,1; 649,1 e 480nm. O calculo das
concentracbes das clorofilas a, b e carotenoides foi baseado em metodologia
descrita por Wellburn (1994).

3.7.4 Variaveis biométricas

Massa de matéria fresca total — As plantas foram pesadas em uma balanca
analitica (0,05 g) com caule e folhas, cuja massa foi expressa em gramas.

Diametro do caule — obtido com auxilio de paquimetro digital, com unidade
expressa em mm.

Numero de folhas — realizado pela contagem de todas as folhas desenvolvidas na
planta.

Massa de matéria seca total — para quantificacdo da massa seca, as plantas foram
acondicionadas em saco de papel identificado e disposto em estufa com circulacéo
forcada de ar para completa secagem do material até massa constante, sob
temperatura de 65°C (x1). Apdés secagem completa do material, estas foram
pesadas em balanca digital de preciséo (0,019).

Area foliar — foi determinada pela passagem unitaria das folhas em medidor de area
foliar (LI-3100 C, Li-Cor, Inc., Lincoln, NE, EUA), calibrado para 0,1 mm?.
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Conteudo relativo de agua (CRA) — foram coletados dois discos foliares em
posic¢des diferentes da planta (base, intermediéria e apice), totalizando vinte e quatro
unidades experimentais, tomando-se o cuidado de ndo amostrar a nervura central. O
CRA foi obtido a partir da formula CRA = (MF-MS) / (MT-MS) x 100%, segundo Barrs
e Weatherley (1962) onde MF, MS e MT representam a massa fresca, massa seca e
a massa total, respectivamente. Os discos coletados foram acondicionados em
placas de Petri com tampa para pesagem da massa fresca; em seguida adicionou-
se agua destilada nas placas, sendo estas colocadas na geladeira por 24 h com a
finalidade de obter a massa turgida. Para a massa seca, os discos foram secados a
60°C por 72 h.

3.8 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados quanto a distribuicdo de normalidade dos
dados e submetidos ao teste Ryan-Joine (similar ao Shapiro-Wilk) através do
software MINITAB® 17. Em seguida os dados foram submetidos as analises de
variancia pelo teste F, e as médias dos fatores qualitativos (estresse salino) foram
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade, enquanto os resultados dos
fatores quantitativos (concentracdes de NPS) foram submetidos a analise de
regressdo. As analises foram realizadas através do software SISVAR (FERREIRA,
2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Variaveis bioquimicas

De acordo com andlise de variancia houve efeito significativo da interacao
entre os fatores estudados para todas as varidveis bioquimicas nas trés épocas de
coletas, exceto para o teor de peroxido de hidrogénio e peroxidacdo de lipidios na
terceira coleta, havendo resposta apenas para os fatores isolados (concentracdes de

NPS e estresse salino) ao nivel de 1% de significancia (Tabela 1).

Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia da peroxidagéo de lipidios (LIPO) (MDA x
103, nmol g massa fresca), teor de peréxido de hidrogénio (uM H.O, g
massa fresca), atividade da superéxido dismutase (SOD, U x 10° mg™ de
proteina), atividade da catalase (CAT, pKat ug™ de proteina), atividade da

peroxidase (POD, umol de purpurogalina min™ mg™ de proteina) e contetido
de prolina (nmol prolina mg MF™) de plantas de alface cv. Vera, tratadas
com nitroprussiato de sédio (NPS) na auséncia e presenca de estresse
salino, durante a primeira, segunda e terceira aplicacdo. Botucatu/SP,
UNESP, 2019

Primeira Coleta (11 DAT)

Fontes de Variacéo GL Quadrado médio
H,0, LIPO SOD CAT POD PROLINA
Estresse salino (E) 1 256,29* 276,12**  159,24** 0,09™  210,00* 8,46**
Conc. de NPS (C)* 4 21,27 46,24** 31,54** 0,21** 48,45** 4,65**
Interacdo E x C 1 2,91* 18,03* 16,64** 0,28** 9,60* 1,11*
CV (%) 5,02 13,17 10,90 13,26 9,50 11,42
Estresse salino Teste de médias
SEM (0,2 dS m™) 17,85b 16,71 b 16,12 b 161la 16,28 b 5,00 b
COM (3,5dS m™) 2291a 21,9a 20,11 a 1,71a 20,86 a 5,92 a
Segunda Coleta (18 DAT)
Fontes de variacdo GL Quadrado médio
H,0, LIPO SOD CAT POD PROLINA
Estresse salino (E) 1 68,21** 40,12**  819,53** 3,93** 243,22 2,70%*
Conc. de NPS (C)* 4 19,28** 14,59**  329,60** 0,89** 49,66** 1,84**
Interacdo Ex C 4 21,03** 5,19* 152,34* 0,20* 3,68* 0,30*
CV (%) 9,24 9,85 17,01 15,12 4,10 9,47
Estresse salino Teste de médias
SEM (0,2 dS m™) 17,59 b 12,67 b 32,66 b 1,43b 29,65 a 3,19b
COM (3,5dS m™) 20,20a 14,68a 41,72 a 2,05a 24,72 b 3,71a
Terceira Coleta (25 DAT)
Fontes de variacao GL Quadrado médio
H,0, LIPO SOD CAT POD PROLINA
Estresse salino (E) 1 143,48 77,28  755,31** 4,97** 209,81** 5,68**
Conc. de NPS (C)* 4 19,48** 14,07**  215,78** 1,71* 162,72** 3,46**
Interagdo E x C 4 1,16™ 3,29" 23,39** 0,41** 52,38* 1,67*
CV (%) 6,18 12,05 3,92 12,25 15,02 15,83
Estresse salino Teste de médias
SEM (0,2 dS m™) 15,62 b 10,44 b 38,32 b 2,76 a 30,09 a 3,71b
COM (3,5dSm™) 1941a 1321a 47,01 a 2,05b 25,52 b 4,46 a

' — Concentracdes de nitroprussiato de sddio;
* ** @ ns — significativos a 5 e 1% de probabilidade e néo significativo, respectivamente (Médias
seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05)).
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Ao analisar os valores médios obtidos verifica-se que a condi¢cao de estresse
salino apresentou maior valor médio em relagdo a auséncia do estresse para a
maioria das variaveis analisadas, durante as trés épocas de coleta, exceto para
atividade da catalase na primeira coleta onde n&do houve diferenca estatistica, bem
como, para atividade da enzima peroxidase na segunda e terceira coleta, sendo
essa atividade superior em plantas isentas do estresse em relacdo as plantas
estressadas (Tabela 1).

Observa-se ainda que os valores médios, independente do estresse, da
peroxidacéo de lipidios (LIPO) e teor de H,0O, foram reduzidos apos cada aplicacao
do NPS, ocorrendo reducbes de 37 e 40% para a variavel LIPO entre a primeira e
tltima coleta, na condicdo de sem e com estresse, respectivamente. Ja para o teor
de H,0O; as reducdes foram de 12 e 15%, respectivamente (Tabela 1).

Altos niveis salinos podem contribuir para o dano nas membranas (LIPO)
através da intensidade do estresse oxidativo em condi¢cdes salinas, levando ao
extravasamento de eletrolitos devido a degradacdo da camada lipidica e,
consequentemente, reducdo do crescimento das plantas (MUNNS, 2011).

No entanto, a participacdo do NO em mecanismos de defesas frente ao
estresse salino ja tem sido relatada, dependendo da planta, da espécie e grau do
tratamento adotado, o que explicaria a reducdo dos danos ocasionados pelo
estresse observados nesse trabalho (ZHAO et al., 2004; BEGARA-MORALES et al.,
2014).

Para a variavel SOD, verifica-se que na presenca de estresse salino, plantas
de alface apresentaram ganhos na atividade dessa enzima, independente das
concentracfes de NPS, de 25; 28 e 23% em relacdo as plantas isentas de estresse
na primeira, segunda e terceira coleta, respectivamente (Tabela 1).

A enzima SOD é a primeira a atuar na defesa do sistema antioxidante,
atuando na dismutacao do anion superoéxido para formacdo de H,O,, dessa maneira
minimiza os danos ocasionados pelas ERO através da quebra de radicais
superoéxidos que sao gerados pelo estresse oxidativo (SHAFI et al., 2015).

De acordo com Talukdar (2013), a expressao da atividade da enzima SOD
pode ocorrer em diversos compartimentos celulares a fim de reduzir os radicais
livres produzidos durante o estresse salino.

No entanto, deve-se levar em consideracdo que podem existir diversas

variacdes na atividade da SOD, dependendo da espécie, duragdo e intensidade do
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estresse avaliado, podendo comprometer a atividade da enzima (SERRAJ et al.,
2011).

A maior atividade da CAT em plantas estressadas pela alta salinidade
observada nesse trabalho condiz com a reducdo nos niveis de H,O, durante a
segunda, uma vez que essa enzima atua diretamente na desintoxicacao celular
através da quebra de moléculas de H,O; (Tabela 1).

A maior atividade da enzima CAT em funcao do estresse salino em plantas
jA € vista em diversos estudos (MADHANIA et al., 2006; JESUS et al., 2015;
CARVALHO et al., 2016).

De acordo com Miller et al. (2010) o aumento na atividade da CAT sob
condicdes de salinidade é justificado devido a necessidade de remoc¢éo do H,0, da
célula vegetal, que se acumula a medida que o estresse oxidativo se intensifica,
sendo o peroxido de hidrogénio gerado também através da maior atividade da SOD
gue é primeira linha de defesa do sistema antioxidante das plantas.

Contudo, em alguns estudos ja foi verificado que a intensidade do estresse
salino pode acarretar na reducdo da atividade da enzima antioxidante CAT,
dependendo da espécie (MAIA et al., 2012) e do nivel salino adotado (FREITAS et
al., 2011), o que explica o menor valor médio na atividade dessa enzima na terceira
coleta, em comparacao as plantas ndo submetidas ao estresse salino.

Assim como a CAT, a peroxidase atua na remoc¢ao do H,O,, logo, 0 maior
valor obtido sob condi¢des salinas demonstra que a baixa atividade da CAT pode ter
ativado as peroxidases para reducdo dos niveis das ERO no tecido vegetal, como
visto na primeira coleta. J& para as demais coletas, os valores inferiores na atividade
da POD podem ser conferidos pelo alto indice salino afetando a expressao da
enzima (Tabela 1).

Para a variavel prolina, os ganhos nos valores médios desse osmorregulador
em plantas estressadas em comparacdo a plantas néo estressadas foram de 18,4;
16,30 e 20,21% nas trés coletas, respectivamente (Tabela 1).

O aumento no conteddo de prolina no tecido vegetal é comumente
observado sob condicdes de estresse salino (ASHRAF; McNEILLY, 2004;
VERBRUGGEN; HERMANS, 2008; ASHRAF et al., 2011), atuando como
osmorregulador de grande importancia na conferéncia de tolerancia a salinidade em
plantas (JESUS et al., 2015).
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J& foi observado que a concentracdo de prolina aumenta no tecido vegetal
em condi¢Bes de estresse salino como, por exemplo, em plantas de rucula (JESUS
et al., 2015), em plantulas de guandu (MONTEIRO et al., 2014) e em plantas de
feijdo (COELHO et al., 2017).

Ao analisar o efeito das concentracdes de NPS sobre o teor de H,O, em
plantas estressadas, tanto para a primeira (Figura 3A) como para a segunda coleta
(Figura 3B), observa-se que houve comportamento quadratico em ambas as
situacdes, ocorrendo reducdo nos niveis de H,O, com 0 aumento das concentracdes

de NPS.

Figura 3 — Peroxido de hidrogénio (H20;), durante a primeira (A), segunda (B) e
terceira (C) aplicacdo de concentracdes de nitroprussiato de sédio (NPS) em
plantas de alface, na auséncia e presenca de estresse salino. Botucatu/SP,

UNESP, 2019
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Na primeira coleta, as plantas submetidas ao estresse salino apresentaram
menor concentracdo de H,O, em 80,37 umol de NPS (21,48 uM de H,O, g massa
fresca™), 11% a menos que as plantas ndo tratadas. J& para a segunda coleta, o
maior decréscimo dos niveis de H,O, foi observado em 99 umol de NPS (17,04 uM
de H,0O, g massa fresca™), correspondente a 25,60% de reducdo em comparacao as

plantas estressadas ausente da aplicagdo de oxido nitrico (Figura 3A e 3B).
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Ainda na Figura 3A, a auséncia de estresse salino em plantas de alface
durante a primeira coleta demonstrou resultado semelhante as plantas estressadas,
ocorrendo reducdo dos niveis de H,O, com o aumento das concentracdes de NPS,
com ponto de minima em 70,83 umol de NPS, correspondente ao valor médio de
16,61 uM de H,O, g massa fresca™’. Esse valor representa 8,28% a menos de H,0-
no tecido vegetal em comparacéo as plantas controle.

Na segunda coleta, ndo houve efeito das concentracdes de NPS estudadas
sobre a variavel H,O, em plantas de alface isentas de estresse salino, resultando em
valor médio de 17,42 uM de H,0, g massa fresca™ (Figura 3B).

Na ultima aplicacédo das concentracdes de NPS, os resultados obtidos para a
terceira coleta também mostraram reducdo na concentracao de H,O,, independente
da condicdo de estresse, cujo ajuste da curva se deu ao comportamento quadréatico,
com o valor minimo do nivel de H,O, na concentracdo de 92,83 umol de NPS
correspondendo a 15,91 uM de H,0, g massa fresca™, com reducéo de 14% dessa
molécula em comparacéao as plantas nao tratadas (Figura 3C).

Os resultados obtidos mostram que a aplicacédo de oxido nitrico pode reduzir
0s niveis de peréxido de hidrogénio em plantas submetidas ao estresse salino,
evidenciando papel protetor dessa molécula.

Isso pode ser justificado devido a acdo direta do NO sobre as ERO, em
funcdo da reducdo destas espécies, seja pela inducdo na atividade de enzimas
antioxidantes ou pela interacdo dessa molécula (NO) com o anion superoxido,
resultando na formacédo do peroxinitrito, que pode ser rapidamente decomposto em
produtos estaveis e reduzir os danos causados pelas ERO (GROR; DURNER;
GAUPELS, 2013; SHEOKAND; KUMARI, 2015).

Além disso, sabe-se que a presenca de peroxido de hidrogénio € inevitavel
em niveis elevados do anion superoxido. Logo, a aplicacdo de NO pode atuar
diretamente sobre esse radical livre (O) de alta reatividade, reduzindo os niveis de
H,0, na célula vegetal (ARORA et al., 2016).

