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RESUMO

A alface ¢ uma das hortalicas mais cultivadas no Brasil, difundindo-se praticamente por todo
territorio nacional, inclusive nas regides semidridas do Nordeste, onde a agua de boa
qualidade estd cada vez mais escassa. Diante dessa situagdo, torna-se importante para os
setores horticolas o desenvolvimento de pesquisas e técnicas que permitam o cultivo de
plantas com o uso de dguas salinas. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
da adubacdo foliar com enxofre em plantas de alface cultivadas em sistema hidropdnico e sob
estresse salino. O experimento foi conduzido em arranjo fatorial 2 x 3, sendo as plantas
submetidas a dois niveis de salinidade na solu¢do nutritiva (0 e 40 mM de NaCl) e a trés
niveis de adubacio suplementar com enxofre (0,0; 1,5 e 3,0 g L"), com quatro repetigdes.
Foram analisados caracteres fisiologicos e bioquimicos e a nutricdo mineral da parte aérea das
plantas. O crescimento, a fotossintese e a condutancia estomatica das plantas foram reduzidos
pelo estresse salino, porém, naquelas que receberam o tratamento com enxofre suplementar,
essa reducdo foi atenuada. Em condi¢des naturais de cultivo, o tratamento com enxofre a 1,5 g
L também proporcionou um melhor crescimento e desenvolvimento das plantas. O estresse
salino aumentou a relagdo Na'/K" nas folhas das plantas de alface, porém isso foi menos
acentuado nas que foram suplementadas com enxofre. Nas plantas sob estresse salino, os
danos de membrana foram menores naquelas adubadas com enxofte, as quais também
apresentaram menores teores de peroxido de hidrogénio, maior atividade das enzimas
antioxidantes peroxidase do ascorbato e catalase. De modo geral, a salinidade da solugdo
nutritiva reduziu os teores dos nutrientes analisados na parte aérea, porém, para potassio e
fosforo, essa reducdo foi minimizada pelo fornecimento de enxofre suplementar. Conclui-se
que a adubagdo suplementar com enxofre atenuou os efeitos deletérios da salinidade no
crescimento e nas trocas gasosas das plantas de alface, e que isso, pelo menos em parte,
deveu-se a um sistema antioxidativo mais eficiente, associado a uma melhor absor¢do de

fosforo e potassio € uma menor relagdo Na'/K".

Palavras-chave: Fotossintese. Lactuca sativa. Nutricdo mineral. Salinidade. Sistema de

defesa antioxidante.



ABSTRACT

Lettuce is one of the most grown vegetables in Brazil, spreading practically throughout the
national territory, including in the semi-arid regions of the Northeast, where the availability of
good quality water is increasingly scarce. Therefore, it is important for the horticultural
sectors to develop research and techniques that allow the cultivation of plants using saline
water. Thus, this study aimed to evaluate the effects of leaf fertilization with sulfur in lettuce
plants grown under hydroponic system and under salt stress. The experiment was conducted
in a 2 x 3 factorial arrangement, with the plants submitted to two levels of salinity in the
nutrient solution (0 and 40 mM of NaCl) and at three levels of supplemental fertilization with
sulfur (0.0, 1.5 and 3.0 g L"), with four replicates. Physiological and biochemical
characteristics and mineral nutrition of shoots were analyzed. The growth, photosynthesis and
stomatal conductance of plants were reduced by salt stress. However, those plants
supplemented with sulfur fertilizer treatment this reduction was attenuated. Under natural
conditions of cultivation, treatment with sulfur at 1.5 g L also resulted in better growth and
plants development. The salt stress increased the Na /K" ratio in leaves of lettuce plants, but
this was less pronounced in those supplemented with sulfur. In plants under salt stress,
membrane damage was lower in those fertilized with sulfur, which also presented lower levels
of hydrogen peroxide, higher activity of antioxidant enzymes, such as ascorbate peroxidase
and catalase. In general, the nutrient solution salinity reduced the nutrient uptake, but for
potassium and phosphorus this reduction was minimized by the supplemental sulfur. It is
concluded that supplemental fertilization with sulfur attenuated the deleterious effects of
salinity on the growth and gas exchange of lettuce plants, and that this, at least in part, was
due to a more efficient antioxidative system, associated with a better phosphorus and

potassium uptake and a lower Na'/K" ratio.

Key words: Photosynthesis. Lactuca sativa. Mineral nutrition. Salinity. Antioxidant defense

system.
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1 INTRODUCAO

1.1 Justificativa

No Brasil ha uma grande producdo de diversas espécies de hortaligas, com
destaque para as classificadas no nicho das folhosas. No pais, as folhosas mais produzidas sdo
rucula, repolho, couve de folha, alface, agrido e almeirdo, sendo que a mais consumida entre
os brasileiros ¢ a alface (BELING, 2015). Pelo fato de a alface apresentar grande divergéncia
entre as cultivares existentes, essa hortalica se difundiu praticamente por todo territério
brasileiro, até mesmo em regides onde as condi¢des climaticas sdo adversas, o que a torna de
grande importancia social e econdmica (OLIVEIRA et al., 2011; SOUSA et al., 2007).

Um grande problema que vem se agravando com o passar dos anos, em diversas
regides do Brasil e do mundo, ¢ a escassez de agua, principalmente em regides de clima
semiarido. Diante dessa situacdo em que a dgua de boa qualidade (potavel) estd escassa,
torna-se importante para os setores agricolas, o desenvolvimento de pesquisas e técnicas que
permitam a producdo de alimentos com o uso de aguas salinas (PAULUS et al., 2012).

O uso de 4gua salina no cultivo hidropdnico pode ser uma alternativa, partindo da
hipétese de que as plantas nesse sistema de cultivo sdo mais tolerantes a salinidade, j& que
havera uma maior disponibilidade de agua livre comparada ao sistema convencional, pois na
hidroponia o potencial matrico pode ser considerado desprezivel, o qual ¢ um dos fatores que
diminui a energia livre da agua no solo (SOARES et al., 2007). Perante a baixa qualidade e
escassez de agua, tem-se investido em pesquisas visando o aproveitamento de dgua salina no
cultivo hidroponico (COVA et al., 2017; FURTADO et al., 2017; GUIMARAES et al., 2017;
LIMA et al., 2017; LIMA et al., 2018; MORAES et al., 2014).

Existe uma contradi¢cdo entre autores com relacdo a tolerancia da alface a
salinidade. Segundo Rodrigues (2002), a alface hidropdnica ¢ tolerante a salinidade. Por outro
lado, a alface ¢ considerada moderadamente sensivel a salinidade quando cultivada em

! ocorrendo uma

sistema convencional, com uma salinidade limiar em torno de 1,3 dS m"
reducdo de 13% na produg¢do com o aumento unitdrio da condutividade elétrica acima do
limiar (AYERS; WESTCOT, 1999). No entanto, essa discrepancia pode ser considerada como
sendo devida as respostas das plantas ao estresse salino variar entre os sistemas de cultivo,
cultivares da mesma espécie, solucdo nutritiva utilizada, manejo de irrigacdo, fertilidade do

solo e condigdes climaticas (MORAES et al., 2014).
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Dentre os estresses abidticos, a salinidade ¢ um dos que mais prejudicam o
desenvolvimento e produgdo das plantas (FATMA et al., 2014; VEERANAGAMALLAIAH
et al., 2007). O estresse salino afeta o crescimento das plantas devido ao seu efeito osmotico,
que dificulta a absor¢do de agua, ocasionada pela redugdo de potencial hidrico no ambiente
radicular, e ao efeito toxico, em que ions especificos ocasionam desordens fisiologicas e
desbalanceamento nutricional (GHEYT et al, 2010; NEGRAO; SCHMOCKEL; TESTER,
2017). Além do efeito oxidativo, resultante de uma producao excessiva de espécies reativas de
oxigénio que, ao se acumular nas células, promovem um dano oxidativo secundario, causando
danos em lipideos, acidos nucleicos e proteinas (AHMAD; SARWAT; SHARMA, 2008;
BEN AMOR et al., 2005; HOSSAIN; DIETZ, 2016; MITTLER, 2002; MOLLER et al., 2007;
YOU; CHAN, 2015).

Recentemente, pesquisas vém evidenciando que, mesmo em meio salino, as
plantas quando supridas com enxofre na quantidade adequada conseguem melhorar a
eficiéncia de seus mecanismos de defesa, aumentando a atividade das enzimas antioxidantes,
a sintese de compostos antioxidantes, entre outros, e fazendo com que os efeitos do estresse
salino sejam atenuados (ASTOLFI; ZUCHI, 2013; FATMA et al., 2014; JASIM e AL-
TIMMEN, 2014; NAZAR et al., 2014). O enxofre ¢ considerado um macronutriente essencial
para o desenvolvimento das plantas, sendo encontrado em diversos compostos metabolicos,
como metionina, cisteina, glutationa, vitaminas, aglomerados de ferro-enxofre, sulfoxido e
glicosinatos (ABDALLAH et al., 2010, KHAN et al. 2013).

Tudo isso demonstra a relevancia da realiza¢do de pesquisas sobre a utilizagdo de
uma adubagdo suplementar com enxofre e uso de 4dgua salina, na reposi¢do ou preparo de
solugdo nutritiva em alface hidroponica, em busca de uma alternativa para os produtores que
ndo possuem muitas opgdes de fonte de dgua com qualidade, bem como para conhecer as

alteragdes fisiologicas e bioquimicas resultantes dessa adubagao.

1.2 Hipotese

A adubagdo suplementar com enxofre atenua os efeitos do estresse salino em

plantas de alface hidroponica.
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1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo geral

Avaliar respostas fisiologicas e bioquimicas de plantas de alface hidroponica

cultivadas sob estresse salino e suplementadas com enxofre.

1.3.2 Objetivos especificos

Utilizando plantas de alface hidropdnica, cultivadas em presenga e auséncia de
estresse salino, e suplementadas e ndo suplementadas com enxofre, pretende-se:

- Estudar o crescimento das plantas, determinando-se as massas fresca e seca da

parte aérea e raizes e a area foliar;

- Avaliar as trocas gasosas (condutdncia estomatica, fotossintese liquida,

transpiracdo e concentracdo interna de CO;) e os teores de pigmentos

fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e carotenoides);

- Estimar os danos de membrana, os teores de H»O,, os teores de solutos

organicos (carboidratos soliiveis e N-aminossoliiveis) e inorganicos (Na“, Cl e

K") e antioxidantes enzimaticos (dismutase do superoxido, catalase, peroxidase do

ascorbato e peroxidase do guaiacol) e ndo enzimaticos (glutationa reduzida e

oxidada e ascorbato reduzido e oxidado);

- Avaliar a nutri¢ao mineral, determinando-se os teores de macro (N, P, K, S, Ca e

Mg) e micronutrientes (Cu, Mn, Fe e Zn).

1.4 REVISAO DE LITERATURA
1.4.1 Alface

A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta herbacea de clima temperado, que
pertencente a familia Asteraceae, e com centro de origem na Bacia Ocidental do
Mediterraneo. A alface é considerada a folhosa mais consumida no Brasil e no mundo,
destacando-se por seus aspectos nutricionais, sendo uma o6tima fonte de vitaminas e minerais,
além de apresentar uma grande importancia socioecondémica (GALIENE; PISANTE, 2015;
SANTI et al., 2010; STAGNARI; SOUZA et al., 2017b).
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Em escala mundial, os maiores produtores de alface sdo a China, com
aproximadamente 10 milhdes de t/ano, seguido de Estados Unidos e Espanha, com
aproximadamente 4 milhdes e 1 milhdo de t/ano, respectivamente (FAO, 2016). Em escala
nacional, as regides Sul e Sudeste sdo as maiores produtoras, detendo juntas cerca de 63% do
total da alface produzida no Brasil, com destaque para os Estados de Sdo Paulo e Rio de
Janeiro (IBGE, 2006).

A alface ¢ uma cultura bastante influenciada pelas condi¢des climaticas, com seu
crescimento e desenvolvimento bastante afetado pelo fotoperiodo, temperatura e intensidade
luminosa (BLAT et al., 2011). Apesar de ser fortemente influenciada pelas condic¢des
climaticas, atualmente existe uma grande divergéncia entre as cultivares de alface existentes,
0 que permite que essa hortalica se difunda praticamente por todo territorio brasileiro, até
mesmo em regides onde as condi¢gdes climdticas sdo adversas, tornando-a de grande
importancia social e econdémica (OLIVEIRA et al., 2011; SOUSA et al., 2007).

Existe uma ampla diversidade de cultivares de alface, dentre as quais se
encontram cultivares lisas, crespas, repolhudas, roxa, entre outras. A alface possui uma vida
util bastante curta, devido a sua sensibilidade a desidratacdo e ferimentos, fato esse que faz
com que as suas folhas entrem em senescéncia rapidamente, principalmente quando sdo

manuseadas de maneira inadequadas (CALBO; FERREIRA; PESSOA, 2010).

1.4.2 Enxofre

O enxofre (S) ¢ um macronutriente secunddrio que estd associado a varias rotas
metabdlicas nas plantas. Apesar de ser o macronutriente encontrado em menores quantidades
nos tecidos vegetais, a sua deficiéncia compromete significativamente o desenvolvimento das
plantas (RALJ, 2011; SCHMIDT, 2012). O requerimento de enxofre pelas culturas varia
conforme a espécie e com a produtividade desejada, sendo que as plantas mais exigentes sao
as que apresentam maior teor proteico, como as gramineas, seguido do grupo das leguminosas
(ALVAREZ et al., 2007; RHEINHEIMER et al., 2005).

O enxofre pode ser encontrado sob duas formas no solo, organica e inorgénica,
sendo a forma orgéanica encontrada em maiores proporc¢des, principalmente em solos mais
intemperizados. Existe uma série de fatores que influenciam a disponibilidade dessas formas

de enxofre no solo para a planta, como o teor de matéria organica, a profundidade do perfil do
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solo, a composicao mineraldgica, o pH, as condi¢des de drenagem, dentre outros (BOHN et
al, 1986; HOROWITZ, 2003).

O enxofre ¢ encontrado em diversos compostos metabdlicos, como metionina,
cisteina, glutationa, vitaminas, aglomerados de ferro-enxofre, sulfoxido e glicosinatos
(ABDALLAH et al., 2010, KHAN et al. 2013). A forma mineral mais encontrada no solo ¢ o
anion SO4*, sendo também a principal foram absorvidas pelas plantas. Apesar de a absorgio
via radicular ser a principal forma de entrada de enxofre na planta, a absor¢ao desse elemento
pode ocorrer via foliar (STIPP; CASARIN, 2010)

Uma maior atengdo vem sendo dada ao fornecimento de enxofre na agricultura,
pelo fato da constatagdo da deficiéncia desse elemento em muitas regides, em virtude da
reducdo de sua disponibilidade para as plantas, sendo isso justificado pelos baixos teores de
matéria organica no solo e pelo uso de fertilizantes concentrados em nitrogénio, fosforo e
potassio (MAXIMO et al., 2005). O enxofre ¢ absorvido principalmente na forma de ion
sulfato, sendo essa forma a mais encontrada nos solos. A absor¢ao desse mineral se d4 tanto
pelas raizes como pelas folhas (SCHMIDT, 2012). A absor¢do de enxofre pelas raizes ocorre
através de transportadores de alta afinidade, sendo um transporte ativo, em que um ion SO4*
entra acompanhado de um ion H; esse cotransporte é regulado através de expressio de genes
especificos (HAWKESFORD et al., 2012).

O enxofre interage fortemente com o nitrogénio nos vegetais, visto que parte
desse elemento encontrado nas plantas estd constituindo as proteinas, sendo o enxofre
constituinte de dois importantes aminoacidos, cisteina e metionina. Portanto, na auséncia de
enxofre, as proteinas que contém esses dois aminoacidos ndo serdo formadas. Dessa forma, na
recomendacdo de adubacdo, as quantidades desses dois elementos devem ser equilibradas

para ndo interferir no crescimento e na producao das culturas (MARSCHNER, 2012).

1.4.3 Salinidade

A caracterizacdo do estresse salino se d4 pelas elevadas concentracdes de sais
soluveis encontradas no solo, sendo considerado um solo salino, aquele que apresenta uma
condutividade elétrica maior que 4 dS m™! (MUNNS; GILLIHAM, 2015). Os  4nions  CI,
COs%, NOs", SO4%, HCO5™ e os cations Mg?", Na*, Ca*" e K sdo os principais ions que estdo

relacionados ao estresse salino e estes ions compdem diversos sais que em excesso Sao
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prejudiciais as plantas, com destaque para os cloretos de sédio e magnésio, por apresentarem
uma maior solubilidade (CARMONA, 2011).

A salinidade ¢ um dos principais problemas enfrentados na producdo agricola,
sendo um dos estresses abidticos que mais compromete o crescimento, desenvolvimento e
produtividade das plantas, em diversas regides do Brasil ¢ do mundo (ACOSTA-MOTOS et
al., 2017; FREIRE et al., 2014; SOUZA et al., 2017a). Estima-se que, em todo o planeta, mais
de 800 milhdes de hectares sdo atualmente afetados por sais, e que cerca de 45 milhdes de
hectares de terras irrigadas estejam afetadas em maior ou menor intensidade (FAO, 2015). No
Brasil, estima-se que cerca de 20% das areas irrigadas apresentem problemas de salinizagdo
(FAGERIA; STONE; SANTOS, 2011), e que aproximadamente 2% dos solos do territério
nacional estdo acometidos por sais, concentrando-se principalmente na regido Nordeste (FAO,
2015; GORJI; TANIK; SERTEL, 2015).

A salinidade ¢ um processo complexo que se desenvolve de diferentes maneiras
de acordo com a regido afetada. Sendo considerada um fendmeno que envolve vérios fatores
e/ou a intera¢do deles, a salinidade pode ser originada por causas naturais ou manejo
inadequado na agricultura (VARGAS et al., 2018). Esse fenomeno ocorre principalmente nas
regides aridas e semidridas, em consequéncia de baixas precipitagdes pluviométricas, alta taxa
de evaporacdo, intemperismo mineral e sais fosseis, que sdo causas naturais (BEZERRA et
al., 2010). Além do manejo agricola de forma incorreta, como irrigacdes e adubagdes em
excesso, associados a solos que apresentam mé drenagem, também podem contribuir para o
aumento da concentracdo de sais no solo (SILVA JUNIOR et al., 2009).

A disponibilidade de agua de boa qualidade vem sendo um dos maiores problemas
enfrentados pelos agricultores nos dias atuais, principalmente, nas regioes aridas e semidridas,
fazendo com que fagam uso de d4guas salinas para a irrigagdo na agricultura;
consequentemente deve ser feito um manejo adequado desta dgua para a irrigacdo, para que as
culturas expressem ao maximo possivel o seu potencial produtivo (OLIVEIRA et al., 2010;

TRAVASSOS et al., 2012).
1.4.4 Estresse salino nas plantas
O estresse salino afeta o crescimento das plantas diretamente devido a dois

fatores: 0 osmotico e o toxico. O primeiro ¢ resultado do aumento da concentragdo de sais

dissolvidos na solug¢do do solo, o qual prejudica a disponibilidade de 4gua e nutrientes para a
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planta, devido a reducdo dos potenciais osmotico e hidrico do ambiente radicular; assim, as
plantas tém dificuldade ou ndo conseguem absorver a dgua, sendo esse processo de estresse
hidrico também chamado de seca fisiologica (ALVES et al., 2011; DIAS; BLANCO, 2010).
O segundo deve-se ao acumulo em excesso de ions toxicos, tais como o cloreto e o so6dio, que
ocasionam disturbios fisiologicos e desbalanceamento nutricional (GHEYT et al., 2010). Esses
ions e outros inibem a atividade enzimatica e contribuem fortemente para a reducdo do
crescimento e desenvolvimento das plantas, afetando processos como a fotossintese, e
causando redugdo na area foliar. O fluxo de absor¢do de ions toxicos e sua agdo ocorrem de
maneira diferenciada, variando de acordo com a espécie de planta (MAIA et al., 2012;
FREITAS et al., 2013).

Além desses dois fatores prejudiciais as plantas, a salinidade gera uma produgao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS), que ao se acumularem nas células
promovem um estresse oxidativo secundario, causando danos em lipideos, acidos nucleicos e
proteinas (AHMAD et al., 2008; BEN AMOR et al., 2005; HOSSAIN; DIETZ, 2016;
MITTLER, 2002; MOLLER et al, 2007; YOU; CHAN, 2015). As principais ROS
responsaveis pelo estresse oxidativo sdo o oxigénio singleto (102), o perdxido de hidrogénio
(H202), os radicais livres, hidroxil ("OH) e superdxido (‘O2’), os quais sdo produzidas nos
peroxissomos, cloroplastos e mitocondrias (BHATTACHARIJEE, 2010; CHOUDHURY et
al., 2017; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011; WILLADINO; CAMARA, 2010).