Na Figura 4A e 4B, € apresentada a resposta da cultura ao efeito das
concentragcbes de NPS para a variavel LIPO, onde ndo houve efeito do fator
concentracbes em plantas ndo estressadas, tanto para a primeira quanto para a
segunda coleta, apresentando valores médios de 16,45 e 12,67 de MDA x10°, nmol

g massa fresca™, respectivamente.
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J& nas plantas condicionadas ao estresse salino nota-se que os resultados
foram semelhantes na primeira e segunda coleta, apresentando reducdo dessa
variavel com o aumento das concentracdes de NPS, cujos valores minimos de LIPO
foram obtidos nas concentracdes de 140,75 e 110,38 umol de NPS, nas quais se
obteve 19,16 e 12,77 MDA x10° nmol g massa fresca™, apresentando reducéo de 29
e 28% de peroxidacéo lipidica, na primeira e segunda coleta, respectivamente, em
relacd@o as plantas controle (Figura 4A e 4B).

Figura 4 — Peroxidacéao de lipideos (LIPO), durante a primeira (A), segunda (B)
e terceira (C) aplicacao de concentracdes de nitroprussiato de sédio (NPS) em
plantas de alface, na auséncia e presenca de estresse salino. Botucatu/SP,

UNESP, 2019
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Na terceira coleta verificou-se que o efeito das concentracdes de NPS sobre
a variavel LIPO, independe da condicdo de estresse salino, onde o aumento dessas
levou a reducdo da LIPO, com ajuste da curva ao comportamento quadratico,
apresentando valor minimo de 10,72 MDA x10% nmol g massa fresca®, na
concentracdo de 93,8 umol de NPS (Figura 4C).

Por meio dos resultados obtidos, € possivel salientar que aplicacdo do 6xido
nitrico em situacbes de estresse oxidativo, exerceu sinalizacdo ou atividade
antioxidante, aumentando a atividade das enzimas para extinguir as ERO através da

reducdo do peroxido de hidrogénio e como consequéncia, levou a diminuicdo dos



45

niveis de peroxidacdo de lipidios, podendo assim, conferir tolerdncia as plantas
(HASANUZZAMAN et al., 2018).

Resultados semelhantes sobre a reducdo no nivel de peroxidacédo lipidica
com uso de Oxido nitrico ja foi observado em plantas de alface (CAMPOS et al.,
2019), mostarda (KHAN et al., 2012) e tomate (MANAI et al., 2014) submetidas ao
estresse salino.

Para a atividade da enzima SOD, foram observadas respostas significativas
as concentracdes de NPS, em todas as épocas analisadas, ocorrendo aumento na
expressdo da enzima em funcédo das concentragcdes adotadas para a condicdo de

estresse salino (Figura 5).

Figura 5 — Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD), durante a
primeira (A), segunda (B) e terceira (C) aplicacdo de concentracdes de
nitroprussiato de sodio (NPS) em plantas de alface, na auséncia e presenca de
estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019
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Verifica-se que a maxima atividade da enzima SOD nas plantas estressadas
ocorreu nas concentragdes de 107 (22,57 U x 10° mg™ de proteina), 98,82 (51,28 U
x 10 mg™ de proteina) e 103,08 (53,72 U x 102 mg™ de proteina) umol de NPS,

para os trés periodos de coleta, respectivamente (Figura 5A, 5B e 5C).
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Os valores médios obtidos na presenca do estresse, ao ajuste das curvas,
corresponderam a 33,9; 61,5 e 31,1% de incremento na atividade da SOD para a
primeira, segunda e terceira coletas, respectivamente, em comparacao as plantas
nao tratadas com NO (Figura 5A, 5B e 5C).

O aumento na atividade da superdxido dismutase pode estar ligado
diretamente as maiores concentracdes de H»O, em plantas condicionadas ao
estresse salino, conforme observado nesse trabalho (Tabela 1), uma vez que, essa
enzima atua na quebra do anion superéxido para minimizacdo do estresse oxidativo
e, consequentemente, resulta na formacao do H,O,.

Em relacdo as plantas de alface isentas do estresse salino, verificou-se
resposta linear na atividade da SOD da primeira coleta, em que o aumento das
concentragdes de NPS resultou no aumento da atividade dessa enzima, com maior
valor médio obtido em 200 umol de NPS (19,07 U x 10 mg™ de proteina) (Figura
5A). Entretanto, na segunda coleta ndo foi observado efeito das concentragbes de
NPS em plantas ndo estressadas, cujo valor médio foi de 32,66 x 102 mg™’ de
proteina (Figura 5B).

Ja para a ultima coleta, a maxima atividade da SOD, em plantas nao
cultivadas sob estresse salino, foi observada na concentracdo de 111,67 pmol de
NPS (42,54 U x 10 mg™ de proteina) elevando a expresséo da enzima em 35,8%
em relacao as plantas controle (Figura 5C).

Por atuar diretamente contra a ERO de diversas maneiras, foi visto que a
aplicacdo de NO induz o aumento da atividade da enzima SOD em plantas de
tomate (MANAI et al., 2014), mudas de pepino (SHI et al., 2007) e em raizes de
girassol (DHARA; SATISH, 2015), sob condi¢cdes de estresse salino, assim como
observado no presente trabalho.

A primeira aplicacdo das diferentes concentracdes de NPS resultou na
diminuicdo da atividade da catalase na analise da primeira coleta para plantas
estressadas, cujo comportamento da curva se ajustou a forma quadratica,
apresentando menor atividade dessa enzima na dose de 117,5 umol de NPS (1,36
uKat ug™? de proteina), aumentando a atividade da enzima catalase a partir desta
(Figura 6A).

Essa reducédo pode estar atrelada ao inicio do desenvolvimento da planta em

funcdo da exposicdo salina, auséncia de substrato para enzima ou possivelmente
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alguma fitotoxicidade ocasionada pela aplicacdo de NPS, gerando redugcdo da

atividade enzimatica.
Na auséncia do estresse salino néo foi verificado efeito das concentracdes

de NPS aplicadas sobre a atividade da enzima CAT, correspondendo ao valor médio

de 1,61 pKat pg™ de proteina (Figura 6A).

Figura 6 — Atividade da enzima catalase (CAT), durante a primeira (A), segunda

(B) e terceira (C) aplicacédo de concentracdes de nitroprussiato de sédio (NPS)

em plantas de alface, na auséncia e presenca de estresse salino. Botucatu/SP,
UNESP, 2019
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Na segunda coleta, observa-se que houve acréscimo na atividade da enzima
CAT em plantas submetidas ao estresse salino de acordo com o aumento das
concentracfes do produto, onde o melhor ajuste dos resultados foi representado
pela equacdo quadratica, resultando na maxima atividade da enzima na
concentracdo de 88,5 pmol de NPS (2,53 pKat ug™* de proteina), o que representa

aproximadamente 45,4% a mais da atividade em comparacdo as plantas

estressadas que ndo receberam o produto (Figura 6B).
Ainda na Figura 6B, verifica-se que na auséncia de estresse salino, as
plantas de alface mostraram aumento na atividade dessa enzima, assim como em

plantas estressadas, com o incremento das concentracdes de NPS. A curva foi
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ajustada a equacao quadrética, exibindo maior atividade da enzima na concentracéo
de 92,5 umol de NPS (1,61 uKat pg™ de proteina), com ganho de 27,7% em
comparacao as plantas controle.

Resultados semelhantes com os obtidos nesse trabalho também foi
constatado por Campos et al. (2019), trabalhando com plantulas de alface tratadas
com NPS submetidas ao estresse salino de curta duracdo, onde observaram
incremento na atividade da enzima catalase durante os periodos de 12 e 24h de
estresse na presenca de NO.

Em diversos estudos ja foi evidenciado que a presenca de éxido nitrico pode
influenciar na atividade das enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase,
catalase e inUmeras peroxidases, através da mediacdo do hormbnio vegetal ABA,
uma vez que esse hormoOnio desencadeia diversos mecanismos de defesa em
plantas condicionadas aos estresses abiéticos (SHI et al., 2014).

Assim como observado na segunda coleta, a atividade da CAT apresentou
aumento com o incremento das concentragdes tanto na auséncia como na presencga
de estresse salino para a analise da terceira coleta, sendo mais evidenciado em
plantas néo estressadas (Figura 6C).

Na auséncia do estresse a maior atividade da enzima se deu em 90,5 umol
de NPS (3,49 61 pKat ug™ de proteina), enquanto que na presenca de estresse
salino a maior expressao da atividade da CAT nessas plantas foi obtida em 67,5
umol de NPS (2,23 pKat pg™ de proteina) com ganho de 9,3% em relacdo as plantas
nao tratadas (Figura 6C).

Embora sejam inumeros os beneficios obtidos pela acdo do NO, deve-se
salientar que altas concentracdes dessa molécula no tecido vegetal podem provocar
efeito inverso e ocasionar estresse na planta, interferindo na atividade das enzimas
(MURGIA et al.,, 2004). Dessa maneira, o tempo prolongado de exposicdo ao
estresse salino e, possivelmente, o acumulo de NO ao longo das aplicacfes podem
ter acarretado alteracbes na atividade da enzima CAT, para ultima coleta, em
plantas condicionadas ao estresse salino.

Houve resposta significativa das concentracfes de NPS sobre a atividade da
enzima peroxidase, ocorrendo aumento da mesma a medida que houve incremento

das concentracdes em ambas as situacdes de com e sem estresse (Figura 7A e 7B).
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A maior atividade da enzima POD nas plantas estressadas foi observada na
concentracdo de 108,1 pmol de NPS (23,62 pymol de purpurogalina min* mg™* de
proteina), enquanto que na auséncia de estresse salino essa maxima atividade
ocorreu na concentracédo de 154,83 umol de NPS (19,09 pmol de purpurogalina min
! mg* de proteina), expressando aumentos na atividade de 32,8 e 60,4% em

comparacao as plantas ndo tratadas, respectivamente (Figura 7A).

Figura 7 — Atividade da enzima peroxidase (POD), durante a primeira (A),
segunda (B) e terceira (C) aplicacdo de concentracdes de nitroprussiato de
sodio (NPS) em plantas de alface, na auséncia e presenca de estresse salino.
Botucatu/SP, UNESP, 2019
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Para a segunda coleta, na condicdo de estresse salino, a atividade maxima
da enzima se deu na concentracdo de 109,38 umol de NPS, com ganho de 21% a
mais que o alcancado na menor concentracdo (0 umol de NPS). Ja nas plantas
isentas de estresse salino, a maior expressao da POD foi obtida na concentracdo de
93,83 umol de NPS, com 19,5% a mais que nas plantas controle (Figura 7B).

Para a ultima coleta, as concentracdes de NPS estudadas no presente
trabalho ndo apresentaram efeito significativo na atividade da POD de plantas de
alface submetidas ao estresse salino, resultando em valor médio de 25,51 umol de
purpurogalina min mg™ de proteina; no entanto, o sistema de defesa antioxidante

para a reducdo do H,O, continuou ativo pela agéo da enzima CAT (Figura 7C).
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Na auséncia de estresse salino, a POD apresentou decréscimo na sua
atividade com o aumento das concentracfes de NPS durante a Ultima aplicagdo do
produto, ocorrendo ajuste dos valores médios por meio da equacao linear
decrescente, onde a maior concentragcdo (200 umol de NPS) resultou na menor
atividade da enzima, com reducdo de 43,8% em relacdo as plantas que nédo
receberam o produto (Figura 7C).

Assim como observado para as outras enzimas que compde o sistema de
defesa antioxidante das plantas, o incremento na atividade da peroxidase pode ser
influenciada pelos niveis de NO presente nas células vegetais, sobretudo em
condigdes de estresse salino, sendo esse comportamento observado em diversas
culturas como no tomateiro (MANAI et al., 2014), mostarda (KHAN et al., 2012);
algodoeiro (DONG et al., 2014) e grao-de-bico (AHMAD et al., 2016).

Dessa maneira, nota-se que a suplementacdo de NO pode contribuir para a
atenuacao do estresse, elevando a atividade da enzima através da sua sinalizacéao e
protecéo diante do estresse abiotico.

Contudo, é fundamental compreender a concentracédo exata de NO exdgeno
a ser aplicado, levando em conta a concentracao preexistente na planta, pois, altas
concentracfes dessa molécula podem ter efeito contrario e agravar o quadro do
estresse quando em grande disponibilidade no meio, resultando na inibicdo do
sistema antioxidante devido a toxidez (GROR; DURNER; GAUPELS, 2013), o que
explicaria situacOes de baixas atividades enzimaticas em plantas estressadas.

Quanto ao efeito das concentracbes de NPS sobre a concentracdo de
prolina obtida na primeira coleta, observa-se que tanto na presenca como ha
auséncia do estresse salino as plantas de alface apresentaram resposta quadratica
aos resultados encontrados, onde o aumento das concentracdes de NPS elevou a
concentracdo de prolina no tecido foliar (Figura 8A).

Nas plantas estressadas, a maxima concentracdo de prolina foi obtida em
122 pmol de NPS concentrando aproximadamente 29,4% a mais desse aminoacido
em relacdo as plantas tratadas. JA em plantas isentas do estresse, a maxima
concentracdo do aminodacido prolina foi encontrado em 150 ymol de NPS, sendo
exatamente a concentracdo trabalhada nesse estudo, cuja concentracdo de prolina
foi de 5,73 nmol prolina mg MF™ (Figura 8A).

Na segunda coleta, a concentracdo de prolina também aumentou com o

incremento das concentragfes de NPS. Em relagéo as plantas estressadas, o ponto
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de maximo acumulo de prolina foi encontrado em 75 pmol de NPS (3,99 nmol prolina
mg MF™). J4 na auséncia do estresse, as plantas de alface apresentaram maior
concentragdo de prolina na dose de 81 pmol de NPS (3,80 nmol prolina mg MF™)
(Figura 8B).

Figura 8 — Concentragcéo de prolina, durante a primeira (A), segunda (B) e
terceira (C) aplicacdo de concentragdes de nitroprussiato de sédio (NPS) em
plantas de alface, na auséncia e presenca de estresse salino. Botucatu/SP,

UNESP, 2019
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Para a terceira coleta analisada, a concentracdo de prolina nao foi afetada
pelas concentracdes de NPS aplicadas em plantas isentas de estresse salino com
valor médio de 3,71 nmol prolina mg MF™; por outro lado, em plantas estressadas a
concentracdo desse aminoacido foi acrescida de acordo com o fornecimento de
oxido nitrico. Logo, observa-se que a maxima concentracdo de prolina encontrada
em plantas estressadas ao ajuste da curva se deu na concentracdo de 39 pmol de
NPS, correspondendo a 4,74 nmol prolina mg MF* (Figura 8C).