A forma como as plantas respondem ao estresse salino varia de acordo com a
espécie, intensidade e tempo de exposicdo ao sal e estddio fenoldgico. As plantas
desenvolveram tanto mecanismos fisioldgicos como bioquimicos para tolerar a salinidade.
Esses mecanismos dao condigdes para que as plantas consigam sobreviver em ambiente
salino, pois protegem a funcionalidade do aparato fotossintético e facilitam a absor¢do de
agua e nutrientes (CANTABELLA et al., 2017; MUNNS; TESTER, 2008; PARIDA; DAS,
2005). Dentre eles, pode-se citar o ajustamento osmotico, o qual ocorre pelo acimulo de ions
toxicos no vacuolo e producdo de solutos compativeis no citosol, como carboidratos soluveis,
aminodacidos livres, prolina livre, glicina betaina, trealose, polidlcoois e acidos organicos
(BENDALY et al., 2016; FLOWERS; COLMER, 2015; MENEZES et al., 2017)).

As plantas quando submetidas ao estresse salino, frequentemente acumulam N-
aminossoliveis (COELHO et al., 2018; FEIJAO et al., 2011; GOMES do Oetal, 2017). Esse
acimulo ¢ considerado como um indicador de condigdes de estresse (WIDODO et al., 2009).

Todavia, os N-aminossoliveis em sua maior parte sdo aminoacidos livres (KARAMANOS,
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1995), que atuam como osmolitos protetores, proporcionando um melhor ajuste osmotico em
condigdes salinas (ABBAS et al., 2015; 2015; BERTRAND et al., 2016). Outra forma que as
plantas encontram para promover o ajustamento osmoético em condigdes de estresse ¢
acumulando carboidratos soltiveis, mantendo as suas atividades metabolicas e assegurando
assim a sua sobrevivéncia (MAVIA et al., 2012; PEDROSO et al., 2014). Porém, as plantas
respondem de formas diferenciadas quanto a sintese de carboidratos sob condi¢cdes de
salinidade. Ha plantas que amentam os teores desse soluto, como o feijdo-caupi (GOMES do
O et al, 2017) e o coentro (VASCONCELOS et al., 2014). Por outro lado, h4 plantas que
reduzem, como o amaranto (MENEZES et al., 2017) e mulungu (RIBEIRO et al, 2017). Por
fim, ha plantas que ndo alteram os teores de carboidratos, como o noni (SOUZA et al., 2014)
e o malvarico (MESQUITA et al., 2017). Também, o controle da absor¢ao dos ions sodio e
cloreto pelas raizes, o controle do transporte desses ions para a parte aérea das plantas, além
da regulacdo do fluxo e compartimentacdo em nivel celular, mediados por transportadores de
membranas especificos, sdo mecanismos desenvolvidos pelas plantas na tentativa de
sobrevivéncia sob condi¢oes de estresse salino (BLUMWALD et al., 2000; FLOWERS;
COLMER, 2008; MAATHUIS, 2007; MIRANDA et al., 2017).

As plantas também possuem um complexo sistema antioxidativo, que pode ser de
natureza enzimatica ou ndo enzimatica, mas que operam em conjunto, tentando manter o
estado redox celular ¢ eliminando o excesso de ROS (MUCHATE et al., 2016; VIGHI et al.,
2017). Os principais antioxidantes ndo enzimaticos sdo os carotenoides, o ascorbato (ASC), a
glutationa (GSH), os tocoferdis e os flavonoides; enquanto os enzimaticos sdo formados pela
catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), superoxido dismutase (SOD), peroxidase do
guaiacol (GPX), dentre outras enzimas (PARIDA et al., 2016; YOU; CHAN, 2015). A SOD
constitui a primeira linha de defesa, eliminando o radical superéxido e produzindo peroxido
de hidrogénio; este, por sua vez, ¢ eliminado diretamente pela CAT, ou pela APX, que utiliza
como co-substrato o ascorbato, ou entdo pela GPX, que utiliza como co-substrato o fenol,
guaiacol (BOAS et al, 2016; GARG; MANCHANDA, 2009; GILL; TUTEJA, 2010).
Portanto, a acdo coordenada dessas e de outras enzimas, tais como aquelas do ciclo
ascorbato/glutationa, como a redutase da glutationa (GR), a redutase do desidroascorbato
(DHAR) e redutase do monodesidroascorbato (MDHAR), garante um estado redox favoravel
(FOYER; NOCTOR, 2011).

A GSH ¢ considerada um dos principais agentes antioxidantes ndo enzimaticos de

baixo peso molecular e desempenha importante papel contra danos oxidativos (DELAPLACE
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et al., 2011). O aumento nos teores de GSH em plantas sob condi¢des de salinidade esté
relacionado com um melhor desempenho das plantas em tolerar o estresse, caracteristica
ressaltada em varios estudos (CHAWLA; JAIN; JAIN, 2013; NAHAR et al., 2015; NAZAR;
UMAR; KHAN, 2015; PAVLOVIC et al., 2018). A modula¢do do estado redox da glutationa
apresenta um papel muito importante na protecdo oxidativa de plantas quando submetidas ao
estresse salino (FERREIRA-SILVA et al., 2012; ZHOU et al., 2017). O ASC, da mesma
forma que a GSH, ¢ considerado como uma das primeiras linhas de defesa contra o estresse
oxidativo, o qual, no ciclo ascorbato-glutationa, promove a eliminacdo do H>O, sendo co-
substrato da reagdo catalisada pela APX. Nesse ciclo, o DHA produzido por essa reacdo ¢
entdo reduzido e recuperado como ASC por meio da oxidacdo da GSH, a qual volta a ser
reduzida pela agdo da glutationa redutase. Esse mecanismo ¢ de extrema importancia para
manter o estado redox celular (DINAKAR; DJILIANOV; BARTELS, 2012; FOYER;
NOCTOR, 2013), o qual em niveis elevados ¢ indicativo de aclimatacdo as condi¢cdes de

estresse.

1.4.5 Estresse salino e nutricdo mineral

O estresse salino ocasiona disturbios nutricionais nas plantas, devido ao excesso
dos fons Na* e CI na solugdo do solo ¢ ao aumento de sua absorg¢do pelas plantas, fazendo
com que ocorra uma inibicdo da absor¢ao de nutrientes, pois esses ions competem por sitios
de absor¢do com alguns elementos como N, P, K, Ca, Mg e S (COELHO et al., 2017).

O aumento nos teores de Na" ndo é o unico efeito prejudicial do componente
ionico do estresse salino, visto que esse ion compete pelos mesmos sitios de transporte do K,
fazendo com que ocorra também redug¢do nos teores de K' (TUTEJA et al, 2012). A
manuten¢do da homeostase intracelular do K* é essencial, visto que ele participa de varios
processos fisiologicos das plantas, tais como a abertura estomatica (CAPITULINO et al.,
2017; MONCAO et al., 2012; TAIZ et al., 2017), além de ser fundamental para a regulacdo da
homeostase i0nica, um mecanismo relevante para a tolerancia das plantas ao estresse salino
(ANJANEYULU et al, 2014; TAIZ et al., 2017; WAKEEL, 2013).

Estudos demostram que os teores de fosforo na parte aérea das plantas sdo
reduzidos em fun¢do da salinidade (MAHOUACHI, 2018; SOARES et al., 2016). Segundo
Santos et al. (2017), essa reducdo dos teores de P pode ser ocasionada pelo fato de a

salinidade da agua causar sua precipitacdo ou ser devido ao seu antagonismo com outros
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nutrientes, acarretando assim em uma menor absor¢do do mesmo pelas plantas. Do mesmo
modo, a salinidade ocasiona uma redu¢do no teores de magnésio (KASRATT et al., 2014;
SGHALIER et al., 2015) e de calcio (MATRASZEK et al., 2017).

Com relagdo ao teores de N, alguns autores relatam que os teores desse elemento
sdo reduzidos em funcdo da salinidade (GARCIA-CAPARROS et al, 2016; GARG;
BHANDARI, 2016; SAIED et al., 2010; SANTOS et al., 2010b). Porém, Reges et al. (2017)
verificaram, em plantas de pimentdo, que o estresse salino ocasionou aumento nos teores de
N. Da mesma forma, pesquisas aponta uma discrepancia para os teores de S em plantas
cultivadas sob estresse salino. Santos et al. (2017) verificaram um aumento nos teores de S na
parte aérea de plantas de tomateiro em fungdo da salindade. Por outro lado, a salinidade ndo
exerceu influéncia sobre os teores de S em plantas de alface (SOARES et al., 2016) e de
tomateiro (FREIRE et al., 2010), evidenciando que, em condigdes de salinidade, as respostas
quanto aos teores de S variam de acordo com a espécie e as condigdes experimentais
(LACERDA et al., 2016).

De modo geral, os teores de micronutrientes tendem a reduzir com o aumento da
salinidade (PARIDA et al., 2016; TALAAT et al., 2015; TIAN et al., 2015; WEISANY et al.,
2014). No entanto, alguns autores relatam que os teores de manganés aumentam em fungdo do
estresse salino (BHATT et al, 2008; LEE; VAN IERSEL, 2008; SALACHNA;
ZAWADZINSKA; PODSIADLO, 2016).

1.4.6 Estresse salino em alface

Os produtores rurais de hortaligas, em sua maioria, fazem o uso de aguas para
irrigacdo que apresentam teores de sais elevados, o que restringe sua utilizagdo, dada a
sensibilidade das culturas a salinidade (OLIVEIRA et al., 2014). As culturas apresentam
respostas diferenciadas a salinidade, variando de extremamente sensiveis a tolerantes
(SANTANA et al., 2007).

Existe uma contradi¢cdo entre autores com relacdo a tolerancia da alface a
salinidade. Segundo Rodrigues (2002), a alface hidropdnica ¢ tolerante a salinidade. Por outro
lado, a alface ¢ considerada moderadamente sensivel a salinidade quando cultivada em

! ocorrendo uma

sistema convencional, com uma salinidade limiar em torno de 1,3 dS m"
reducdo de 13% na produgdo com o aumento unitdrio da condutividade elétrica acima do

limiar (AYERS; WESTCOT, 1999). No entanto, essa discrepancia pode ser relacionada as
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respostas das plantas ao estresse salino variar entre os sistemas de cultivo, cultivares da
mesma espécie, solucdo nutritiva utilizada, manejo de irrigagdo, fertilidade do solo e
condigdes climaticas (MORAES et al., 2014).

Diversos estudos apontam a variabilidade que a alface apresenta em resposta ao
seu cultivo em ambiente salino, com essa variagdo ocorrendo entre grupos (crespa, lisa e
americana) e subgrupos (verde ou roxa) existentes na classificacdo de comercializacdo para
esta cultura (DIAS et al, 2011a; DIAS et al, 2011b; GUIMARAES et al., 2017,
MAHMOUDI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; PAULUS et al., 2010; PAULUS et al.,
2012; SANTOS et al., 2010a; SANTOS et al., 2010b).

No cultivo da alface hidroponica, a utilizacdo de agua salina somente para
reposicdo da evapotranspiragdo ndo compromete o desenvolvimento das plantas, porém,
quando a 4gua salina ¢ utilizada para o preparo da solu¢do nutritiva, as plantas tendem a ficar
nanicas e coridceas (SOARES et al., 2010). De fato, a salinidade promove efeitos negativos
no crescimento da alface, porém plantas submetidas ao estresse salino apresentam uma
melhor capacidade ao processamento, reduzindo os danos causados pelo corte, pois o estresse
pelo sal provoca modificagdes na estrutura das folhas, como compactagdo dos tecidos e
mudancas na elasticidade, causados pela reducdo do turgor e contetido de 4gua (GARRIDO et
al., 2014). Além disso, em condi¢des salinas, a inoculacdo de sementes de alface com
Azospirillum promove um melhor desenvolvimento e valor nutricional, além de prolongar a
vida util de prateleira das folhas, tornando-se assim uma alternativa para o cultivo dessa
hortali¢a em regides onde a salinidade ¢ um fator limitante para produgdo (FASCIGLIONE et
al., 2015).

1.4.7 Enxofre e o estresse salino

A incorporagdo de enxofre nas plantas ocorre através de moléculas organicas
como grupos tiol (-SH) em proteinas (cisteina) ou tidis ndo proteicos (glutationa), compostos
esses que podem ser moduladores potenciais de respostas ao estresse (Khan et al., 2009a;
Szalai et al., 2009). Assim, o fornecimento desse elemento como fertilizante pode ser uma
alternativa para amenizar os efeitos da salinidade, visto que o metabolismo do enxofre exerce
papel importante na resposta das plantas ao estresse, mantendo ou modulando processos
fisiologicos e moleculares que promovem tolerancia ao estresse salino (KHAN et al., 2014;

NORTH; KOPRIVA, 2007; RAUSCH; WACHTER, 2005;).
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Astolfi e Zuchi (2013), em estudos realizados com plantas de cevada sob
condigdes de salinidade e adubagdo com enxofre, observaram que o estresse salino associado
a deficiéncia de enxofre reduzia a eficiéncia fotossintética e os teores de clorofilas das
plantas; porém, quando as plantas foram cultivadas com um fornecimento adequado de
enxofre, os efeitos ocasionados pela salinidade foram anulados, sendo isso atribuido ao
aumento nos teores de glutationa reduzida, que foi capaz de neutralizar a agdo do excesso de
ROS. Por outro lado, Nazar et al. (2014) atribuiram o aumento na sintese de glutationa
reduzida como o principal fator na amenizacao dos efeitos do estresse salino, em plantas de
mostarda submetidas a uma adubagdo suplementar com enxofre. De acordo com os autores,
essa sintese ¢ regulada pelo etileno, visto que, em condi¢cdes normais, a suplementacdo com
enxofre em excesso aumentou a produgdo de etileno e reduziu a sintese de glutationa
reduzida, resultando em um estresse oxidativo e, consequentemente, reducdo na fotossintese e
crescimento das plantas. J4 em condi¢des de salinidade, a produgdo de etileno foi diminuida e
a sintese de glutationa reduzida foi aumentada (NAZAR et al., 2014).

Também, em plantas de mostarda cultivadas em meio salino, foi observado que a
suplementa¢do com enxofre promoveu a manutencdo da homeostase idnica, ocasionando
reducdo nos teores dos ions sodio e cloreto na parte aérea das plantas (FATMA et al., 2014).
Além disso, concomitantemente, o enxofre proporcionou maior atividade de enzimas
antioxidantes (catalase e peroxidase do ascorbato) e reducdo nos teores de H>O,, mantendo,
assim, o estado redox celular e favorecendo melhor desenvolvimento das plantas sob estresse
salino. Em um estudo com plantas de mostarda adubadas com diferentes combinagdes de
nitrogénio e enxofre e sob estresse salino, Siddiqui et al. (2012) observaram que as plantas
dos tratamentos que continham os dois elementos apresentavam maior tolerancia a salinidade,
quando comparadas com aquela do tratamento que continha somente o nitrogénio,
evidenciando assim a importancia do papel do enxofre na tolerancia das plantas ao estresse

salino.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Conducio do experimento

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Laboratorio de Fisiologia
Vegetal, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, da Universidade Federal

Ceara (UFC), Fortaleza, Ceard. As sementes de alface (Lactuca sativa L.), cultivar Elba
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(TopSeed Garden), foram semeadas em espuma fendlica umedecidas com agua destilada. Aos
cinco dias apos a semeadura, as plantulas foram transferidas para bacias de plastico, contendo
8 L de solugdo nutritiva de Furlani a 50% (Tabela 1), onde permaneceram por 15 dias,
correspondente ao periodo de bercario das plantas. Decorrido esse tempo, foi feita uma
selecdo das plantas mais uniformes e em seguida realizou-se a transferéncia destas para baldes

plasticos contendo 3 L de solucdo nutritiva a 100%, sendo transferido uma planta por balde.

Tabela 1. Quantidade de fertilizantes para o preparo de 1 m*® de solugdo nutritiva para o

cultivo hidropdnico de alface (FURLANI, 1998).

Fertilizante Quantidade g m™
Nitrato de calcio 750
Nitrato de potéssio 500
Fosfato monoaménico 150
Sulfato de magnésio 400
Sulfato de cobre 0,15
Sulfato de zinco 0,3
Sulfato de manganés 1,5
Acido boérico 1,8
Molibdato de s6dio 0,15
Fe-EDTA -13% 16

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, sendo estudados os
efeitos do estresse salino, composto por duas concentragdes de NaCl na solucdo nutritiva (0 e
40 mM de NaCl) e o da adubagdo suplementar com enxofre (S), composta por trés aplicacdes
nas doses (0, 1,5 e 3,0 g L!), esquematizado em um arranjo fatorial 2 x 3, com quatro
repeticdes de duas plantas cada. A adicdo de NaCl teve inicio quando as plantas foram
transferidas para os baldes, o qual foi adicionado de forma parcelada para evitar choque
osmotico, na base de 20 mM por dia, até atingir a concentracdo de 40 mM. Essa concentracao
foi escolhida porque resulta em uma CE de aproximadamente 6,0 dS m™', salinidade acima da
limiar, a qual pode reduzir o crescimento das plantas em até 50% (AYERS; WESCOT, 1999).
A adubagdo com enxofre foi realizada via foliar, com o produto comercial a base de enxofre
(p6 molhavel constituido de 88% de enxofre), sendo realizadas trés pulverizacdes em

intervalos de seis dias entre as aplica¢des, com inicio apds as plantas serem transferidas para
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os baldes. Foram aplicados, aproximadamente, 20 mL da solu¢do de enxofre por planta,
diluindo-se em 4gua cerca 1,7 € 3,4 g L! do produto comercial para compor as doses de 1,5 e
3,0 g L'}, respectivamente, sendo a aplicagio realizada de uma tinica vez no final da tarde. As
doses de enxofre foram definidas a partir de ensaios preliminares.

Todas as etapas de cultivo das plantas foram realizadas em casa de vegetagao,
sendo registrados valores médios de temperatura diurna e noturna e de umidade relativa do ar
de 31,1 £0,9 °C, 25,4 + 1,1 °C e 65,5%, respectivamente. A cada quatro dias foi feita a troca
da solugdo nutritiva e o volume perdido por evapotranspiracdo foi reposto diariamente pela
adicdo de agua destilada. O pH da solugdo nutritiva nos baldes foi mantido préximo de 6,0,

sendo ajustado diariamente com uma solu¢do de NaOH a 1M.

2.2 Variaveis avaliadas

2.2.1 Trocas gasosas e andlise do crescimento

As plantas foram coletadas apds 20 dias do inicio dos tratamentos. No dia anterior
a coleta, foram determinados os pardmetros de trocas gasosas [condutdncia estomatica (g),
fotossintese liquida (A), transpiragdo (E) e concentracdo interna de CO2 (C))]. As medidas
foram feitas numa folha do terceiro par de folhas completamente expandidas, no periodo de
08:00-10:00 h da manha, utilizando-se o analisador de géas no infravermelho portatil LI-6400-
XT (LI-COR, Inc. Lincoln, NE, USA), em sistema aberto ¢ uma fonte de luz com densidade
de fluxo de fotons fotossintético saturante de 1.200 umol photons m? s'. Com base nos
valores de A, E, Ci ¢ C, (concentragdo externa de CO;), determinaram-se a efici€ncia
instantanea de carboxilagdo das plantas (4/Ci), a eficiéncia instantanea do uso da dgua (4/E) e
a rela¢ao Ci/C,.

Apos a coleta das plantas, estas foram divididas em parte aérea (caule e folhas) e
raizes. Nessa ocasido, foi determinada a area foliar, utilizando-se o medidor de area foliar LI-
3000 (LI-COR, Inc. Lincoln, NE, USA). O terceiro par de folhas foi pesado separadamente e,
logo apds, uma folha deste foi utilizada para a determinacdo do extravasamento de eletrolitos;
a outra folha foi congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80 °C para utilizacdo nas
determinagdes de peroxidagdao de lipideos e teores de H»O,. Em seguida, determinou-se a
massa fresca da parte aérea e raizes, sendo o material vegetal, posteriormente, acondicionado
em papel de aluminio, congelado em nitrogénio liquido e posto para secar em um liofilizador.

Apbs a secagem, determinou-se a massa seca das raizes e da parte aérea, levando-se em conta
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a massa do terceiro par de folhas retirado inicialmente. O material liofilizado de folhas foi

triturado a po e armazenado a 80 ° C até utilizacdo nas demais analises.

2.2.2 Pigmentos fotossintéticos

Os teores das clorofilas a, b, total e carotenoides foram determinados a partir de
trés discos foliares coletados da uma folha do terceiro par de folhas completamente
expandidas. Os discos foram colocados em tubos de ensaio, previamente revestidos com papel
aluminio, e contendo 2,0 mL de uma solucao de dimetilsulféxido saturada com carbonato de
calcio. Em seguida, as amostras foram incubadas a 65 °C, em banho-maria, por 30 min. Apds
terem atingindo a temperatura ambiente, realizou-se a leitura dos extratos por
espectrofotometria UV-visivel nos comprimentos de onda de 665, 649 e 480 nm, sendo os
teores dos pigmentos calculados de acordo com as formulas abaixo (WELLBURN, 1974) e os

resultados expresso em ug g! MS.