Igualmente ao O6xido nitrico, o acumulo de prolina esta relacionado a
diversas respostas adaptativas das plantas sob diferentes estresses ambientais,
como déficit hidrico (PENG et al., 1996), alta salinidade (KHEDR et al., 2003), metais
pesados (SRIPORNADULSIL et al., 2002) e congelamento (ZHAO et al., 2004).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847217303519#bib0175
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847217303519#bib0135
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847217303519#bib0220
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847217303519#bib0295
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A sintese desse aminoécido ocorre pela ativacdo da enzima pirrolina-5-
carboxilato sintetase (P5CS), enquanto para sua degradacéo atua a enzima prolina
desidrogenase (PDH) (PLANCHET et al.,, 2014). De forma geral, a presenca de
oxido nitrico e prolina podem ocorrer em paralelo ou de forma colaborativa, onde o
oxido nitrico atua como sinalizador do estresse e a prolina como um regulador
osmoético frente ao estresse salino (SU et al., 2018).

Dessa forma, verifica-se que a aplicacdo de Oxido nitrico em plantas de
alface submetidas ao estresse salino eleva a concentragdo do aminoacido prolina,
estabilizando os danos causados pelo estresse ao mitigar os prejuizos da alta

salinidade.

4.2 Trocas Gasosas e fluorescéncia da clorofila a

De acordo com andlise de variancia apresentada na Tabela 2, houve
interacdo significativa para as variaveis concentracao interna de CO; na folha (Ci) e
para a relacdo de eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) aos 14 DAT ao nivel de 5% de
probabilidade. Aos 21 DAT, a interacdo significativa entre os fatores (concentragdes
de NPS e estresse) foi observada apenas na Ci e eficiéncia do uso da agua (EUA)
ao nivel de 1% de probabilidade. Para a ultima analise de trocas gasosas houve
efeito significativo da interacdo entre os fatores estudados para a maioria das
variaveis analisadas, ao nivel de 1% de probabilidade, exceto para as variaveis E e
EUA (p<0,05).

De acordo com os valores médios obtidos na primeira analise de trocas
gasosas, observa-se que independente da concentracdo de NPS aplicada, a
condicdo de estresse salino reduziu as variaveis taxa de assimilacdo de CO,,
condutancia estomatica, transpiracdo, eficiéncia do uso da agua, cujas reducdes
foram de 23,37; 27; 11 e 17,33% em comparacdo as plantas ndo estressadas,
respectivamente (Tabela 2).

Assim como observado na primeira avaliacdo, a condicdo de estresse salino
também provocou reducao as variaveis A, gs, € E aos 21 DAT, cujas perdas foram
de 10,3; 31,5 e 20,12%, respectivamente. Para a variavel A/Ci ndo houve diferenca

estatistica em relacdo ao estresse salino (Tabela 2).
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Ainda na Tabela 2, verifica-se que a taxa de assimilacédo de CO, continuou

sendo afetada negativamente pelo estresse aos 28 DAT, havendo reducdo desta

variavel de 16,36% em comparacédo as plantas nao condicionadas ao estresse.

Tabela 2 — Resumo da anélise de variancia da taxa de assimilagdo de CO, (A, pmol m™
s™); condutancia estomatica (gs, mol m? s™), concentracéo interna de CO,
na folha (Ci, umol mol™), taxa de transpiracdo (E, mmol m? s™), eficiéncia
do uso da agua (A/E, pmol CO, (mmol H,0)") e eficiéncia de carboxilacao
(A/Ci) de plantas de alface cv. Vera, tratadas com nitroprussiato de sodio
(NPS) na auséncia e presenca de estresse salino, durante a primeira
aplicagdo. Botucatu/SP, UNESP, 2019

Fontes de Variacdo GL

Primeira avaliacdo (14 DAT)

Quadrado médio

A gs Ci E EUA A/Ci
Estresse salino (E) 1 86,33**  0,0465** 8748,87* 5,03* 1,28** 0,0039**
Conc. de NPS (C)* 4 5,28" 0,0024™  2722,15™ 3,42* 0,21"™ 0,0005™
Interacdo Ex C 1 2,43 0,0034™  4104,12* 1,07™ 0,14"™ 0,0006*
CV (%) 15,48 18,53 12,80 15,66 16,01 35,32
Estresse salino Teste de médias
SEM (0,2 dS m™) 12,58 a 0,26 a 273,88 b 6,46 a 2,02 a 0,051 a
COM (3,5dSm™) 9,64 b 0,19b 303,46 a 575b 167b 0,032 b
Segunda avaliagdo (21 DAT)
Fontes de variagdo  GL Quadrado médio
A gs Ci E EUA A/Ci
Estresse salino (E) 1 9,73*  0,0271*  3185,60**  4,23* 0,82*  0,00001™
Conc. de NPS (C)* 4 11,64*  0,0024**  397,68™ 0,92** 0,15  0,00017*
Interacdo E x C 4 1,60™ 0,0005™  621,76* 0,04" 0,55**  0,00004"
CV (%) 12,37 14,29 4,16 15,72 11,47 13,83
Estresse salino Teste de médias
SEM (0,2 dS m™) 9,43 a 0,19 a 301,24 a 3,23 a 2,98 b 0,03 a
COM (3,5dS m™) 8,45b 0,13 b 283,39 b 2,58 b 3,27 a 0,03 a
Terceira avaliagdo (28 DAT)
Fontes de variacdo  GL Quadrado médio
A gs Ci E EUA A/Ci
Estresse salino (E) 1 46,29 0,0462** 6521,46* 14,81* 0,76**  0,00014**
Conc. de NPS (C)* 4 36,98*  0,0130** 3299,54**  6,90** 0,95  0,00053**
Interacdo E x C 4 1,17 0,0043** 5328,74** 0,56* 0,55* 0,00026**
CV (%) 6,71 9,22 3,93 9,97 5,72 7,70
Estresse salino Teste de médias
SEM (0,2 dS m™) 13,14 a 0,19 a 257,36 a 4,82 a 2,85b 0,051 a
COM (3,5dS m™) 10,99 b 0,12 b 231,82 b 3,61b 3,13a 0,048 b

' — Concentracdes de nitroprussiato de sodio;
* ** @ ns — significativos a 5 e 1% de probabilidade e ndo significativo, respectivamente (Médias
seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p < 0,05)).

O impacto do estresse salino pode afetar drasticamente a assimilacdo de

CO, em plantas estressadas, devido ao desequilibrio osmético e iénico resultante do

estresse. Essa condicdo adversa resultara no fechamento estomatico e toxicidade
celular (ROY; NEGRAO; TESTER, 2014), o que implicar4d em maior resisténcia da
difusdo de CO, para o mesofilo foliar e, consequentemente, numa menor taxa de
metabolismo fotossintético (SOUTO FILHO et al., 2014).
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Em meio a isso, quando expostas a altas concentracdes de sais, as plantas
podem apresentar menor condutancia estomatica, menor concentracdo interna de
CO, e menor assimilacdo deste, como estratégia da reducdo da perda de agua
excessiva por transpiracdo em fungdo do déficit hidrico gerado pelo efeito osmotico
da salinidade (CAMPOS et al., 2019).

Para que ocorra adaptacdo dessas plantas sob condicbes de estresse
salino, o fechamento parcial dos estdmatos € uma das primeiras respostas da planta
ao estresse hidrico, sendo induzido através das concentracdes de acido abscisico
presente no meio, podendo atuar em conjunto com NO para regulacdo das células
guardas (FAHAD et al., 2015).

Contudo, nao foi verificada influéncia da aplicacdo de NPS sobre a eficiéncia
do uso de agua na primeira aplicacéo, independente do estresse, embora as plantas
irigadas com agua de maior salinidade (3,5 dS m™) submetidas tenham
apresentado menor taxa de transpiracdo em relacdo as plantas isentas de estresse
salino.

A variavel A foi afetada positivamente pela aplicacdo de NPS de forma
semelhante para as duas condi¢des de tratamento (sem e com estresse), ocorrendo
aumento dessa variavel medida que houve aumento das concentragoes,
apresentando comportamento quadratico, com valor maximo de assimilacéo de CO,
nas concentracdes de 89,16 e 123,33 umol de NPS, aos 21 e 28 DAT, com ganho

32,2 e 48,6% em comparacdo as plantas controle, respectivamente (Figura 9A e
9B).

Figura 9 — Taxa de assimilacdo de CO; (A) aos 21 DAT (A) aos 28 DAT (B) em
plantas de alface tratadas com nitroprussiato de sédio (NPS) na auséncia e
presenca de estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019
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Segundo Fatma e Khan (2014), o NO pode estimular a atividade da enzima
ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse (Rubisco) e, assim, incrementar
ganhos na taxa fotossintética, conforme observado no presente trabalho.

Em relacdo a condutancia estomatica, a aplicacdo do NPS, independente do
estresse, resultou no aumento dessa variavel onde o melhor ajuste da curva se deu
através da regressao polinomial de segundo grau, com ponto de maxima gs em
133,33 umol de NPS (0,19 mol m? s™), 46,1% a mais que o valor médio obtido em

plantas n&o tratadas com o NPS (Figura 10A).

Figura 10 — Condutancia estomatica (gs) aos 21 DAT (A) aos 28 DAT (B) em
plantas de alface tratadas com diferentes concentra¢cdes de NPS, na auséncia
e presenca de estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019
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Na Figura 10B, nota-se que a condutancia estomatica aumentou com o
incremento das concentracdes de NPS, tanto na auséncia quanto na presenca do
estresse salino. Na auséncia de estresse salino, o maior valor foi obtido na
concentracdo de 94,44 umol (0,24 mol m? s™*). Para as plantas submetidas ao
estresse salino, o pico de gs ocorreu na concentracdo de 137,5 umol de NPS,
aumentando a condutancia estomatica dessas plantas em 87,5% em comparacao as
plantas que ndo receberam NPS.

Tal comportamento ocorreu porque a presenca de NO no tecido vegetal,
provavelmente, inibe a sintese de ABA ao promover a nitrosilacéo e inativar a cinase
OST1, sendo essa proteina fundamental para regulacdo dos estbmatos, o que

permitiria  maior fornecimento de CO, no mesofilo foliar para ocorréncia da
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fotossintese e dessa forma manter ativo 0os processos voltados ao crescimento das
plantas (WANG et al., 2015).

Para a variavel concentragdo interna de CO, ndo houve efeito significativo
das concentragcbes de NPS aos 14 DAT, na condicdo de estresse salino, assim

como para as plantas isentas de estresse salino aos 21 DAT (Figura 11A e 11B).

Figura 11 — Concentracgéo interna de CO; (Ci) aos 14 (A), 21 (B) e 28 (C) DAT de
plantas de alface tratadas com nitroprussiato de sddio (NPS) na auséncia e
presenca de estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019
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Na auséncia do estresse salino, aos 14 DAT, houve reducdo da
concentracgdo interna de dioxido de carbono com o aumento das concentracfes de
NPS. A maior concentracdo de NPS (200 umol) resultou em valor médio de Ci de
226,35 pmol mol™, reduzindo aproximadamente 30% dessa variavel em comparacao
a menor concentragéo do produto (0 umol de NPS) (Figura 11A).

Para as plantas submetidas ao estresse salino, a concentracéo interna de

CO, foi afetada negativamente pelo aumento das concentracbes de NPS até a
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concentragdo de 100 umol, provocando reducdo de 11%, e a partir desta houve
aumento de CO,, durante a segunda andlise de trocas gasosas (Figura 11B).

Na ultima andlise de trocas gasosas, verificou-se que a Ci foi afetada
positivamente pela aplicacdo de NPS, ocorrendo maior valor dessa variavel de
acordo com o aumento das concentragdes de NPS. Visto que houve resposta linear
crescente nas plantas submetidas ao estresse salino, sendo a maior concentracéo
de NPS aplicada (200 pmol) responsavel pelo valor médio de 262,65 umol mol™,
equivalendo ao incremento de 30,4% a mais que o alcancado em plantas né&o
tratadas. JA& em plantas ndo estressadas, essa variavel apresentou resposta
guadrética, onde o aumento das concentracbes de NPS proporcionou maxima Ci na
dose de 50,85 umol de NPS (286,43 65 umol mol™) (Figura 11C).

Considerando que a presenca de NO, dependendo da concentracao,
estimula a assimilagdo fotossintética, a reducdo na concentracao interna de CO.,
possivelmente, esta vinculada ao fechamento estomatico em plantas estressadas;
no entanto, as maiores concentracdes de NPS induziram o aumento na Ci
otimizando a disponibilidade de dioxido de carbono fixado para a sintese de
fotoassimilados.

Além disso, a acdo do NO como agente sinalizador pode promover 0 uso
eficiente de agua nas plantas condicionadas ao estresse através de sinais para o
aumento de ABA, culminando na regulacdo das células guardas a fim de reduzir a
perda de agua em funcdo do estresse. Entretanto, isso resulta em diminuicdo de
CO; fixado e, consequentemente, menor sintese organica (FAHAD et al., 2015).

Ao analisar o efeito das concentracfes de NPS sobre a taxa de transpiracao
(E), independente do estresse, aos 14 e 21 DAT, houve aumento desta variavel
seguido do aumento das concentracdes de NPS aplicadas. O ajuste dos dados se
deu ao comportamento quadratico da curva, onde as maiores taxas de transpiracao
foram encontradas nas concentracbes de 87,19 e 106,43 umol de NPS,
correspondente a 10,5 e 33,2% a mais em comparacdo as plantas controle,
respectivamente (Figura 12A e 12B).

Aos 28 DAT, o aumento das concentracdes de NPS promoveu maior taxa de
transpiracdo tanto na auséncia quanto na presenca de estresse salino. Para as
plantas estressadas a maior taxa de transpiracdo foi de 5,23 mmol m? s* na

concentracdo de 167 umol de NPS. Na auséncia de estresse salino, as plantas
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apresentaram maior transpiracéo na concentracdo 90,5 umol de NPS (5,58 mmol m™
s™) (Figura 12C).