Chl, = 12,47 Asss — 3,62 Asao
Chly = 25,06 Asa9 — 6,50 Aces
Chliotat(a+s) = 7,15 Agss + 18,71 Agao

Carotenoides = (1000 Asgo — 1,29 Chl, — 53,78 Chly)
220

2.2.3 Danos de membranas, peroxidacdio de lipidios e teores de H>0;

Os danos de membranas foram estimados pelo extravasamento de eletrdlitos, o
qual foi determinado através da incubacdo de 10 discos foliares, retirados de uma folha do
terceiro par de folhas completamente expandidas (recém-coletada), em dgua desionizada, a 25
°C, por 6 h. Passado esse periodo, a condutividade elétrica inicial (CEi) do meio foi medida
com o auxilio de um condutivimetro e, logo apds, as amostras foram incubadas em banho-
maria a 95 °C, por 30 min. Apos alcangarem a temperatura ambiente novamente, a
condutividade elétrica final (CEf) foi medida. Os danos de membranas (DM), expressos em
percentagem, foram estimados através da seguinte equagdo: DM = (CEi/CEf) x 100 (SINGH
et al., 2007).
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A peroxidagdo dos lipidios de membrana foi mensurada através do teste para
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS, thiobarbituric acid reactive substances).
O extrato foi obtido a partir da maceragdo de cerca de 250 mg do tecido fresco da folha com
nitrogénio liquido, seguida por homogeneizacdo do tecido macerado, a 4 °C, com 2,0 mL de
acido tricloroacético (TCA) a 5%. Em seguida, o homogenenato foi centrifugado a 12.000 x
g, por 20 min, a 4 °C, sendo o sobrenadante utilizado para determina¢do dos teores de
TBARS. A reacdo ocorreu a partir da adi¢do de 0,5 mL do extrato convenientemente diluido a
0,5 mL de uma solugdo de 4cido tiobarbiturico a 0,5%, preparada em TCA a 20%. A mistura
foi incubada em banho-maria a 95 °C, por 30 min, e, ap6s esse tempo, a reacdo foi
interrompida por meio de resfriamento dos tubos em banho de gelo. Para quantificacdo dos
teores de TBARS, das leituras de absorbancia especifica (532 nm) foram subtraidas as leituras
de absorbancia ndo-especifica (600 nm), sendo utilizado o seu coeficiente de extingdo molar
(e = 0,155 M cm™) (HEATH; PACKER, 1968). Cada extrato (repeticio) foi dosado em
duplicata, sendo os teores de TBARS expressos em pmol g' MF.

O extrato utilizado para a quantificagdo dos teores de H>O» foi obtido apds
maceracdo de 200 mg do tecido da folha do terceiro par de folhas completamente expandido,
seguida por homogeneizacdo do macerado, a 4 °C, com 2,0 mL de TCA a 5%. Em seguida, o
homogeneizado foi centrifugado a 12.000 x g, por 15 min, e o sobrenadante, utilizado para
analise. Os teores de H>O» foram determinados através de leituras de absorbancia em 390 nm,
em decorréncia da reacdo do H202 com o iodeto de potassio, baseando-se na curva padrdo
obtida a partir de solugdes com concentragdes crescentes de H>O» (ALEXIEVIA et al., 2001).
Cada extrato (repeticdo) foi dosado em duplicata, sendo os teores de H>O; expressos em pmol

H,0, ¢! MF.

2.2.4 Carboidratos soluveis totais, redutores e ndo redutores

Para extracdo dos carboidratos soliveis, em tubos de ensaios contendo cerca de 50
mg do po liofilizado de tecido da parte aérea (folhas), foram adicionados 2,5 mL de etanol a
80%, sendo a mistura homogeneizada, e os tubos deixados em banho-maria, a 75 °C, durante
1 h, com agita¢des a cada 15 min. Decorrido esse tempo, o homogenato foi centrifugado a
3.000 x g, por 15 min, a temperatura ambiente (25 °C), sendo o sobrenadante coletado. A
extracdo foi repetida mais duas vezes, partindo-se do precipitado remanescente, nas mesmas

condigdes descritas, com exce¢do do tempo de extragdo, que foi reduzido para 30 min. Todos
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os sobrenadantes coletados foram reunidos em um baldo volumétrico e tiveram seu volume
completado para 10 mL com etanol a 80%, sendo esse sobrenadante final (extrato)
armazenado a -25 °C até sua utilizagao.

Os carboidratos soluveis foram determinados de acordo com Dubois et al. (1956).
Em uma aliquota de 0,2 mL do extrato, convenientemente diluido com etanol a 80%, foram
adicionados 0,2 mL de fenol a 5% e 1,0 mL de acido sulfurico concentrado. A mistura foi
agitada vigorosamente e deixada em repouso para seu resfriamento. Em seguida, as amostras
foram submetidas a quantificacio dos carboidratos soliveis, por meio de leituras de
absorbancia em 490 nm, utilizando-se como branco uma mistura contendo 0,2 mL de etanol a
80% (em substituicdo ao extrato), 0,2 mL de fenol a 5% e 1,0 mL de acido sulfarico
concentrado. A curva padrdo foi obtida utilizando-se concentracdes crescentes de D(+)
glicose anidra. Cada extrato (repeticdo) foi dosado em duplicata, sendo os teores de
carboidratos soliiveis expressos em umol g'! MS.

Os carboidratos redutores foram determinados de acordo com Nelson (1944),
como descrito por Hodge e Hofreiter (1962). Em tubos de ensaio, contendo 0,5 mL do extrato
anteriormente descrito, convenientemente diluido, foram adicionados 0,5 mL do reativo
Nelson AB, formado pela mistura da solugdo de Nelson A [carbonato de sddio anidro a 2,5%
(p/v), tartarato de sddio e potassio a 2,5% (p/v), bicarbonato de sddio a 2,0% (p/v) e sulfato de
sodio anidro a 20% (p/v), em dgua desionizada] com a solucdo de Nelson B (7,5 g de sulfato
de cobre pentahidratado, em 50 mL de agua desionizada adicionada de uma gota de acido
sulfurico concentrado], na propor¢do de 4:1 (v/v). Em seguida, os tubos foram agitados e
mantidos em banho-maria a 95 °C, durante 20 min. Apds esse tempo, os tubos foram
resfriados em banho de gelo, sendo adicionado em cada um deles 0,5 mL da solugdo
arsenitomolibdica [molibdato de amonio tetraidratado a 5% (p/v), acido sulfurico concentrado
a 4,2% (v/v) e arsenito de sodio heptaidratado a 0,6% (p/v) em agua desionizada], sendo os
tubos agitados vigorosamente por aproximadamente 2 min. Em seguida, foram adicionados
aos tubos de ensaio 3,5 mL de dgua desionizada, sendo os mesmos agitados novamente. A
quantificagdo dos carboidratos redutores foi realizada por meio de leituras de absorbancia em
540 nm, utilizando-se o branco com etanol a 80% ao invés do extrato e os demais
componentes do meio de reagdo. Foi utilizada uma solu¢do de D(+) glicose anidra como
padrdo. Cada extrato (repeticdo) foi dosado em duplicata, sendo os teores de carboidratos

redutores expressos em umol g”! MS.
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Os carboidratos ndao redutores foram determinados pela diferenca entre os

carboidratos soliveis totais e os redutores e os resultados expressos umol g' MS.

2.2.5 N-aminossoluveis

Os N-aminossoluveis foram determinados de acordo com o método de Yemm,
Cocking e Ricketts (1955), utilizando-se o mesmo extrato preparado para carboidratos
soluveis. Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,5 mL do extrato, convenientemente
diluido, 0,25 mL de tampao citrato a 0,2 M (pH 5,0), 0,5 mL de cianeto de potassio a 0,2 mM,
em metilcelosolve (C3HgOz2) a 100%, e 0,1 mL de ninhidrina a 5%, em metilcelosolve a
100%. Em seguida, os tubos foram fechados, agitados vigorosamente e mantidos em banho-
maria, a 95 °C, durante 20 min. A reacdo foi interrompida abruptamente colocando-se os
tubos em banho de gelo e, apods resfriamento, foram adicionados 0,65 mL de etanol a 60%. Os
teores de N-aminossoluveis foram estimados através de leituras de absorbancia em 570 nm,
tomando-se como branco uma mistura de todos os constituintes do meio de reacao, exceto o
extrato, o qual foi substituido por igual volume de etanol a 80%. A curva padrao foi ajustada a
partir de concentragdes crescentes de glicina. Cada extrato (repeti¢do) foi dosado em

duplicata, sendo os teores de N-aminossoliiveis expressos em pumol g MS.

2.2.6 Enzimas antioxidantes e proteinas soluveis

Os extratos para a determinag¢do da atividade das enzimas SOD, CAT, GPX e
APX foram obtidos a partir da maceragdo e homogeneizagdo, em almofariz a 4 °C, de 300 mg
do po liofilizado de folhas com 10 mL de solugdo-tampao fosfato de potassio a 100 mM, pH
7,0, contendo EDTA a 0,1 mM. Para a extragdo da APX, a solucdo-tampdo conteve,
adicionalmente, ascorbato a 2 mM (ASADA, 1962). Posteriormente, o homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 x g, a 4 °C, durante 15 min, e o sobrenadante resultante foi coletado e
armazenados em ultrafreezer a -80 °C até o momento das andlises.

A atividade da dismutase do superdxido (SOD; EC 1.15.1.1)) foi determinada
medindo-se sua capacidade de inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT), como
descrito por Giannopolitis ¢ Ries (1977). O meio de reacdo constou de tampao fosfato de
potassio a 50 mM (pH 7,8), EDTA a 1 uM, metionina a 13 mM, NBT a 75 uM, riboflavina a

2 uM e 50 pl do extrato, convenientemente diluido com o tampao de extracdao. A reagdo foi
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conduzida a 25 °C em uma camara de reagdo revestida internamente com papel de aluminio e
iluminada com duas lampadas fluorescentes de 20 W, por 15 min. Definiu-se uma unidade de
atividade enzimatica (UA) como sendo a quantidade de enzima necessaria para inibir 50% da
fotorredu¢do do NBT no intervalo de tempo de 15 min. A producdo do azul de formazana,
resultante da fotorreducdo do NBT, foi determinada por leituras de absorbancia em 560 nm
(BEAUCHAMP; FRICOVICH, 1971), Cada extrato (repeti¢do) foi dosado em duplicata,
sendo os resultados expressos em UA mg™! proteina.

A atividade da catalase (CAT; CE 1.11.1.6) foi determinada pelo método descrito
por Havir e McHale (1987), sendo o meio de reacdo constituido por tampao fosfato de
potassio a 100 mM, pH 7,0, contendo EDTA a 0,1 mM, acrescido de H>O> a 0,5 M e do
extrato convenientemente diluido. A atividade enzimatica foi determinada pelo decréscimo da
absorbancia em 240 nm, ocasionado pelo consumo de H>O», durante 2 minutos, com leituras
sucessivas em intervalos de 30 segundos, e usando seu coeficiente de extingdo molar (¢ = 36
M cm™). Cada extrato (repeti¢do) foi dosado em duplicata, sendo os resultados expressos em
mmol H,O> min "' mg ! proteina.

A atividade da pexoxidase do ascorbato (APX; EC 1.11.1.1) foi determinada
conforme Nakano e Asada (1981), sendo a mistura de reacdo constituida por ascorbato a 15
mM, H>O, a 30 mM, tampao fosfato de potéssio a 50 mM, pH 6,0 e extrato enzimatico,
convenientemente diluido. A atividade da APX foi determinada mediante o decréscimo da
absorbancia em 290 nm, devido a oxidagdo do ascorbato, durante 2 minutos, com leituras
sucessivas em intervalos de 30 segundos, levando-se em consideracdo seu coeficiente de
extingdo molar (¢ = 2,8 mM™ cm) e a estequiometria da reacdo de dois moles de ascorbato
para um mol de H>O,. Cada extrato (repeti¢do) foi dosado em duplucata, sendo os resultados
expressos em pumol H,O» min mg ! proteina.

A atividade da peroxidase do guaiacol (GPX; EC 1.11.1.7) foi determinada pelo
método descrito por Kar e Mishra (1976), sendo o meio de reagdo constituido do extrato
convenientemente diluido, tampao fosfato de potassio a 100 mM, pH 7,0, guaiacol a 0,02 M e
H>O02 a 60 mM. A atividade da GPX foi determinada pelo acompanhamento do aumento da
absorbancia em 420 nm, devido a formacdo do tetraguaiacol, durante 2 minutos, com leituras
sucessivas em intervalos de 30 segundos, levando-se em consideragdo o coeficiente de
extingdo molar do tetraguaicol (¢ = 26,6 mM™ cm™) e a estequiometria da reacdo (cada mol
de tetraguaiacol envolve o consumo de quatro moles de H>O»). Cada extrato (repeticdo) foi

dosado em duplicata, sendo os resultados expressos em pmol H>O, min” mg™! proteina.
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A concentragdo de proteina solivel utilizada para o célculo da atividade
enzimatica foi determinada de acordo com o método desenvolvido por Bradford (1976).
Utilizou-se uma aliquota de 50 pL do extrato (mesmo das enzimas antioxidantes),
convenientemente diluido com o tampao de extracdo, na qual foi adicionado 1 mL do reagente
composto de Coomassie Brilliant Blue G- 250 (Sigma Chemical Company). A reagdo foi
conduzida a temperatura ambiente, por 15 min. As proteinas soluveis foram estimadas pela
medida de absorbancia a 595 nm, utilizando-se como branco a 4gua desionizada. Os
resultados foram calculados através de uma curva de calibragdo utilizando-se como padrdo a
albumina sérica bovina (BSA). Cada extrato (repeti¢do) foi dosado em duplicata, sendo os

teores expressos em mg g™ MS.

2.2.7 Teores de ascorbato e glutationa e estado redox

Os extratos para determina¢do dos teores de ascorbato e a glutationa foram
obtidos a partir da pulverizacdo de 300 mg do tecido fresco das folhas com nitrogénio liquido,
seguida pela homogeneizagdo com (TCA) a 5% (m/v), a 4 °C. Sendo as amostras
centrifugadas em seguida a 12.000 x g, por 15 min, e o sobrenadante utilizado para analise.

Para a determinagdo do ascorbato reduzido (ASC), o meio de reagdo foi
constituido de 100 pL de extrato, 300 pL de solucdo-tampao fosfato de potassio a 200 mM,
pH 7,4, 200 puL de dgua destilada, 400 uL de TCA a 10%, 400 uL de H2PO4 a 42%, 400 pL de
bipiridil a 4%, em etanol a 70%, e 200 uL de FeCls a 3%. A mistura foi agitada e mantida em
banho-maria a 42 °C, por 40 min, seguida de banho de gelo para interromper a reacao.

Para a determinacdo do ascorbato total [ASC + ascorbato oxidado (DHA), o DHA
presente no extrato foi inicialmente reduzido a ASC devido a presenca de ditiotreitol (DTT)] a
300 pL de extrato adicionaram-se 100 pL de DTT a 10 mM (em solugdo-tampao fosfato de
potassio a 200 mM, pH 7,4), 100 pL de solucdo-tampdo fosfato de potdssio a 200 mM, pH
7,4, sendo a mistura agitada e mantida em banho-maria a 42 °C por 15 min. Em seguida,
adicionaram-se 100 pL de N-etilmaleiamida a 0,5% e aguardou-se o tempo de 2 min para
entdo acrescentar os demais reagentes: 400 uL. de TCA a 10%, 400 uL de H2PO4 a 42%, 400
uL de bipiridil a 4%, em etanol a 70% e 200 pL de FeCls a 3%. A mistura foi agitada e
mantida em banho-maria a 42 °C, por 40 min, seguida de banho de gelo para interromper a

reagao.
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A determinagdo dos teores de ASC e ascorbato total foi feita através de leituras de
absorbancia em 525 nm, em decorréncia da forma¢do de um complexo entre o bipiridil € o ion
Fe?*, sendo esse ultimo resultante da redugdo do Fe®" pelo ascorbato presente no meio de
reacdo (LAW; CHARLES; HALLIWELL, 1983). Nas duas determinagdes, utilizou-se como
padrdo uma curva obtida a partir de solugdes com concentracdes crescentes de acido L-
ascorbico.

Os teores de DHA foram obtidos pela diferenca entre os de ascorbato total e os de
ASC. O estado redox do ascorbato foi determinado pela razao entre o ASC e o ascorbato total.
Cada extrato (repeticdo) foi dosado em duplicata, sendo os teores de ASC, DHA e ascorbato
total expressos em pumol g”! MF.

Para a determinacdo da glutationa reduzida (GSH), o meio de reacdao foi
constituido de 150 pL de extrato, 700 pL de solugdo-tampao fosfato de soédio a 150 mM, pH
7,4, e 150 puL de solucdo-tampao fosfato de sddio a 100 mM, pH 6,8, contendo 4cido DTNB
(5,5-ditiobis-(2-nitrobenzo6ico) a 6 mM. A mistura foi agitada e mantida em banho-maria a 30
°C, por 10 min, seguido de banho de gelo para interromper a reagao.

Para a determinagdo dos teores de glutationa total [GSH + glutationa oxidada
(GSSG); a GSSG presente no extrato foi inicialmente reduzida a GSH pela a¢do da enzima
redutase da glutationa (GR)], adicionaram-se 150 puL. do extrato a uma mistura de reacao
composta de 200 pL. de solugdo-tampao fosfato de sddio a 150 mM, pH 7,4 contendo uma
unidade da enzima GR. A mistura foi agitada e mantida em banho-maria a 30 °C por 10 min.
Em seguida, adicionaram-se 500 uL. de NADPH a 150 uM e manteve-se a mistura de reagdo
em banho-maria a 30 °C por 10 min. Finalmente, acrescentou-se 150 pL. de solu¢ao-tampao
fosfato de so6dio a 200 mM, pH 6,8, contendo DTNB a 6 mM, sendo os tubos de ensaio
agitados e deixados em banho-maria a 30 °C, por 10 min, seguido de banho de gelo para
interromper a reagao.

Os teores de GSH e glutationa total foram determinados através de leituras de
absorbancia em 412 nm, resultantes da reacdo da GSH com o DTNB, ¢ usando-se o
coeficiente de extingdo molar para o TNB (g = 0,1415 M cm™), que ¢ produto dessa reacio
(GRIFFITH, 1980).

Os teores de GSSG foram determinados pela diferenca entre os de glutationa total
e GSH e o estado redox da glutationa foi expresso pela razao entre GSH e a glutationa total.
Cada extrato (repeti¢do) foi dosado em duplicata, sendo os teores de GSH, GSSG e glutationa

total expressos em nanomol g”' MF.
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2.2.8 Minerais

2.2.8.1 Manganés, ferro, zinco, magnésio, calcio, cobre, fosforo e enxofre

As amostras foram digeridas por via umida, em bloco digestor a 200 °C. Nos
tubos de digestdo, foram adicionados cerca de 0,5 g do pd seco (liofilizado) das folhas e 8,0
mL da mistura de 4cido nitrico (HNO3) a 65% com acido perclérico (HCIO4) a 72%, na
proporcao 3:1 (v/v). Os tubos com a amostra e a mistura acida foram mantidos a temperatura
ambiente por 3 horas, e em seguida foram colocados em um bloco digestor, cuja temperatura
foi aumentada gradativamente até 200 °C, permanecendo entdo por um periodo de 4 horas até
cessar a liberagcdo de fumaca branca. Apds os tubos esfriarem, os extratos foram transferidos
para baldes volumétricos, sendo os volumes aferidos para 50 mL com dgua desionizada
(SILVA, 2009).

Os teores de manganés (Mn), ferro (Fe), zinco (Zn), magnésio (Mg), calcio (Ca) e
cobre (Cu) foram determinados pela leitura em espectrofotometro de absor¢do atémica. Cada
extrato (repeticdo) foi dosado uma tunica vez, sendo os teores de Mn, Fe, Zn e Cu expressos
em mg kg'! MS. J4 os teores de Mg e Ca foram expressos em mg g”' MS (SILVA, 2009).

Para a determinacdo de fosforo (P), em erlenmeyers adicionaram-se 5 mL de
extrato, convenientemente diluido, 10 mL da solu¢do diluida de molibdato de amdnio e uma
pitada de acido ascorbico. Apos agitagdo vigorosa, os erlenmeyers permaneceram em repouso
por 30 minutos. Os teores de fosforo (P) foram determinados através de leituras de
absorbancia em 660 nm, pelo método azul de molibdénio, tendo como base uma curva padrao
ajustada a partir de solugdes com concentragdes crescentes de KH>POs. Cada extrato
(repeti¢do) foi dosado em duplicata, sendo os resultados expressos em mg g MS (SILVA,
2009).

Para a determinagdo de enxofre (S), em tubos de ensaio adicionaram-se 10 mL
extrato, convenientemente diluido, 1 mL de HC1 6,0 N contendo S a 20 mg L e 500 mg de
cloreto de bario. Apds agitagdo vigorosa, os tubos permaneceram em repouso por 1 minuto.
Os teores de enxofre (S) foram determinados através de leituras de absorbancia em 420 nm,
pelo método de turbidimetria com cloreto de bario (BaCly), baseando-se na curva padrao
obtida a partir de solugdes com concentracdes crescentes de KoSO4. Cada extrato (repetigdo)

foi dosado em duplicata, sendo os resultados expressos em mg g MS (SILVA, 2009).
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2.2.8.2 Potassio, sodio e cloreto

O extrato utilizado para a determinagdo dos teores dos ions potassio (K*), sodio
(Na") e cloreto (CI) foi preparado através da adi¢do de 4gua desionizada a 20 mg do po das
folhas em tubos de ensaio, realizando-se a incubacdo deles em banho-maria a 45 °C por 1 h,
com agitagdes a cada 15 min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 5.000 x g,
por 15 min, e o sobrenadante filtrado em papel de filtro (CATALDO et al., 1975). Os teores
de K" ¢ Na" foram quantificados por espectrofometria de chama (Fotometro de Chama
Digimed) (MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1989). Cada extrato (repeticdo) foi dosado
em duplicata, sendo os resultados expressos em mg g”! MS.