Figura 12 — Taxa de transpiracao (E) aos 14 (A), 21 (B) e 28 (C) DAT de plantas
de alface tratadas com nitroprussiato de s6dio (NPS) na auséncia e presenca
de estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019
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Diante disto, a maior taxa de transpiracdo observada pelo aumento na
disponibilidade de oOxido nitrico no meio explica o aumento na condutancia
estomatica, concentracdo interna de CO, e, consequentemente, a maior taxa de
assimilacdo de CO,, minimizando os dados causados pelo estresse através da
continuidade do desenvolvimento da planta.

Esses resultados corroboram os observados por Silveira et al. (2016), em
gue o NO melhorou a performance fotossintética da planta, o que culminou em uma
maior taxa de transpiracdo pela abertura estomatica permitindo a difusdo de CO,
para o mesofilo foliar e, consequentemente maior taxa fotossintética.

Com relacdo a eficiéncia do uso da agua, ndo houve efeito das
concentracfes de NPS sobre essa varidvel em plantas ndo submetidas ao estresse

salino, cujo valor médio obtido foi de 2,99. Ja para as plantas condicionadas ao
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estresse salino, 0 aumento das concentracdes de NPS promoveu acréscimo dessa
variavel, com maxima A/E obtida na dose de 84,66 umol de NPS (3,65) e aumento

de 17,7% em relacdo as plantas controle (Figura 13A).

Figura 13 — Eficiéncia no uso da dgua (A/E) aos 21 (A) e 28 (B) DAT de plantas
de alface tratadas com nitroprussiato de s6dio (NPS) na auséncia e presenca
de estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019
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Na Figura 13B, verifica-se que o uso eficiente da agua em plantas
estressadas pela salinidade, foi reduzido com o aumento das concentracdes de
NPS, corroborando com os dados observados na taxa de transpiracdo, que
aumentou de acordo com o incremento das concentracdes de NPS aplicadas. Na
presenca do estresse salino, o menor valor alcancado para a A/E de 2,91 foi
observado na concentracdo de 106,66 umol de NPS, com aproximadamente 18,9%
a menos de eficiéncia no uso da agua se comparado a menor concentracdo de NPS
aplicada (0 umol).

Ainda na Figura 13B, verifica-se que na auséncia de estresse salino, o
aumento das concentracbes de NPS também resultou em resposta quadratica,
sendo a menor relacdo de A/E de 2,51 encontrada até a concentracdo de 60 pmol
de NPS, aproximadamente 7% a menos que nas plantas ndo tratadas com o
produto; contudo, o aumento das concentracdes de NPS tornou a elevar essa
variavel.

Essa reducao na eficiéncia do uso da agua pelo incremento de 6xido nitrico

no tecido da planta pode ser vista como melhoria do desempenho fotossintético,
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considerando que houve maior abertura estomatica, bem como, maior perda de
agua por transpiragao para permitir a difusdo de CO, do meio para o mesofilo foliar.

A andlise de desdobramentos dos fatores para a variavel A/Ci néo
apresentou efeito das concentracdes de NPS sobre a condicdo de estresse salino,
cuja média obtida foi de 0,031. Ja em plantas sem estresse salino, a variavel A/Ci,
apresentou resposta linear crescente com o aumento das concentracdes de NPS,
sendo que a maior concentragdo de 200 ymol resultou em 0,073 de A/Ci (Figura
14A).

Figura 14 — Eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) aos 14 (A), 21 (B) e 28 (C) DAT de
plantas de alface tratadas com nitroprussiato de s6dio (NPS) na auséncia e
presenca de estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019
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Aos 21 DAT a taxa de carboxilacdo também foi afetada pelas concentracfes
de NPS aplicadas, independente do estresse, apresentando maxima eficiéncia da
enzima rubisco na concentracdo de 100 umol de NPS (0,03) com ganho de 50% em
relacdo a auséncia do produto, evidenciando a eficiéncia do suprimento de NO

exégeno (Figura 14B).
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Na terceira coleta, verificou-se resposta quadratica para a relacao A/Ci, tanto
para condicdo com e sem estresse salino, houve resposta quadratica, promovendo
aumento dessa variavel de acordo com o aumento das concentracbes de NPS
aplicadas. Na auséncia de estresse salino, essa variavel apresentou valor maximo
de 0,055 de A/Ci na concentracdo de 166,66 umol de NPS, com ganho de
aproximadamente 66,6% em relacdo ao ndo suprimento de NO. Ja para as plantas
estressadas, essa variavel apresentou ponto de maxima de 0,015 na concentracdo
de 100 umol de NPS (Figura 14C).

Este resultado assemelham-se aos obtidos por Campos et al. (2019), ao
trabalhar em plantulas de alface sob estresse salino de curta duragdo, observando
gue os tratamentos acrescidos de NPS modulam o danos causados pelo estresse
salino, permitindo maiores ganhos na concentracao interna de didxido de carbono,
bem como, maior condutancia estomatica, taxa transpiratoria e maior atividade da
Rubisco, a fim de manter o crescimento sob condi¢cdes de estresse.

O mesmo foi visto em plantas de alface néo estressadas, admitindo-se que a
aplicacdo de NO, dependendo da concentracdo, pode gerar inumeros ganhos
relacionados aos processos fisiologicos no tecido vegetal.

A partir da analise de variancia para a fluorescéncia da clorofila a foi possivel
detectar efeito significativo da interacdo entre os fatores estresse salino e
concentragcbes de NPS, para as variaveis eficiéncia quantica potencial do
fotossistema Il aos 14 DAT ao nivel de 5% de probabilidade, coeficiente de extin¢cao
fotoquimico aos 14 e 28 DAT (p<0,01), bem como para a taxa aparente de
transporte de elétrons aos 28 DAT (p<0,01). Para a segunda avaliagao (21 DAT) nao
houve efeito de nenhum dos fatores (concentracdes de NPS e estresse) adotados
(Tabela 3).

Ao analisar os valores médios de fluorescéncia da clorofila a aos 14 DAT,
verifica-se que a variavel NPQ foi menor em plantas submetidas ao estresse salino,
ocorrendo o inverso para a variavel qP, enquanto a ETR ndo sofreu alteracéo pelo
fator estresse salino, ndo havendo diferenca estatistica na presenca ou auséncia do
estresse. Aos 21 e 28 DAT também ndao foi verificado diferenca estatistica entre os
valores médios em relacdo ao fator estresse salino para todas as variaveis

analisadas (Tabela 3).
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Tabela 3 — Resumo da analise de variancia da eficiéncia quantica potencial do
PSII (Fv/Fm), coeficiente de extincdo fotoquimico (qP), coeficiente
de extingcdo ndo-fotoquimico (NPQ) e taxa aparente de transporte de
elétrons (ETR) de plantas de alface cv. Vera tratadas com
nitroprussiato de sédio (NPS) na auséncia e presenca de estresse
salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019

Primeira Avaliagdo (14 DAT)

Fontes de variacdo GL Quadrados médios
PSII Qp NPQ ETR
Estresse salino (E) 1 0,0009™ 0,0119** 1,40%* 169,55™
Conc. de NPS (C)* 4 0,0043** 0,0070** 0,23* 853,09**
Interacdo E x C 4 0,0016* 0,0038** 0,12" 242,80"
CV (%) 2,57 3,69 15,46 7,53
Estresse salino Teste de médias
SEM (0,2 dS m™) 0,94 a 0,62b 1,78 a 147,72 a
COM (3,5dS m™) 0,95 a 0,65 a 1,40b 151,85a
Segunda Avaliacdo (21 DAT)
Fontes de variacdo GL Quadrados médios
PSII qP NPQ ETR
Estresse salino (E) 1 0,000017"™ 0,0094™ 0,0122™ 365,75™
Conc. de NPS (C)* 4 0,000262"™ 0,0032" 0,0418™ 303,20™
Interacdo E x C 4 0,000269™ 0,0046" 0,0028" 376,71™
CV (%) 1,43 13,79 11,88 15,60
Estresse salino Teste de médias
SEM (0,2 dS m™) 0,95 a 0,48 a 1,49 a 115,81 a
COM (3,5dSm™) 0,95 a 0,51 a 1,46 a 122,73 a
Terceira Avaliacdo (28 DAT)
Fontes de variacao GL Quadrados médios
PSII qP NPQ ETR
Estresse salino (E) 1 0,000004"™ 0,002253"™ 0,006836"™ 103,97™
Conc. de NPS (C)* 4 0,000043™ 0,035690** 0,426126** 3162,46**
Interacdo E x C 4 0,000004™ 0,024382** 0,004355™ 989,26**
CV (%) 0,47 7,86 7,02 7,23
Estresse salino Teste de médias
SEM (0,2 dS m™) 0,95 a 0,52 a 1,76 a 122,30 a
COM (3,5dSm™) 0,95 a 0,51 a 1,74 a 119,07 a

' — Concentracdes de nitroprussiato de sddio;
* ** @ ns — significativos a 5 e 1% de probabilidade e ndo significativo, respectivamente (Médias
seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p < 0,05)).

Isso demonstra que as plantas submetidas ao estresse salino apresentaram
menor dissipacdo da energia luminosa absorvida em forma de calor em comparacao
as plantas nao estressadas.

Segundo Rohacek e Bartak (1999), a dissipacéo de energia ndo fotoquimica
na forma de calor nos complexos do PSIl atua como fotoprotecdo; dessa forma, na
condicdo de estresse salino, essa fotoprotecdo pode ter sido comprometida no inicio
do desenvolvimento das plantas.

Com relacdo ao PSIl em plantas estressadas, observa-se que nao houve

efeito significativo das concentragcbes de NPS sobre essa variavel, apresentando
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valor médio de 0,95. Entretanto, em plantas ndo submetidas ao estresse salino, as
concentracfes de NPS promoveram aumento dessa variavel, apresentando resposta
quadrética ao ajuste da curva, com maxima eficiéncia na concentracdo de 70 umol
de NPS (Figura 15).

Figura 15 — Eficiéncia quéantica potencial do PSIl (Fv/Fm) aos 14 DAT de plantas
de alface tratadas com nitroprussiato de sddio (NPS) na auséncia e presenca
de estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019
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O efeito protetor do 6xido nitrico sobre a eficiéncia maxima do PSIl pode
refletir em bom funcionamento da cadeia transportadora de elétrons, gerando ATP e
NADPH, e aliado a isso permitir maior eficiéncia na condutancia estomatica e,
consequentemente, maior assimilacdo de CO,, podendo promover ganhos
fotossintéticos em plantas ndo condicionadas ao estresse salino (SILVEIRA et al.,
2016).

Assim como PSII a variavel gP, em plantas estressadas, nao foi afetada
pelas concentracdes de NPS, apresentando valor médio de 0,65. Ja nas plantas nao
submetidas ao estresse salino o maior valor médio de gP foi obtido na concentracéo
de 118,75 umol de NPS, com aumento de 22,2% em compara¢cdo a menor
concentracdo de NPS aplicada (0 pumol) (Figura 16A).

Aos 28 DAT a méaxima eficiéncia de extincdo fotoquimica em plantas
estressadas foi alcancada na concentragcédo de 87,5 umol de NPS correspondendo a
35,7% a mais em comparacdo as plantas controle. JA& em plantas isentas do

estresse salino, houve resposta linear crescente para variavel gP, onde a maior
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concentracéo (200 umol de NPS) promoveu o aumento dessa variavel a 0,64; sendo

este valor 52,3% maior que o obtido na auséncia de NPS (Figura 16B).

Figura 16 — Coeficiente de extin¢céo fotoquimica (qP) aos 14 (A) e 28 (B) DAT de
plantas de alface tratadas com nitroprussiato de sédio (NPS) na auséncia e
presenca de estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019

A. ¢ Sem -@-Com B. mCom ¢©Sem
0,7 1

0,6 -

0,5 -
a 04 ¢ ¢
o

y(com) = -0,00002x2 + 0,0035x + 0,423

Q04 { y(sem)=-0,000008x? + 0,0019x + 0,5474

03 R?=0,75 0.3 1 R?=0,99
0,2 _ 0,2 -
01 y (com)=0,65 01 1 y(sem) = 0,0011x + 0,4244
2=
0 T T T T 1 0 R = 0'82I T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Concentragfes de NPS (umol) Concentragdes de NPS (umol)

Maiores indices de coeficiente de extingdo fotoquimico indicam maior
eficiéncia do fotossistema, ou seja, mais energia foi extinta nos processos primarios
de reacdes fotoquimicas. Logo, quanto maior o valor de qP, maior atividade da
enzima de carboxilagdo Rubisco (KRAUSE; WEIS, 1991).

Dessa maneira, pode se observar que aplicacdo de NO atraves do doador
NPS, promoveu maior eficiéncia no uso de energia nos fotossistemas em plantas
nao estressadas, sobretudo, nas plantas condicionadas ao estresse, evidenciando o
efeito protetor dessa molécula (NO) sobre os danos deletérios da salinidade.

Em relacdo ao efeito das concentracdes de NPS sobre a variavel NPQ, o
resultado foi semelhante para condicbes com e sem estresse, em que houve
reducdo desta a medida que foram aplicadas maiores concentracfes de NPS,
apresentando resposta linear decrescente, onde a maior concentracdo (200 pumol)
apresentou 1,49 de NPQ (Figura 17A).

A reducdo do NPQ pode ser correlacionada ao aumento no transporte de
elétrons entre os fotossistemas (PSIl e PSI) em funcdo do aumento das
concentracfes de NPS, indicando que a presenca de NO possivelmente melhora a
producédo de NADPH, e ATP utilizados no ciclo de Calvin-Benson.

Assim como observado aos 14 DAT, a varidvel NPQ foi afetada pelas
concentragbes de NPS de forma semelhante pelas duas salinidades na segunda

avaliacdo de fluorescéncia da clorofila a; contudo, o aumento das concentracdes
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resultou no aumento dessa variavel, apresentando resposta quadratica, com valor
maximo de coeficiente de extincdo ndo-fotoquimico de 1,91 na concentracdo de
126,66 umol de NPS, com aumento de 34,5% em relagcdo as plantas controle (Figura
17B).

Figura 17 — Coeficiente de extin¢cdo ndo-fotoquimico (NPQ) aos 14 (A) e 28 (B)
DAT de plantas de alface tratadas com nitroprussiato de sédio (NPS) na
auséncia e presenca de estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019
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Esse comportamento pode ser explicado conforme observado por Krause e
Weis (1991), em que o coeficiente de extincdo nao-fotoquimico representa a
dissipacdo do excesso de energia luminosa na forma de calor e através desse
componente ocorre a fotoprotecdo dos centros de reacdes. Logo, 0 suprimento de
NO através do doador NPS impediu que houvesse excesso a capacidade de
utilizacdo de energia luminosa, independente da condicdo de estresse sobre as
plantas de alface.