Para a determinagao de CI, em tubos de ensaio adicionaram-se 1,0 mL de extrato,
convenientemente diluido e 0,5 mL da mistura formada por tiocianato de mercurio
[Hg(SCN).] a 13,2 mM, em metanol absoluto, e nitrato férrico [Fe(NO3)3.9H,0] a 20,2%, em
agua desionizada, na propor¢do de 4:1. Apds agitagdo vigorosa, os tubos permaneceram em
repouso por 15 min. Os teores de Cl” foram determinados através de leituras de absorbancia
em 460 nm, baseando-se na curva padrdo obtida a partir de solugdes com concentragdes
crescentes de NaCl (GAINES; PARKER; GASCHO, 1984). Cada extrato (repeti¢ao) foi

dosado em duplicata, sendo os resultados expressos em mg g”' MS.

2.2.8.3 Nitrogénio

Para quantificagdo do N, as amostras foram digeridas por via umida, em bloco
digestor a 350 °C. Nos tubos de digestao, foram adicionados cerca de 50 mg do pd seco das
folhas e 1,11 g da mistura catalisadora [sulfato de potassio (K2SOs), sulfato de zinco
(CuS04.5H,0) e selénio em po6 (Se), na proporcao 1:0,1:0,01 (p/p)], juntamente com 2,0 mL
de acido sulfurico (H2SO4) concentrado. Posteriormente, os tubos foram colocados em um
bloco digestor, sendo a temperatura aumentada gradativamente até 350 °C, permanecendo o
tempo necessario para ocorrer a mineralizagdo da amostra (5 horas). Apods os tubos esfriarem,
os extratos foram transferidos para baldes volumétricos, sendo o volume aferido para 25 mL.
Os teores de N foram determinados através de leituras de absorbancia em 650 nm, baseando-
se na curva padrdo obtida a partir de solugdes com concentragdes crescentes de (NH4)2SO4
(BAETHGEN; ALLEY, 1989). Cada extrato (repeticdo) foi dosado em duplicata, sendo os

resultados expressos em mg g MS.
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2.2.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias dos dados
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o auxilio do programa estatistico

Sistema para Analise de Variancia - SISVAR.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise de crescimento

Realizada a andlise de varidncia para os dados de crescimento, observou-se
interacdo significativa entre os tratamentos salinidade e adubagdo suplementar com enxofre
para as varidveis massa fresca e seca da parte aérea e area foliar (Tabela 2). As massas fresca
e seca das raizes foram afetadas significativamente pela suplementagdo com enxofre (Tabela

2).

Tabela 2. Resumo da andlise de varidncia dos dados de massa fresca da parte aérea (MFPA),
massa fresca das raizes (MFR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca das raizes
(MSR) e areas foliar (AF) de plantas de alface hidropdnica cultivadas na presenga ou auséncia
de NaCl a 40 mM e adubagdo suplementar com enxofre.

Causa da Quadrados médios
variacao GL MFPA MFR MSPA MSR AF
Salinidade (Sal) 1 1176,00%*  1,58™ 7,470%%* 0,004 143298.760**
Enxofre (Enx) 2 485,29%% 4,26%* 3,149%* 0,012* 145240.11**
Sal x Enx 2 133,625% 0,88"™ 0,847* 0,002 58963.56*
Erro 18 32,22 0,76 0,208 0,002 12502.03
CV (%) 11,26 20,32 11,35 20,30 10,02

"s; *; **: ndo significativo; significativo a 5% e significativo a 1%, respectivamente, pelo teste F.

A adubagdo suplementar com enxofre influenciou significativamente o
crescimento da parte aérea das plantas, tanto para a condicdo controle (0 mM de NaCL)
quanto para a de estresse (40 mM de NaCl), havendo altera¢cdes nas massas fresca e seca da
parte aérea e na area foliar (Figura 1). Na auséncia de NaCl, a adubacdo suplementar com
enxofre na dose de 1,5 g L' promoveu um aumento de 29,3% nas massas fresca e seca da

parte aérea, e de 24,5% na area foliar, ocorrendo um decréscimo com o aumento da dose para
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3,0 g L', na presenca de NaCl, os maiores valores também foram obtidos com a

suplementacdo de enxofre na dose de 1,5 g L, havendo um aumento de 34,0% nas massas

fresca e seca da parte aérea e de 24,4% na érea foliar, sendo que estes ndo diferiram dos

obtidos com a suplementa¢io de enxofre na dose de 3,0 g L! (Figura 1A, B e C).
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Figura 1. Massas fresca (A) e seca (B) da parte aérea e area foliar (C) de plantas de alface
cultivadas sob condi¢des hidropdnicas, na auséncia ou presenga de NaCl a 40 mM e adubadas
com enxofre suplementar nas doses de 0,0; 1,5 e 3,0 g L'. Médias seguidas por letras
minusculas diferentes, em uma mesma dose de enxofre, ou por letras maiusculas diferentes,
em um mesmo nivel de salinidade, diferem significativamente entre si mediante o teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As barras representam o erro padrao.
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O crescimento das raizes foi influenciado somente pela adubacdo suplementar
com enxofre, em que as plantas que receberam a aplicagdo da dose 1,5 g L foram as que
apresentaram maiores massas fresca e seca das raizes, verificando-se um aumento de 41% em
relagdo as plantas controle (Figura 2A e B).

Os resultados do presente trabalho corroboram os obtidos por Nazar et al. (2014) e
Fatma et al. (2014), ao avaliarem o efeito da suplementacdo com enxofre no crescimento de
plantas de mostarda. Esses autores verificaram que em condi¢do salina o enxofre suplementar
promoveu um maior crescimento das plantas, sendo capaz de reverter a reducdo ocasionada
pela salinidade, e isso foi atribuido a uma maior sintese de glutationa reduzida e melhor
homeostase i6nica. A reducdo da biomassa das plantas sob condi¢des de estresse salino ocorre
devido ao comprometimento de diversos processos bastantes conhecidos como a sintese de
proteinas, a absor¢do de dgua e nutrientes, a abertura estomatica e a fotossintese (ACOSTA-

MOTOS et al., 2017).
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Figura 2. Massas frescas (A) e seca (B) das raizes de plantas de alface cultivadas sob
condi¢des hidroponicas, na auséncia ou presenca de NaCl a 40 mM e adubadas com enxofre
suplementar nas doses de 0,0; 1,5 e 3,0 g L. Médias seguidas por letras mintsculas
diferentes, diferem significativamente entre si mediante ao teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As barras representam o erro padrao.
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3.2 Trocas gasosas e pigmentos fotossintéticos

A analise de variancia dos dados mostrou que houve interagdo significativa entre
os dois fatores estudados para as seguintes variaveis: fotossintese liquida, condutancia
estomatica, transpiracdo e eficiéncia instantanea de carboxilagdo (Tabela 3). Por outro lado, a
eficiéncia instantdnea do uso da 4gua foi influenciada somente pela salinidade. Além disso,
pode-se observar que a relacdo entre a concentragdo interna e externa de CO; foi influenciada

somente pela adubagdo suplementar com enxofre (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo das andlises de varidncia dos dados de fotossintese liquida (4),
condutancia estomatica (gs), relacdo entre a concentragdo interna (Ci) e externa (C,) de CO>
(Ci/C,), transpiracdo (E), eficiéncia de carboxilagdo (4/C;) e eficiéncia instantanea do uso da
agua (A/E) de plantas de alface hidroponica, cultivadas na presenga ou auséncia de NaCl a 40
mM e adubagio suplementar com enxofie’.

Causa da Quadrados médios

variagdo  GL A gs Ci/Ca E A/C; A/E

Salinidade 1 3,11™ 0,017 0,007 23,48%*  0,000022"  1,043%**
Enxoftre 2 14,12%* 0,022* 0,008* 2,60™ 0,000061* 0,201™
Salx Enx 2 20,10%*  0,037**  0,003™ 19,70**  0,000151** 0,042

Erro 18 1,25 0,006 0,001 2,00 0,000017 0,060

CV (%) 11,58 28,01 5,65 17,08 12,63 20.29

Loms %% nJo significativo; significativo a 5% e significativo a 1%, respectivamente, pelo teste F.

Em relagdo as plantas sob condi¢des controle, o estresse salino reduziu em 58% a
condutancia estomatica das plantas de alface na auséncia de adubacdo suplementar com
enxofre (Figura 3A). A suplementacdo com enxofre promoveu respostas diferenciadas nas
condi¢des controle e de estresse. No controle, as plantas apresentaram maior condutancia
quando se aplicou o enxofre na dose de 1,5 g L'; j4 nas plantas sob estresse, a aplicacdo de
enxofre, independentemente da dose, proporcionou aumento na abertura estomatica das
plantas, revertendo o efeito ocasionado pelo estresse salino (Figura 3A). A fotossintese
liquida também foi reduzida em funcdo do estresse salino na auséncia de enxofre, porém, a
reducdo ndo foi tdo intensa quanto a observada na condutincia estomatica, sendo de apenas
18% (Figura 3B). Nas condi¢des controle, as plantas tratadas com enxofre na dose de 1,5 g L™!

foram as que apresentaram maiores taxas fotossintéticas. J& nas condi¢des salinas, o
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tratamento com enxofre proporcionou um aumento significativo na fotossintese liquida em

ambas as doses aplicadas (Figura 3B).
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Figura 3. Condutancia estomatica (gs; A), fotossintese liquida (4; B), transpiracdo (E£; C) e
relacdo entre as concentracdes interna e externa de CO; (CiyCa; D) de plantas de alface
cultivadas sob condi¢des hidropdnicas, na auséncia ou presenga de NaCl a 40 mM e adubadas
com enxofre suplementar nas doses de 0,0; 1,5 e 3,0 g L. Para o grafico com interagdo dos
tratamentos, as médias seguidas por letras minusculas diferentes, em uma mesma dose de
enxofre, ou por letras mailsculas diferentes, em um mesmo nivel de salinidade, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para o grafico sem
intera¢do, as médias seguidas por letras minusculas diferentes, diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras representam o erro padrao.
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Os resultados para transpiracdo assemelharam-se aos obtidos para a condutancia
estomatica e fotossintese liquida, sendo que nas condigdes salinas o tratamento com enxofre
suplementar na dose de 3,0 g L' foi o que apresentou maior valor para esta varidvel (Figura
3C). A relagdo entre a concentracdo interna e externa de CO; foi influenciada somente pelo
tratamento com enxofre, no qual os valores mais elevados foram obtidos para as plantas
tratadas com esse elemento na dose 1,5 g L'!, os quais na diferiram daqueles na maior dose
empregada (Figura 3D).