Para variavel ETR, houve efeito polinomial de segundo grau com o aumento
das concentracdes de NPS, com maximo valor médio observado na concentracéo
de 103,05 umol de NPS, independente da condicdo de estresse, cujo aumento foi de
13,6% no transporte de elétrons em relacéo as plantas controle (Figura 18A).

Para ETR aos 28 DAT, o aumento das concentracfes de NPS resultou no
aumento dessa variavel, tanto na presenca como na auséncia de estresse salino.
Nas plantas submetidas ao estresse salino o valor maximo obtido de ETR foi
encontrado na concentracdo de 105,22 umol de NPS, expressando aumento de
55,4% a mais que a menor concentracdo (0O pmol de NPS). O mesmo ocorreu na

auséncia de estresse salino, onde o pico de ETR foi observado na concentracdo de



66

172,94 pmol de NPS, respondendo por 56,6% no aumento dessa variavel se

comparado a auséncia de NPS (Figura 18B).

Figura 18 — Taxa aparente do transporte de elétrons (ETR) aos 14 (A) e 28 (B)
DAT de plantas de alface tratadas com nitroprussiato de sédio (NPS) na
auséncia e presenca de estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019

A. B. mCom ©Sem
165 - . 160 -
160 - 140 -
155 - 120 -
x 150 - . o 100 ¢ o
15 80 - y(com) = -0,0046x? + 0,968x + 91,929
w ¢ 60 - R2=0,91
140 - y = -0,0018x2 + 0,371x + 140,11
135 ¢ R2= 0,69 40 - y(sem)= -0,0017x2 + 0,588x + 89,685
20 A R2=0,83
130 T T T 1 0 T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Concentragdes de NPS (umol) Concentracdes de NPS (umol)

A aplicacdo de NO também promoveu efeito benéfico sobre o transporte
aparente de elétrons em plantas estressadas, otimizando o transporte de energia
entre os fotossistemas (PSIl e PSI) e o direcionamento da energia luminosa para
producédo de NADPH, e ATP, regulando positivamente o processo fotossintético
(FAHAD et al., 2015). Dessa maneira, € possivel admitir que o NO suprido pelo

doador NPS modula os efeitos prejudiciais da salinidade sobre as plantas.

4.3 Conteudo de pigmentos fotossintéticos

A analise estatistica ndo detectou efeito significativo da interacao
(concentracdes de NPS x estresse) para as variaveis clorofilas a, clorofila b e
clorofila a+b (p > 0,05). Entretanto, houve resposta significativa, tanto para interacao
entre os fatores quanto para o efeito isolado do estresse salino, ao nivel de 1% de
probabilidade para a variavel teor de carotenoides (Tabela 4).

Ainda na Tabela 4 verifica-se que a condicdo de estresse ndo apresentou
diferenca estatistica entre os valores médios obtidos em relacdo aos teores de
clorofila a, clorofila b e clorofila a+b, obtendo-se valores médios de 0,79; 1,35 e 2,15
respectivamente.

Sabe-se que o conteudo de clorofilas pode ser comprometido em condi¢des

salinas, seja pela inibicdo da sintese destes pigmentos (MELO et al., 2017) ou por
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sua degradacao, sendo esta atribuida ao aumento da atividade da clorofilase através
da degradacao dos cloroplastos (JAMIL et al., 2007).

Tabela 4 — Resumo da analise de variancia dos teores de clorofila a, clorofila b,
clorofila a+b e carotenoides de plantas de alface, cv. Vera, tratadas
com nitroprussiato de sédio (NPS) na auséncia e presenca de
estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019

Quadrados médios

Fontes de variagdo GL
Cla Clb Clatb Carotenoides
Estresse salino (E) 1 0,00003™ 0,00032"™ 0,00015"™ 0,00390%**
Conc. de NPS (C)* 4 0,07817" 0,15612" 0,43721" 0,00096"
Interacdo Ex C 4 0,04235" 0,07828" 0,23439" 0,00316**
CV (%) 27,18 25,89 26,18 11,98
Estresse salino Teste de médias
SEM (0,2 dS m™) 0,79 a 1,35a 2,15a 0,17 b
COM (3,5dSm™) 0,79 a 1,36 a 2,15a 0,19 a

' _ Concentracdes de nitroprussiato de sédio;
* ** @ ns — significativos a 5 e 1% de probabilidade e nao significativo, respectivamente (Médias
seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p<0,05)).

Contudo, no presente trabalho ndo houve influéncia do estresse e nem das
concentracfes estudadas sobre os teores de clorofilas. Resultados semelhantes
foram obtidos por Sarmento et al. (2014) que ao avaliarem a qualidade e
conservacao de alface cultivada com rejeito salino, onde néo foi observado efeito do
estresse nos teores de clorofilas.

Segundo Ashraf e Harris (2013), o conteudo de clorofila em plantas
condicionadas a estresse salino pode ser variavel de acordo com a espécie,
podendo apresentar aumento dessa variavel em plantas mais tolerantes a salinidade
e reducdo em plantas sensiveis.

Para a variavel carotenoides observa-se que na condicdo de estresse salino
as plantas estressadas apresentaram maior concentragcdo no teor desse pigmento
em comparacédo a plantas ndo estressadas, com ganho de 10% na concentracdo de
carotenoides (Tabela 4).

Por atuarem na protecdo do aparato fotossintético, os carotenoides podem
ser considerados uma importante linha de defesa contra o estresse (GURURANI;
VENKATESH; TRAN, 2015; AHMAD et al., 2016); além disso, podem atuar como
compostos antioxidantes, de natureza ndo-enzimatica, agindo diretamente na
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, reduzindo os danos causados pelo

estresse oxidativo, que se eleva em condi¢des de estresse (RAHMAN et al., 2016).
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Em relacé@o as concentracdes de NPS, néo foi verificado efeito destas sobre
as plantas ndo estressadas, obtendo-se valor médio de 0,17 pg cm?. Por outro lado,
plantas irrigadas com &gua salina apresentaram resposta quadréatica, obtendo-se
maior teor de carotenoides na concentracdo de 75 umol (0,22 pg cm?) com aumento

de 15,7% em relacdo a concentracdo de O umol de NPS (Figura 19).

Figura 19 — Teor de carotenoides de plantas de alface tratadas com
nitroprussiato de sédio (NPS) na auséncia e presenca de estresse salino.
Botucatu/SP, UNESP, 2019
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Estes resultados se assemelham aos encontrados por Campos et al. (2019),
onde também foi constatado aumento no teor de carotenoides em plantas de alface
submetidas a estresse salino de curta duracdo, na presenca de NPS, salientando
gue a aplicacdo de 6xido nitrico fornecida via doador (NPS) pode contribuir para
aumento desse pigmento na mitigacdo dos efeitos deletérios causadas pela

salinidade.

4.4 Variaveis biométricas

De acordo com a andlise de variancia, verificou-se efeito significativo da
interacdo entre os fatores estudados (concentracdes de NPS x estresse) para as
variaveis niamero de folhas e massa de matéria fresca total ao nivel de 5 e 1% de
probabilidade, respectivamente; para as demais variaveis houve efeito significativo
apenas para o fator isolado estresse, ao nivel de significancia de 1% de
probabilidade (Tabela 5).
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A exposicdo ao estresse salino afetou negativamente todas as variaveis
estudadas, independente da concentracdo de NPS utilizada, cujas perdas ao
comparar os valores médios dos dois niveis salinos (0,2 e 3,5 dS m™) foram de 6,3;
9,6; 29,5; 14,3; 10,7 e 17,2%, para CRA, NF, AF, MMFT, MMST e DC,
respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 — Resumo da analise de variancia do conteudo relativo de agua (CRA,
%), namero de folhas (NF), area foliar (AF, mm?), massa de matéria
fresca total (MMFT, g planta™), massa de matéria seca total (MMST,
g planta®) e diametro do caule (DC, mm) de plantas de alface cv.
Vera, tratadas nitroprussiato de sddio (NPS) na auséncia e
presenca de estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019

Fontes de Variacdo GL Quadrado médio

CRA NF AF MMFT MMST DC

Estresse salino (E) 1 244,89**  55,22**  11425114,6**  359883,8**  69,16** 146,6**
Conc. de NPS (C)* 4 10,88™ 15,41* 395811,06™ 10418,8** 4,86™ 2,91

Interacdo Ex C 1 10,29™ 8,66* 57283,00™ 4224, 7** 6,00  10,08™
CV (%) 4,86 7,76 15,68 7,29 14,08 9,58
Estresse salino Teste de médias
SEM (0,2 dS m™) 78,76 a 23,8a 3612,78 a 417,74 a 21,90a 22,24a
COM (3,5dS m™) 73,81 b 215b 2543,90 b 357,76 b 19,27b 18,41b

* — Concentracdes de nitroprussiato de sodio;
* ** e ™ _ gignificativos a 5 e 1% de probabilidade e n&o significativo, respectivamente (Médias
seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p < 0,05).

O conteudo relativo de agua € um dos importantes indicadores da tolerancia
a desidratacdo, sendo altamente afetado sob condi¢des de estresse, seja hidrico ou
salino; logo essas adversidades podem reduzir a hidratacdo dos tecidos e afetar
processos fisioldgicos durante o desenvolvimento da planta (LAKZAYI et al., 2014),
conforme observado nos resultados obtidos.

A partir destes resultados observa-se que a AF foi a variavel mais afetada
pela salinidade, sendo esta condicdo uma das repostas adaptativa da planta ao meio
salino, seja pela diminuicdo na emissao foliar ou em funcdo do tamanho do limbo
foliar (OLIVEIRA et al., 2017), com objetivo de restringir a perda de agua através da
transpiracdo (OLIVEIRA et al., 2013a).

Assim como constatado nesse trabalho, o efeito negativo da salinidade
sobre o numero de folhas e massa de matéria fresca total também foi observado por
Paulus et al. (2012) e Moraes et al. (2014), havendo reducdo no acumulo de
fitomassa de plantas de alface com aumento unitario da condutividade elétrica da

agua de irrigacao.
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Todos esses danos podem estar associados a efeitos osmoticos, toxicos e
nutricionais, em vista do acumulo de sais na zona radicular, comprometendo os
mecanismos fisiologicos e bioquimicos da planta (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Conforme apresentado anteriormente, ndo houve efeito das concentragdes
de NPS sobre as variaveis CRA, AF, MMST e DC, obtendo-se valores médios de
76,29; 3.082,56; 20,59 e 20,33 respectivamente.

Para o numero de folhas (NF), verificou-se resposta variada de acordo com
a condicao de estresse utilizada. Na auséncia de estresse salino, o NF foi reduzido
inicialmente até a concentracdo de 88,33 umol de NPS, apresentando aumento nas
maiores. Por outro lado, nas plantas submetidas ao estresse salino houve aumento
linear no NF com o incremento das concentragdes de NPS, de forma que os maiores

valores ocorreram na dose 200 pmol (23 folhas por planta) (Figura 20A).

Figura 20 — Numero de folhas (a) e massa de matéria fresca total (b) de plantas
de alface tratadas com nitroprussiato de sédio (NPS) na auséncia e presenca
de estresse salino. Botucatu/SP, UNESP, 2019.
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Ainda séo escassos 0s estudos que relatem o efeito do ON liberado através
do NPS sobre o nimero de folhas, sobretudo, em plantas de alface submetidas ao
estresse salino.

Com relacdo a massa da matéria fresca total (MMFT), verificaram-se
respostas quadraticas para as ambas as condi¢cdes de estresse salino, variando, no
entanto, quanto ao comportamento apresentado. Nas plantas cultivadas sem
estresse salino, o incremento das concentracdes de NPS proporcionou aumento na
MMFT, com maior valor ocorrendo na concentragéo de 200 umol de NPS (452,00 g
planta™) (Figura 20B).

Para as plantas submetidas ao estresse salino, a maior MMFT foi obtida na
concentracdo de 134,05 umol de NPS (399,14 g planta'), expressando rendimento
de 43,2% em comparacao as plantas controle (Figura 20B).

E possivel observar que a aplicacdo do doador de 6xido nitrico (NPS) em
condicao de estresse salino pode modular os efeitos deletérios dessa condicéo, uma
vez que a aplicacdo de oOxido nitrico proporcionou maiores ganhos de NF e MMFT
em relacdo as plantas estressadas que ndo receberam aplicacdo de NPS (Figura
20A e 20B).

Segundo Campos et al. (2019), a aplicagdo NO pode conferir, as plantas,
tolerancia a salinidade, visto que essa molécula induziu o crescimento de plantulas
de alface cultivadas em meio salino por curta duragdo, corroborando com os
resultados obtidos nesse trabalho.

Além disso, acredita-se que o Oxido nitrico pode estar envolvido no
crescimento e regulacdo do desenvolvimento de plantas, sobretudo, em condicbes
de estresse, seja ele bidtico ou abiotico, evidenciando seu efeito protetor (SANZ et
al., 2015).
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5 CONCLUSAO

Em relacdo aos resultados obtidos, nas condi¢cfes deste experimento, pode-
se concluir que a suplementacdo de O6xido nitrico via NPS apresentou efeitos
positivos nas plantas de alfaces irrigadas com agua salobra, ao nivel de 3,5 dS m™.
Podendo ser recomendado o uso de NPS, para essa condicdo de estresse,
concentragbes entre 100 e 150 pmol de NPS, as quais apresentaram respostas
positivas para a atividade das enzimas antioxidantes, trocas gasosas, fluorescéncia
da clorofila a, concentracdo de prolina, contetdo de pigmentos fotossintéticos e com

iSSO proporcionaram maior ganho de massa fresca.



73

REFERENCIAS

ABCSEM - Associacgao Brasileira de Comércio de Sementes e Mudas. 2018.
Disponivel em http://www.abcsem.com.br// Acessado em 10 de Julho de 2019.

AHMAD, P.; ABDEL LATEF, A. A.; HASHEM, A.; ABD ALLAH, E. F.; GUCEL, S,;
TRAN, L.-S. P. Nitric oxide mitigates salt stress by regulating levels of osmolytes and
antioxidant enzymes in chickpea. Frontiers in Plant Science, v. 7, p. 347, 2016.

AHMAD, P.; AHANGER, M. A.; ALYEMENI, M. N.; WIJAYA, L.; ALAM, P. Exogenous
application of nitric oxide modulates osmolyte metabolism, antioxidants, enzymes of
ascorbate-glutathione cycle and promotes growth under cadmium stress in tomato,
Protoplasma, v. 255, n. 1, p. 79-93, 2018.

ALEXIAVA, V.; SERGIEV, |.; MAPELLI, S.; KARANQV, E. The effect of drought and
ultraviolet radiation on growth and stress markers in pea and wheat. Plant, Cell and
Environment, v.24, p.1337-1344, 2001.

ALMEIDA, O. A. Qualidade da agua de irrigacdo. Cruz das Almas: Embrapa, 2010.
234p.

ALSCHER, R. G.; ERTURK, N.; HEATH, L. S. Role of superoxide dismutases
(SODs) in controlling oxidative stress in plants. Journal of Experimental Botany, v.
53, n. 372, p. 1331-1341, 2002.

ALVES, L. S.; SILVA, M. G.; GHEYI, H. R.; PAZ, V. P. S.; SOARES, T. M.; RAFAEL,
M. R. S. Uso de aguas salobras no cultivo da chicéria em condi¢des hidropdnicas.
Irriga, v. 24, n. 4, p. 758-769, 2019.

ALVES, M. S.; SOARES, T. M,; SILVA, L. T.; FERNANDES, J. P.; OLIVEIRA, M. L.
A.; PAZ, V. P. S. Estratégias de uso de agua salobra na producéo de alface em
hidroponia NFT. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v.15, n.
5, p.491-498, 2011.

ANDRIOLO, J. L.; LUZ, G. L.; GIRALDI, C.; GODOI, R. S.; BARROS, G. T. Cultivo
hidropdnico da alface empregando substratos: uma alternativa a NFT? Revista
Horticultura Brasileira, v.22, n. 4, p.794-798, 2004.

ARORA, D.; JAIN, P.; SINGH, N.; KAUR, H.; BHATLA, S. C. Mechanisms of nitric
oxide crosstalk with reactive oxygen species scavenging enzymes during abiotic
stress tolerance in plants. Free Radical Research, v.50, p.291-303, 2016.

ASHRAF, M.; AKRAM, N.A.; ALQURAINY, F.; FOOLAD, M.R. Drought tolerance:
roles of organic osmolytes, growth regulators, and mineral nutrients. Advances in
Agronomy, v.111, p.249-296, 2011.

ASHRAF, M.; HARRIS, P. J. C. Photosynthesis under stressful environments: an
overview. Photosynthetica, v.51, p.163-190, 2013.

ASHRAF, M.; McNEILLY, T. Salinity tolerance in Brassica oilseeds. Plant Sciences,
v.23, n.2, p.157-174, 2004.



74

AYERS, R. S.; WESTCOT, D. W. A qualidade da agua na agricultura. Traducdo
de H. R. GHEYI, J. F. de MEDEIROS e F. A. V. Damasceno. 2.ed. Campina Grande:
UFPB, p.153, 1999. (Estudos FAO. Irrigacéo e Drenagem, 29).

BAI, X.; YANG, L.; YANG, Y.; AHMAD, P.; YANG, Y.; HU, X. Deciphering the
protective role of nitric oxide against salt stress at the physiological and proteomic
levels in maize. Journal of Proteome Research, v.10, p. 4349-4364, 2011.

BAKER, B. Chlorophyll Fluorescence: A Probe of Photosynthesis In Vivo. Annual
Review of Plant Biology, v.59, p.89-113, 2008.

BARBOSA, M. R.; SILVA, M. M. A.; WILLADINO, L.; ULISSES, C.; CAMARA, T. R.
Geracao e desintoxicacdo enzimatica de espécies reativas de oxigénio em plantas.
Ciéncia Rural, v.44, p.453-460, 2014.

BARCELO, A. R.; PEDRENO, A; MUNOZ, R; SABATER, F. Physiological
significance of the binding of acidic isoperoxidases to cell walls of lupin. Physiologia
Plantarum, v.75, p.267-274, 1989.

BARHOUMI, Z.; ATIA, A.; RABHI, M.; DJEBALL, W.; ABDELLY, C.; SMAOUI, A.
Nitrogen and NacCl salinity effects on the growth and nutrient acquisition of the
grasses Aeluropus littoralis, Catapodium rigidum, and Brachypodium distachyum.
Journal of Plant Nutrition and Soil Science, v.173, p.149-157, 2010.

BARRS, H.D.; WEATHERLEY, P.E. A re-examination of the relative turgidity
technique for estimating water deficits in leaves. Australian Journal Biological
Sciences, v. 15, p. 413-428, 1962.

BATES, L.S.; WAKLREN, R.P.; TEARE, I.D. Rapid determination of free proline
water stress studies. Plant Soil. v.39, p. 205-207, 1973.

BEGARA-MORALES, J. C.; SANCHEZ-CALVO, B.; CHAKI, M.; VALDERRAMA, R.;
MATA-PEREZ, C.; LOPEZ-JARAMILLO, J.; PADILLA, M. N.; CARRERAS, A_;
CORPAS, F. J.; BARROSO, J. B. Dual regulation of cytosolic ascorbate peroxidase
(APX) by tyrosine nitration and S-nitrosylation. Journal of Experimental Botany,
v.65, p.527-538, 2014.

BELIGNI, M. V.; LAMATTINA, L. Nitric oxide stimulates seed germination and de-
etiolation, and inhibits hypocotyl elongation, three light-inducible responses in plants.
Planta, v.210, p.215-21, 2000.

BETHKE, P.C.; BADGER, M.R.; JONES, R.L. Apoplastic synthesis of nitric oxide by
plant tissues. Plant Cell, v.16, p.332-341, 2004.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
guantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, v. 72, p. 248-254, 1976.

CALLEGARI, O.; SANTOS, H. S.; SCAPIM, C. A. Variacdes do ambiente e de
préaticas culturais na formacao de mudas e na produtividade da alface (Lactuca
sativa L. cv. Elisa). Acta Scientiarum, v. 23, n. 5, p. 1117-1122, 2001.



75

CAMPOS, F. V.; OLIVEIRA, J.; PEREIRA, M. G.; FARNESE, F. Nitric oxide and
phytohormone interactions in the response of Lactuca sativa to salinity stress.
Planta. v. 250, n.1, 2019.

CARILLO, P.; RAIMONDI, G.; KYRIACOU, M. C.; PANNICO, A.; EL-NAKHEL, C;
CIRILLO, V.; COLLA, G.; PASCALE, S.; ROUPHAEL, Y. Morpho-physiological and
homeostatic adaptive responses triggered by omeprazole enhace lettuce tolerance to
salt stress. Scientia Horticulturae, v. 249, p. 22-30, 2019.

CARRIJO, O. A,; LIZ, R. S. NOZOMU, M. Fibra da casca do coco verde como
substrato agricola. Horticultura Brasileira, v.20, n.4, p.533-535, 2002.

CARVALHO, M. F.; CORREA, M. M.; CARVALHO, G. C.; ROLIM NETO, F. C,;
MARINHO, G. P. A.; ANDRADE, S. B. Enzymatic ativity of three sugarcane varieties
under salt stress. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambientel, v.20,
n.9, p.806-810, 2016.

CAVALCANTE, D. A.; JUNIOR, B. R. D. C. L.; LIMA, A. A.; TRIBST, M. C.
Sanitizacao de alface americana com agua ozonizada para inativacao de
Escherichia coli 0157:H7. Segurancga Alimentar e Nutricional, v. 21, n. 1, p.373-
378, 2014.

CHAVES, M. M.; OLIVEIRA, M. M. Mechanisms underlying plant resilience to water
deficits: prospects for water-saving agriculture. Journal of experimental Botany,
v.55, n.407, p.2365-2384, 2004.

CHEN, D.; WANG, S.; CAO B.; CAO, D.; LENG, G.; LI, H.; YIN, L.; SHAN, L.; DENG,
X. Genotypic variation in growth and physiological response to drought stress and re-
watering reveals the critical role of recovery in drought adaptation in maize seedlings.
Frontiers in Plant Science, v. 6, p. 1-15, 2016.

COELHO, J. B. M.; BEZERRA NETO, E.; BARROS, M. F. C.; ALBUQUERQUE, E.
R. G. M. Crescimento e acumulo de solutos orgéanicos no feijao vigna submetido ao
estresse salino. Anais da Academia Pernambucana de Ciéncia Agrondémica,
v.13/14, p.242-256, 2017.

COMETTI, N. N.; MATIAS, G.C.S.; ZONTA, E.; MARY, W.; FERNANDES, M. S.
Composto nitrogenado e agUcares soluveis em tecidos de alface organica,
hidropbnica e convencional. Horticultura Brasileira, v. 22, n. 4, p.748-753, 2004.

CORDEIRO, C. J. X.; LEITE NETO, J. S.; OLIVEIRA, M. K. T.; ALVES, F. A. T.;
MIRANDA, F. A. C.; OLIVEIRA, F. A. Cultivo de rucula em fibra de coco utilizando
solucéo nutritiva salinizada enriquecida com nitrato de potassio. Revista Brasileira
de Agricultura Irrigada, v. 13, n.1, p. 3212-3225, 2019.

CORREA ARAGUNDE, N.; GRAZIANO, M.; LAMATTINA, L. Nitric oxide plays a
central role in determining lateral root development in tomato. Planta, v.218, p.900-
905, 2004.

COSTA, K. P.; SILVA, J. C. R. L.; FERNANDES, T. O. M.; FONSECA, F. S. A,
MAIA, J. T. L. S.; MARTINS, E. R. Teor de nitrato em alface produzida em sistema
hidropbnico vertical com substratos e NFT. Caderno de Ciéncias Agrérias, v. 10, n.
1, p. 24-28, 2018.



76

COVA, A. M. W.; FREITAS, F. T. O.; VIANA, P. C.; RAFAEL, M. R. S.; NETO, A. D.
A.; SOARES, T. M. Content of inorganic solutes in lettuce grown with brackish water
in different hydroponic systems. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e
Ambiental, v. 21, n. 3, p. 150-155, 2017.

CUNHA, A. R.; MARTINS, D. Classificacao climatica para os municipios de Botucatu
e Sao Manuel, SP. Irriga, v. 14, n. 1, p. 1-11, 20089.

DHARA, A.; SATISH, C. B. Nitric oxide triggers a concentration-dependent
differential modulation of superoxide dismutase (FeSOD and Cu/ZnSODO activity in
sunflower seedling roots and cotyledons as an early and long distance signaling
response to NaCl stress. Plant Signal Behav., v.10, n.10, 2015.

DIAS, N. S.; JALES, A. G. O.; NETO, O. N. S.; GONZAGA, M. |. S.; QUEIROZ, I. S.
R.; PORTO, M. A. F. Uso de rejeito da dessalinizagdo na solugéo nutritiva da alface,
cultivada em fibra de coco. Revista Ceres, v. 5, n. 5, p. 632-637, 2011.

DIAS, N. S; LIRA, R. B.; BRITO, R. F.; NETO, O. N. S.; NETO, M. F.; OLIVEIRA, A.
M. Producéo de meldo rendilhado em sistema hidrop6nico com rejeito da
dessalinizacédo de agua em solucao nutritiva. Revista Brasileira de Engenharia
Agricola e Ambiental, Campina Grande, v. 14, n. 7, p. 755-761, 2010.

DIAS, N.S. Manejo da fertirrigacéo e controle da salinidade em solo cultivado
com meléo rendilhado sob ambiente protegido. 2004. 131p. Tese (Doutorado em
Irrigacdo e Drenagem) -Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2004.

DINAKAR, C.; DJILIANIV, D.; BARTELS, D. Photosynthesis in desiccation tolerant
plants: energy metabolism and antioxidative stress defense. Plant Science, v.182,
p.29-41, 2012.

DONG, Y. J.; JINC, S. S.; LIU, S.; XU, L. L.; KONG, J. Effects of exogenous nitric
oxide on growth of cotton seedlings under NaCl stress. Journal of Soil Science and
Plant Nutrition, v.14, p.1-13,v2014.

FAHAD, S.; HUSSAIN, S.; BANO, A.; SAUD, S.; HASSAN, S.; SHAN, D.;
TABASSUM, M. A. Potential role of phytohormones and plant growth-promoting
rhizobacteria in abiotic stresses: consequences for changing environment.
Environmental Science and Pollution Research, v.22, p.4907-4921, 2015.

FAN, H. F.; DU, C. X.; GUO, S. R. Nitric oxide enhances salt tolerance in cucumber
seedlings by regulating free polyamine content. Environmental and Experimental
Botany, v. 86, p. 52-59, 2013.

FAROOQ, M.; BASRA, S.M.A.; WAHID, A.; REHMAN, H. Exogenously applied nitric
oxide enhances the drought tolerance in fine grain aromatic rice (Oryza sativa L.).
Journal Agronomy Crop Science, v.195, p. 254-261, 2009.

FATMA, M.; KHAN, N. A. Nitric oxide protects photosynthetic capacity inhibition by
salinity in indian mustard. Journal of Functional and Environmental Botany, v. 4,
p. 106-116, 2014.



1

FERNANDES, J. M. P.; FERNANDES, A. L. M.; DIAS, N. S.; COSME, C. R;;
NASCIMENTO, L. V.; QUEIROZ, I. S. R. Salinidade da solug&o nutritiva na producéo
de alface americana em sistema hidroponico nft. Revista Brasileira De Agricultura
Irrigada, v. 12, n.3, p. 2570-2578, 2018.

FERREIRA, D. F. Sisvar: a computer statistical analysis system. Ciéncia &
Agrotecnologia, v. 35, n. 6, p. 1039-1042, 2011.

FERREIRA, L. G. R. Fisiologia Vegetal: Rela¢gdes Hidricas. 1st ed. Fortaleza:
Edicdes UFC, 1992, 138p.

FERRO, J. J. B.; COSTA CRUZ, J. M.; COSTA BARCELOS, I. S. Avaliagcao
parasitolégica de alfaces (Lactuca sativa) comercializadas no municipio de Tangara
da Serra, Mato Grosso, Brasil. Revista de Patologia Tropical, v. 41, n. 1, 2012.

FILGUEIRA, F. A. R. Novo manual de olericultura. 3. ed. Vigosa, MG: UFV, 2008.
418 p.

FLOWERS, T. J.; TROKE, P. F.; YEO, A. R. The mechanism of salt tolerance in
halophytes. Annual Review of Plant Physiology, v. 28, p. 89-121, 1977.

FOYER, C.H.; NOCTOR, G. Redox sensing and signalling associated with reactive
oxygen in chloroplasts, peroxisomes and mitochondria. Physiology Plant. v.119,
p.355-364, 2003.

FREITAS, V. S.; ALENCAR, N. L. M.; LACERDA, C. F.; PRISCO, J. T.; GOMES-
FILHO, E. Changes in physiological and biochemical indicators associated with salt
tolerance in cotton, sorghum and cowpea. African Journal of Biochemistry
Research. v. 5, n. 8, p. 264-271, 2011.

FURLANI, P. R., SILVEIRA, L. C. P.; BOLONHEZI, D.; FAQUIM, V. Cultivo
hidropénico de plantas. Campinas: Instituto Agronémico, 1999. 52p.

GIANNOPOLITIS, C. N; REIS, S. K. Superoxide dismutase I. Occurrence in higher
plants. Plant Physiology, v.59, p.309-314, 1997.

GILL, S. S.; TUTEJA, N. Reactive oxygen species and antioxidante machinery in
abiotic stress tolerane in crop plants. Plant Physiology and Biochemistry, v.48,
n.12, p.909-30, 2010.

GILL, S.S.; NASER, AA,; GILL, R.; YADAYV, S.; HASANUZZAMAN, M.; FUJITA, M.;
PANCHANAND, S.C.; TUTEJA, N. Superoxide dismutase — mentor of abiotic stress
tolerance in crop plants Sarvajeet Singh. Environmental Science and Pollution
Research, v.22, p.10375-10394, 2015.

GROZ®R, F.; DURNER, J.; GAUPELS, F.; Nitric oxide, antioxidants and prooxidants in
plant defence responses. Frontiers in plant Science, v.4, 2013, 419p.

GUIMARAES, R. F. B; MAIA JUNIOR, S. O.; NASCIMENTO, R.; MELO, D. F.;
RAMOS, J. G.; ANDRADE, J. R. Trocas gasosas em cultivares de alface crespa em
cultivo hidropbnico com agua salina. Revista Brasileira de Agricultura Irrigada, v.
13, n. 4, p. 3599-3609, 2019.



78

GURURANI, M. A.; VENKATESH, J.; TRAN, L. S. P. Regulation of photosynthesis
during abiotic stress-induced photoinhibition. Molecular Plant, v.8, p.1304-1320,
2015.

HASANUZZAMAN, M.; OKU, H.; NAHAR, K.; BHUYAN, M. H. M. B.; MAHMOUD, J.
A.; FUJITA, M. Nitric oxide-induced salt stress tolerance in plants: ROS metabolism,
signaling, and molecular interactions. Plant Biotechnology. Reports, v.12, p.77-92,
2018.

HASEGAWA, P. M.; BRESSAN, R. A,; ZHU, J. K.; BOHNERT, H. J. Plant cellular
and molecular responses tohigh salinity. Annual Review of Plant Physiology and
Plant Molecular Biology, v. 51, 463-499, 2000.

HEATH, R. L.; PACKER, L. Photoperoxidation in isolated chloroplasts. Kinetics and
stoichiometry of fatty acid peroxidation. Archives of Biochemistry and Biophysics,
v.125, p.189-198, 1968.

HENZ, G. P.; SUINAGA, F. Tipos de alface cultivados no Brasil. Embrapa
Hortalicas, Brasilia — DF, p. 1-7, 2009. (Comunicado técnico, 75).

HOPKINS, W.G. Introduction to Plant Physiology. 2nd edition. New York: John
Wiley & Sons, Inc., 1999.

HUANG, X.; STETTMAIER, K.; MICHEL, C., HUTZLER, P., MUELLER, M.J.,
DURNER, J. Nitric oxide is induced by wounding and influences jasmonic acid
signaling in Arabidopsis thaliana. Planta, v.3, p.231-245, 2004.

IEA - Instituto de Economia Agricola, 2016. A producéo da Agropecuaria Paulista:
consideracoes frente a anomalia climatica [online]. Available from:
http://www.iea.sp.gov.br/out/. Acessado em 20 de Maio de 2019.

IEA/CATI ANUARIOS- Instituto de Economia Agricola. 2017. Disponivel em:
http://www.iea.agricultura.sp.gov.br// Acessado em 12 de Julho de 2019.

JAMIL, M.; REHMAN, S. U.; LEE, K. J.; KIM, J. M.; KIM, H.; RHA, E. S. Salinity
reduced growth PS2 photochemistry and chlorophyll content in radish. Scientia
Agricola. v. 64, n.2, p.111-118, 2007.

JASPERS, P.; KANGASJARVI, J. Reactive oxygen species in abiotic stress
signaling. Physiology Plant, v.138, n.4, p.405-13, 2010.

JESUS, C. G. Estresse salino em rucula (Eruca sativa Mill.) hidropénica:
aspectos fisiolodgicos, bioquimicos e nutricionais. Recife: UFRPE, 2011. 73p.
Dissertacdo Mestrado.

JESUS, C. G.; SILVA JUNIOR, F. J.; CAMARA, T. R.; SILVA, E. F. F.; WILLADINO,
L. Producéo de rucula sob estresse salino em sistema hidropénico. Horticultura
Brasileira, v. 33, n. 4, p. 493-497, 2015.

KAR, M.; MISHRA, D. Catalase, Peroxidase, and Polyphenoloxidase Activities during
Rice Leaf Senescence. Plant Physiology, v. 57, p. 315-319, 1976.



79

KHAN, M. N.; SIDDIQUI, M. H.; MOHAMMAD, F.; NAEEM, M. Interactive role of
nitric oxide and calcium chloride in enhancing tolerance to salt stress. Nitric oxide,
v.27, n.4, p.210-218, 2012.

KHEDR, A. H.; ABBAS, M. A.; WAHID, A. A.; QUICK, W. P. ABOGADALLAH, G. M.
Proline induces the expression. Of salt-stress-responsive proteins and may improve
the adaptation of Pancratium maritimum L. to salt-stress. Journal of Experimental
Botany, v.54, n.392, p.2553-62, 2003.

KRAUSE, G.H., WEIS, E. Chorophyll fluorescence and photosynthesis: The basics.
Annu Rev Plant Physiol. Plant Molecular Biology,42:313-349, 1991.

KUMAR, A.: PRASAD, A.; SEDLAROVA, M.; POSPISIL, P. Data on detection of
singlet oxygen, hydroxyl radical and organic radical in Arabidopsis thaliana. Data in
Brief, v. 21, p.2246-2252, 2018.

LAKZAYI, M.; SABBAGH, E.; RIGI, K.; KESHTEHGAR, A. Effect of salicylic acid on
activities of antioxidant en-zymes, flowering and fruit yield and the role on reduce of
drought stress. International Journal of Farming and Allied Sciences, v.3, n.9,
p.980-987, 2014.

LI, X.; AN, S.; ENEJI, A. E.; TANABE, K. Salinity and defoliation effects on soybean
growth. Journal of Plant Nutrition, v.29, p.1499-1508, 2006.

LIPTON, S. A; CHOI, Y. B.; PAN, Z. H.; LEI, S. Z.; CHEN, H. S. V.; SUCHER, N. J,;
LOSCALZO, J.; SINGEL, D. J.; STAMLER, J. S. A redox-based mechanism for the
neuroprotective effects of nitric oxide and related nitroso-compounds. Nature, v.364,
p.626-632, 1993.

LUZ, J.M.Q.; GUIMARAES, S.T.M.R.; KORNDORFER, G.H. Produc&o hidropdnica
de alface em solucéo nutritiva com e sem silicio. Horticultura Brasileira, v.24, n. 3,
p.295-300, 2006.

MADHANIA, S.; MADAN, S.; SAWHNEY, V. Antioxidant defense mechanism under
salt stress in wheat seedlings. Biologia Plantarum, v.50, p.227-231, 2006.

MAIA, J. M.; FERREIRA-SILVA, S. L.; VOIGT, E. L.; MACEDO, C. E. C.; PONTE, L.
F. A.; SILVEIRA, J. A. G. Atividade de enzimas antioxidantes e inibicao do
crescimento radicular de feijao caupi sob diferentes niveis de salinidade. Acta
Botanica Brasilica, v.26, n.2, p.342-349, 2012.

MANAI, J.; KALAI, T.; GOUIA, H.; CORPAS, F. J. Exogenous nitric oxide (NO)
ameliorates salinity-induced oxidative stress in tomato (Solanum lycopersicum)
plants. Journal Soil Science Plant Nutrition, v.14, p. 433-446, 2014.

MASER, P.; GIERTH, M.; SCHROEDER, J.I. Molecular mechanisms of
potassiumand sodium uptake in plants. Plant and Soil, v.247, p. 43-54, 2002.

MEDEIROS, J. F; SILVA, M. C. C.; SARMENTO, D. H. A.; BARROS, A. D.
Crescimento do meloeiro cultivado sob diferentes niveis de salinidade, com e sem
cobertura do solo. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental,
Campina Grande, v. 11, n. 3, p. 248-255, 2007.



80

MELO, H. F.; SOUZA, E. R.; DUARTE, H. H. F.; CUNHA, J. C.; SANTOS, H. R. B.
Gas exchange and photosynthetic pigments in bell pepper irrigated with saline water.
Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v. 21, p. 38-43, 2017.

MILLER, G.; SUZUKI, N.; CIFTCI-YILMAZ, S.; MITTLER, R. Reactive oxygen
species homeostasis and signalling during drought and salinity stresses. Plant Cell
Environment, v.33, p. 453-467, 2010.

MINITAB Inc. Statistical Software Data Analysis Software. Version 17, 2014.

MONTEIRO, J. G.; CRUZ, F. J.; NARDIN, M. B.; SANTOS, D. M. M. Crescimento e
conteudo de prolina em plantulas de guandu submetidas a estresse osmético e a
putrescina exégena. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.49, n.1, p.18-25, 2014.

MORAES, D. P.; FERNANDES, A. L. M.; DIAS, N. S.; COSME, C. R.; SOUZA
NETO, O. N. Rejeito salino e solug&o nutritiva em alface cultivada em sistema
hidroponico. Magistra, v.26, p.353-360, 2014.

MUNNS, R. Genes and salt tolerance: bringing them together. New Phytologist, v.
167, n. 3, p. 645-663, 2005.

MUNNS, R. Plant Adaptations to Salt and Water Stress: Differences and
Commonalities. Advances in Botanical Research, New York, v.57, p. 1-32, 2011.

MUNNS, R.; TESTER, M. Mechanisms of salinity tolerance. Annual Review of Plant
Biology, v.59, p.651-681, 2008.

MURGIA, I.; PINTO, M. C. de; DELLEDONNE, M.; SOAVE, C.; GARA, L. de.
Comparative effects of various nitric oxide donors on ferritin regulation, programmed
cell death, and cell redox state in plant cells. Journal of Plant Physiology, v. 161, p.
777-783, 2004.

NABI, R. B. S.; TAYADE, R.; HUSSAIN, A.; KULKARNI, K. P.; IMRAN, Q. M.; MUN,
B.; YUN, B. Nitric oxide regulates plant responses to drought, salinity, and heavy
metal stress. Environmental and Experimental Botany. v. 161, p. 120-133, 2019.

NEILL, S.; BARROS, R.; BRILHANTE, J.; DESIKAN, R.; HANCOCK, J.; HARRISON,
J.: MORRIS, P.; RIBEIRO, D.; WILSON, I. Oxido nitrico, fechamento estomatico e
estresse abiotico. Journal of Experimental Botany, vol. 59, n. 2, p.165-176, 2008.

NEILL, S.J., DESIKAN, R., HANCOCK, J.T. Nitric oxide signaling in plants. New
Phytologist, v.159, p.11-35, 2003.

NEILL, S.J.; DESIKAN, R.; HANCOCK, J.T. Nitric oxide is a hovel compound of
abscisic acid signalling in stomatal guard cells. Plant Physiology, v.128, p.13-16,
2002.

NETO, E. B.; BARRETO, L. P. As técnicas de hidroponia. Anais da Academia
Pernambucana de Ciéncia Agrondmica, Recife, v. 8 e 9, p.107-137, 2012.

OLIVEIRA, F. A,; MEDEIROS, J. F.; OLIVEIRA, M. K. T.; SOUZA, A.A. T;
FEREIRA, J. A.; SOUZA, M. S. Interacdo entre salinidade e bioestimulante na cultura
do feijao caupi. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v. 17, p.
465-471, 2013a.



81

OLIVEIRA, F. A.; OLIVEIRA, M. K. T.; LIMA, L. A.; ALVES, R. C.; REGIS, L. R. L.;
SANTOS, S. T. Estresse salino e biorregulador vegetal em feijao caupi. Irriga, v. 22,
n. 2, p. 314-329, 2017.

OLIVEIRA, F. A.; SOUZA NETA, M. L.; SILVA, R. T.; SOUZA, A. A. T.; OLIVEIRA,
M. K. T.; MEDEIROS, J. F. Desempenho de cultivares de rucula sob solucbes
nutritivas com diferentes salinidades. Revista Agro@mbiente, v. 7, n. 2, p. 170-178,
2013b.

OLIVEIRA, W. J.; SOUZA, E. R.; SANTOS, H. R. B.; SILVA, E. F. F.; DUARTE, H. H.
F.: MELO, D. V. M. Fluorescéncia da clorofila como indicador de estresse salino em
feijdo caupi. Revista Brasileira de Agricultura Irrigada, v. 12, n. 3, p. 2592-2063,
2018.

PAULUS, D.; NETO, D. D.; FRIZZONE, J. A.; SOARES, T. M. Producéo e
indicadores fisiol6gicos de alface sob hidroponia com agua salina. Revista de
Horticultura Brasileira, v.28, n.1, 2010.

PAULUS, D.; PAULUS, E.; NAVA, G. A.; MOURA, C. A. Crescimento, consumo
hidrico e composi¢cao mineral de alface cultivada em hidroponia com aguas salinas.
Revista Ceres, v. 59, n.1, p. 110-117, 2012.

PEIXOTO, H. P. P.; CAMBRAIA, J.; SANT'ANNA, R.; MOSQUIM, P. R.; MOREIRA,
M. A. Aluminium effects on lipid peroxidation and the activities of enzymes of
oxidative metabolism in sorghum. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, v.11, p.
137-143, 1999.

PENG, Z.; LU, Q.; VERMA, D. P. S. Reciprocal regulation of A1-pyrroline-5-
carboxylate synthetase and proline dehydrogenase genes controls proline levels
during and after osmotic stress in plants. Molecular and General Genetics, v.253,
n.3, p.334-341, 1996.

PLANCHET, E.; VERDU, |.; DELAHAIE, J.; CUKIER, C.; GIRARD, C.; PAVEN, M. C.
M.; LIMAMI, A. M. Abscisic acid-induced nitric oxide and proline accumalation in
independente under water-deficit stress during seedling establishment in Medicago
truncatula. Journal of Experimental Botany, v.65, n.8, p.2161-2170, 2014.

POTRICH, A. C. G.; PINHEIRO, R. R.; SCHMIDT, D. Alface hidropdnica como
alternativa de producao de alimentos de forma sustentavel. Enciclopédia Biosfera,
v. 8, n. 15; p. 36-48, 2012.

PRAXEDES, S.C.; LACERDA, C.F. de; DAMATTA, F.M.; PRISCO, J.T.; GOMES-
FILHO, E. Salt tolerance is associated with differences in ion accumulation, biomass
allocation and photosynthesis in cowpea cultivars. Journal of Agronomy and Crop
Science, v.196, p.193-204, 2010.

RAHMAN, A.; HOSSAIN, MD. S.; MAHMUD, J.-AL.; NAHAR, K.; HASANUZZAMAN,
M.; FUJITA, M. Manganese-induced salt stress tolerance in rice seedlings: regulation
of ion homeostasis, antioxidant defense and glyoxalase systems. Physiology and
Molecular Biology of Plants, v. 22, p. 291-306, 2016.



82

RAMA DEVI, S.; PRASAD, M. N. V. Copper toxicity in Ceratophyllum demersum L.
(Coontail), a free floating macrophyte: Response of antioxidant enzymes and
antioxidants. Plant Science, v. 138, p. 157-165, 1998.

RESENDE, M. L. V.; SALGADO, S. M. L.; CHAVES, Z. M. Espécies Ativas de
Oxigénio na Resposta de Defesa de Plantas a Patégenos. Fitopatologia brasileira,
v.28, p.123-130, 20083.

RICHARDS, L.A. Diagnosis and improvement of saline and alkali soils.
Washington: United States Salinity Laboratory, 1954. 160p. (USDA. Agriculture
Handbook, 60).

RODRIGUES, L. R. F. Cultivo pela técnica de hidroponia: técnicas de cultivo
hidropdonico e de controle ambiental no manejo de pragas, doencas e nutricao
vegetal em ambiente protegido, Jaboticabal: FUNEP, 2002. 726 p.

ROHACEK, K.; BARTAK, M. Tehcnique of the modulated chlorophyll fluorescence:
basic concepts, useful parameters, and some applications. Photosynthetica, v. 37,
n. 03, p. 339-363, 1999.

ROSA, M. F.; SANTOS, F. J. S.; MONTENEGRO, A. A. T.; ABREU, F. A. P
CORREIA, D.; ARAUJO, F. B. S. Caracteriza¢do do p6é da casca de coco verde
usado como substrato agricola. Fortaleza, Embrapa-CNPAT. 2002. 6p.
(Comunicado Técnico, 54).

ROSSATTO, T.; AMARAL, M. N.; BENITEZ, L. C.; VIGHI, I. L.; BRAGA, E. J. B,
MAGALHAES JUNIOR, A. M.; MAIA M. A. C; PINTO, L. S. Gene expression and
activity of antioxidant enzymes in rice plants, cv. BRS AG, under saline stress.
Physiology and Molecular Biology of Plants, n. 23, v. 4, p. 865-875, 2017.

ROY, S. J.; NEGRAO, S.; TESTER, M. Salt resistant crop plants. Current Opinion
in Biotechnology, v.26, p.115-124, 2014.

SAKATA. Alface. Disponivel em:
https://www.sakata.com.br/hortalicas/folhosas/alface/crespal/vera, acessado dia 30
de setembro de 20109.

SALA, F. C.; COSTA, C. P. Retrospectiva e tendéncia da alfacicultura brasileira.
Horticultura Brasileira, v. 30, n. 2, p. 187-194, 2012.

SANTOS JUNIOR, J. A.; GHEY, H. R.; DIAS, N. S.; MEDEIROS, S. S.; FILHO, D. H.
G. Substratos e tempo de renovacao da agua residuaria no crescimento do girassol
ornamental em sistema semi-hidroponia. Revista Brasileira de Engenharia
Agricola e Ambiental, n.8, p.790-797, 2014.

SANTOS, A. N.; SOARES, T. M.; SILVA, E. F. F.; SILVA, D. J. R.; MONTENEGRO,
A. A. A. Cultivo hidropbnico de alface com agua salobra subterranea e rejeito da
dessalinizacdo em Ibimirim, PE. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e
Ambiental. v.14, n.9, 2010.

SANZ, L.; ALBERTOS, P.; MATEOS, |, SANCHEZ-VICENTE, I.; LECHON, T;
FERNANDEZ-MARCOS, M.; LORENZO, O. Nitric oxide (NO) and phytohormones



83

crosstalk during early plant development. Journal of Experimental Botany. v.66, n.
10, p.2857-2868, 2015.

SARMENTO, J. D. A.; MORAIS, P. L. D.; ALMEIDA, M. L. B.; SOUSA NETO O. N.;
DIAS, N. da S. Qualidade e conservacao da alface cultivada com rejeito da
dessalinizagdo. Revista Caatinga, v. 27, p. 90 — 97, 2014.

SCHREIBER, U. Detection of rapid induction kinetics with a new type of high-
frequency modulated chlorophyll fluorometer. Photosynthesis Research, v.9,
p.261-272, 1986.

SEABRA, A. B.; MAHENDRA, R.; NELSON, D. Emerging Role of Nanocarriers in
Delivery of Nitric Oxide for Sustainable Agriculture. Nanotechnologies in Food
and Agriculture. Springer International Publishing, p.183-207, 2015.

SERRAJ, R.; MCNALLY, K. L.; SLAMET-LOEDIN, I; KOHLI, A.; HAEFELE, S. M,;
ATLIN, G.; KUMAR, A. Drought Resistance Improvement in Rice: An Integrated
Genetic and Resource Management Strategy. Plant Production Science, v. 14,
2011.

SERRAJ, R.; SINCLAIR, T.R. Osmolyte Accumulation: Can It Really Help Increase
Crop Yield under Drought Conditions? Plant, Cell & Environment, v.25, p.333-341,
2002.

SGARBIERI, V. C. Alimentacao e Nutricdo: fator de saude e desenvolvimento.
1.ed. Campinas: UNICAMP, 387p, 1987.

SHAFI, A.; CHAUHAN, R.; GILL, T.; SWARNKAR, M. K.; SREENIVASULU, Y.;
KUMAR, S.; KUMAR, N.; SHANKAR, R.; AHUJA, P. S.; SINGH, A. K. Expression of
SOD and APX genes positively regulates secondary cell wall biosynthesis and
promotes plant growth and yield in Arabidopsis under salt stress. Plant Molecular
Biology, v.87, p.615-631, 2015.

SHARMA, P.; JHA, A. B.; DUBEY, R. S.; PESSARAKLI, M. Reactive oxygen species,
oxidative damage, and antioxidante defense mechanism in plants under stressful
conditions. Journal of Botany, v.12, 2012, 26p.

SHEOKAND, S.; KUMARI, A. (2015) Nitric Oxide and Abiotic Stress-Induced
Oxidative Stress. In: KHAN, M.; MOBIN, M.; MOHAMMAD, F.; CORPAS, F. (eds)
Nitrici oxide action in abiotic, Springer, Heidelberg. p. 43-63.

SHI, H.; YE, T.; ZHU, J.; CHAN, Z. Constituve production of nitric oxide leads to
enchanced drought stress resistance and extensive transcriptional reprogramming in
Arabidopsis. Journal Experimental Botany, v.65, n.15, p.4119-4131, 2014.

SHI, Q.; DING, F.; WANG, X.; WEI, M. Exogenous nitric oxide protect cucumber
roots against oxidative stress induced by salt stress. Plant Physiology and
biochemistry, v.45, p. 542-550, 2007.

SILVA, B. A.; SILVA, A. R.; PAGIUCA, L. G. Cultivo Protegido: Em busca de mais
eficiéncia produtiva! Revista Técnica Hortifruti Brasil, p.10-18, 2014. Disponivel
em: http://cepea.esalq.usp.br/hfbrasil/edicoes/132/mat_capa.pdf// Acesso 12 de
Julho de 2019.



84

SILVA, E.N. da; RIBEIRO, R.V.: FERREIRA-SILVA, S.L.; VIEGAS, R.A.; SILVEIRA,
J.A.G. Comparative effects of salinity and water stress on photosynthesis, water
relations and growth of Jatropha curcas plants. Journal of Arid Environments, v.74,
p.1130-1137, 2010.

SILVA, J. L. A.; MEDEIROS, J. F.; ALVES, S. S. V.; OLIVEIRA, F. A.; SILVA
JUNIOR, M. J.; NASCIMENTO, I. B. Uso de 4guas salinas como alternativa na
irrigacéo e producao de forragem no semiarido nordestino. Revista Brasileira de
Engenharia Agricola e Ambiental, v.18, (Suplemento), p. S66-S72, 2014.

SILVEIRA, N. M.; FRUNGILLO, L.; MARCOS, F. C.; PELEGRINO, M. T.; MIRANDA,
M. T.; SEABRA, A. B.; SALGADQO, |.; MACHADO, E. C.; RIBEIRO, R. V. Exogenous
nitric oxide improves sugarcane growth and photosynthesis under water deficit.
Planta, v.244, p.181-190, 2016.

SOARES, T. M.; SILVA, E. F. F.; DUARTE, S. N.; MELO, R. F.; JORGE, C. A,
BONFIM-SILVA, E. M. Producéo de alface utilizando aguas salobras em sistema
hidropdnico. Irriga, v.12, p.235-248, 2007.

SONG, L.; DING, W.; ZHAO, M.; SUN, B.; ZHANG, L. Nitric oxide protects against
oxidative stress under heat stress in the calluses from two ecotypes of reed. Plant
Science, v.171, p.449-458, 2006.

SOUTO FILHO, L. T.; LAIME, E. M. O.; FERNANDES, P. D.; SUASSUNA, J. F,;
SILVA, R. C. Efeito da salinidade nas trocas gasosas de duas cultivares de cana-de-
acucar. Engenharia Ambiental, v.11, n.2, p.067-082, 2014.

SRIPORNADULSIL, S.; TRAINA, S.; VERMA, D. P. S.; SAYRE, R. Molecular
mechanisms of proline-mediated tolerance to toxic heavy metals in transgenic
microalgae. Plant Cell, v.14, n.11, p.2837-2847, 2002.

SU, J.; ZHANG, Y.; NIE, Y.; CHENG, D.; WANG, R.; HUALI, H.; CHEN, J.; ZHANG,
J.; DU, Y.; SHEN, W. Hydrogen-induced osmostic tolerance is associated with nitric
oxide-mediated proline accumulation and reestablishment of redox balance in alfafa
seedlings. Environmental and Experimental Botany, v.147, p.249-260, 2018.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 6. ed. Piracicaba, Artmed, 2017, 888p.

TALUKDAR, D. Arsenic-indiced oxidative stress in the common bean legume,
Phaseolus vulgaris L. seedlings and its amelioration by exogenous nitric oxide.
Physiology molecular biology plants, v.19, n.1, p.69,79, 2013.

TEISSEIRE, H.; GUY, V. Copper-induced changes in antioxidant enzymes activities
in fronds of duckweed (Lemna minor). Plant Science, v. 153, p. 65-72, 2000.

TESTER M.; DAVENPORT R. Na" tolerance and Na" transportin higher plants.
Annals of Botany, v. 91, p.503-527, 2003.

TURKAN, I. Plant responses to drought andsalinity stress: developments in post-
genomicEra.In: TURKAN, I. (Ed) Advances inbotanical research. London: Elsevier,
v. 57, p.105-150, 2011.



85

VERBRUGGEN, N.; HERMANS, C. Proline accumulation in plants: a review. Amino
Acids, v.35, p.753-759, 2008.

VON CAEMMERER, S.; FARQUHAR, G. D. Some relationships between the
biochemistry of photosynthesis and the gas exchange of leaves. Planta, v.153: 376-
387, 1981.

VRANOVA, E.; ATICHARTPONGKUL, S.; VILLARROEL, R.; MONTAGU, M. V,;
INZE, D.; CAMP, W. V. Comprehensive analysis of gene expression in Nicotiana
tabacum leaves acclimated to oxidative stress PNAS, v.99, p. 10870-10875,
2002.

WANG, P.; Du, Y.; HOU, Y. J.; ZHAOQO, Y.; HSU, C. C.; YUAN, F.; ZHU, J. K. Nitric
oxide negatively regulates abscisic acid signaling in guard cells by S-nitrosylation of
OST1. Proceedings of the National Academy of Sciences, v.112, p.613-618,
2015.

WELLBURN, A.R. The spectral determination of chlorophylls a and b; as well as total
carotenoids; using various solvents with spectrophotometers of different resolution.
Journal of Plant Physiology. v.144, p.307-313, 1994.

XUE, Q.W.; WEISS, A.; BAENZIGER, P.S. Predicting leaf appearance in field-grown
winter wheat: evaluating linear and non-linear models. Ecological Modelling, v.175,
p.261-270, 2004.

ZEMRI, K.; AMAR, Y.; BOUTIBA, Z.; ZEMRI, M.; POPOVIC, R. Use of chlorophyll
fluorescence to evaluate the effect of chromium on activity photosystem ii at the alga
scenedesmus obliquus. International Journalof Research and Reviews in Applied
Sciences, v.12, p.304-314, 2012.

ZHANG, H.X.; BLUMWALD, E. Transgenic Salt-Tolerant Tomato Plants Accumulate
Salt in Foliage But Not in Fruit. Nature Biotechnology, v. 19, p.765-768, 2001.

ZHAO, L.; ZHANG, F.; GUO J.; YANG, Y.; LI, B.; ZHANG, L. Nitric oxide functions as
a signal in salt resistance in the calluses from two ecotypes of reed. Plant
Physiology, v.134, p.849-57, 2004.