Plantas de mostarda crescidas em ambiente salino sob suplementacio com
enxofre, também tiveram a sua taxa fotossintética e abertura estomatica afetadas pela
salinidade, porém a suplementagdo com enxofre foi capaz de amenizar esses danos,
promovendo um aumento para essas duas varidveis (FATMA et al., 2014). O estresse salino
promove uma reducdo na abertura estomatica, na transpiragdo e na assimilagdo de CO-,
resultando em uma diminui¢do na fotossintese (ACOSTA-MOTOS et al., 2017). Além disso,
ocasiona um acumulo de ions téxicos no citosol, o que prejudica a maquinaria fotossintética o
que impede a planta utilizar a luz absorvida e faz com que ocorra a formagao de espécies
reativas de oxigénio, as quais sdo altamente reativas e que alteram o metabolismo celular,
devido aos danos causados nas estruturas das membranas celulares (HOSSAIN; DIETZ,
2016; WANG et al., 2017; YOU; CHAN, 2015). Entre os processos que sao comprometidos
pela salinidade, a fotossintese ¢ o que mais se destaca, sendo considerada para diversas
espécies de plantas como um marcador de tolerancia a estresses abidticos (HANIN et al.,
2016; SUO et al., 2017).

Para a eficiéncia de carboxila¢do, pode-se verificar que ndo houve diferenca entre
as condicdes de salinidade as quais as plantas foram submetidas e que o tratamento com
enxofre s6 demonstrou influéncia sobre as plantas em condigdes de estresse salino, com estas
tornando-se mais eficientes na fixacdo de CO, quando submetidas a suplementagdo com esse
elemento, independentemente da dose utilizada (Figura 4A). Ja a eficiéncia instantdnea do uso
da 4gua das plantas foi influenciada somente pelo estresse salino, havendo um aumento de
41,4% para esta variavel em fun¢do da salinidade (Figura 4B). O aumento da eficiéncia do
uso da dgua em funcdo do estresse salino pode ser uma consequéncia da reducdo da abertura
estomatica, pois com o fechamento dos estOmatos, a planta evita a perda de agua por
transpiracdo (CAMPOS et al., 2014; CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009). Os resultados
do presente estudo concordam, em parte, com os obtidos por Fatma et al. (2014), que também

verificaram um aumento na eficiéncia do uso da dgua em plantas de mostarda quando
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cultivadas sob condigdes salinas na auséncia de enxofre, por outro lado, quando
suplementadas com esse elemento, as plantas tiveram a sua eficiéncia do uso da agua

reduzida, fato ndo observado aqui em plantas de alface.
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Figura 4. Eficiéncia de carboxilacdo (A4/Ci; A) e eficiéncia instantanea do uso da agua (A/E;
B) de plantas de alface cultivadas sob condi¢des hidropdnicas, na auséncia ou presenca de
NaCl a 40 mM e adubadas com enxofre suplementar nas doses de 0,0; 1,5 ¢ 3,0 g L. Para o
grafico com interagdo dos tratamentos, as médias seguidas por letras mintsculas diferentes,
em uma mesma dose de enxofre, ou por letras maitsculas diferentes, em um mesmo nivel de
salinidade, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Para o grafico sem interagdo, as médias seguidas por letras minusculas diferentes, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras representam
o erro padrao.

A andlise de varidncia dos dados mostrou que os teores de clorofila 4 foram
influenciados somente pela adubacdo suplementar com enxofre, enquanto os teores de
carotenoides foram influenciados apenas pelo fator salinidade (Tabela 4). J& para os teores
clorofila a, clorofila total e carotenoides, pode-se observar que houve interagdo significativa
entre os dois fatores estudados.

Os teores de clorofila a ndo diferiram nas plantas de alface sob condi¢des de
salinidade, porém houve efeito da suplementagdo com enxofre em condigdes controle, em que
as plantas tratadas com enxofie na dose de 1,5 g L' foram as que apresentaram maiores teores
de clorofila a (Figura 5A). Os teores de clorofila b ndo foram influenciados pela salinidade,

porém variaram com a suplementagdo com enxofre, sendo observado um aumento médio de
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40% nessa variavel nas doses de 1,5 e 3,0 g L'! (Figura 5B). Em condi¢des controle, os teores
de clorofila total aumentaram quando as plantas foram tratadas com enxofre na dose de 1,5 g
L', enquanto que para a condi¢io de estresse os teores mais elevados foram observados com
a utilizagdo da dose de 3,0 g L' (Figura 5C). Geralmente, os pigmentos fotossintéticos sdo
afetados negativamente pelo estresse salino, acelerando rapidamente a sua degradacdo ou
reduzindo a sua biossintese (ASHRAF; HARRIS, 2013). Porém, neste estudo, os teores de
clorofilas ndo foram afetados pela salinidade, exceto quando suplementadas com enxofre a
3,0 g L'! (Figura 5A, B e C). Sarmento et al. (2014), ao avaliar o uso de rejeito salino no
cultivo de alface hidropdnica, também observaram que a salinidade ndo afetou os teores de

clorofilas das plantas.

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia dos dados de clorofila a (Chl a), clorofila » (Chl b)
e clorofila total (Chl #) e carotenoides (CARO) de plantas de alface hidropdnica, cultivadas na
presenca ou auséncia de NaCl a 40 mM e adubagdo suplementar com enxofre.

Causa da Quadrados médios
variagdo  GL Clha Clh b Clh ¢ CARO
Salinidade
(Sa) 1 15752264,94ns 353652,77ns 21759960,06ns 1202011,89*
a
Enxofre
2 13940372,74ns 7618777,67* 28406096,71ns 582764,39"™
(Enx)
Salx Enx 2 27311230,17* 3092913,23ns 48160640,02* 1166298,40*
Erro 18 4976984,38 1092450,97 8392503,07 234390,35
CV (%) 16,10 19,48 15,06 15,95

ns; *; #%: ndo significativo; significativo a 5% e significativo a 1%, respectivamente, pelo teste F.

A adubacdo suplementar com enxofre promoveu respostas nos teores de
carotenoides somente nas plantas cultivadas em condi¢des controle, em que a dose maxima
ocasionou uma redu¢do de 30% nos teores de carotenoides (Figura 5D). Os carotenoides sio
considerados antioxidantes ndo enzimaticos constituintes do sistema antioxidativo das plantas
(AZEVEDO NETO; GOMES-FILHO; PRISCO, 2008; GILL; TUTEJA, 2010). Apesar de
alguns estudos terem demonstrado uma redu¢do nos teores de carotenoides em fungdo da
salinidade (AKCIN; YALCIN, 2016; RAHMAN et al., 2016), no presente trabalho os teores

desse pigmento nao foram afetados pelo estresse salino.
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Figura 5. Teores de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e carotenoides (D) de
plantas de alface cultivadas sob condi¢des hidroponicas, na auséncia ou presenga de NaCl a
40 mM e adubadas com enxofre suplementar nas doses de 0,0; 1,5 ¢ 3,0 g L. Para os graficos
com interacdo dos tratamentos, as médias seguidas por letras mintisculas diferentes, em uma
mesma dose de enxofre, ou por letras mailsculas diferentes, em um mesmo nivel de
salinidade, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Para o grafico sem interagdo, as médias seguidas por letras mintsculas diferentes diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras representam

o erro padrao.
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3.3 Danos de membranas, peréxido de hidrogénio, proteinas soltivel e solutos organicos

O extravasamento de eletrdlitos e os teores de carboidratos soluveis totais e
redutores foram afetados significativamente pela salinidade. Com excecdo dos teores de
TBARS e de proteina soliveis, as demais varidveis foram afetadas pelo tratamento com
enxofre suplementar (Tabela 5). Os tratamentos de salinidade e adubagdo suplementar com
enxofre mostraram interacdo significativa para todas as varidveis estudadas, exceto os teores

de proteinas soluveis, que nao foram afetados pelos tratamentos estudados (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo da andlise de varidncia dos dados de extravasamento de eletrolitos (EE),
peroxidacdo de lipideos (TBARS), peroxido de hidrogénio (H20:), carboidratos soluveis
totais (CST), redutores (CR) e ndo redutores (CNR), N-aminossoliveis (N-amino) e proteinas
soluveis (PS) da parte aérea de plantas de alface hidropdnica, cultivadas na presenca ou
auséncia de NaCl a 40 mM e adubagdo suplementar com enxofre.

Causa da Quadrados médios
variagao GL EE TBARS H>O» N-amino
Salinidade (Sal) 1 1845,20%* 0,392 0,016™ 18,46™
Enxofre (Enx) 2 236,22%%* 0,322 0,268** 795,45%%*
Sal x Enx 2 258,66%* 2,301%* 0,061*%* 430,05**
Erro 18 11,51 0,485 0,007 13,174401
CV (%) 5,84 10,65 6,62 5,66
Causa da Quadrados médios
variacao GL CST CR CNR PS
Salinidade (Sal) 1 4888,13** 6,93** 4526,89** 77,04
Enxofre (Enx) 2 629,68** 3,19% 548,80%* 50,16™
Sal x Enx 2 380,59* 3,19% 314,28%* 46,16™
Erro 18 68,63 0,73 66,25 22,79
CV (%) 9,03 14,77 9,47 22,96

ns; *; #%: ndo significativo; significativo a 5% e significativo a 1%, respectivamente, pelo teste F.

A adubagio suplementar com enxofre na dose de 3,0 g L' proporcionou um
aumento no extravasamento de eletrolitos das plantas de alface cultivadas na condigdo
controle (Figura 6A). Por outro lado, na condi¢do de salinidade, a suplementagdo com enxofre

reduziu o extravasamento de eletrélitos em relacdo ao tratamento sem adubagdo suplementar
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com S, visto que houve um aumento de 61% deste em fun¢do apenas do estresse salino. Em
condigdes controle (auséncia de NaCl), os teores de TBARS nao foram afetados pelo enxofre
suplementar, porém, sob condi¢des de salinidade, houve efeito das doses de enxofre, em que a
suplementacdo com esse elemento, nas doses de 1,5 ou 3,0 g L', reduziu igualmente o
conteudo de TBARS, em aproximadamente 18% (Figura 6B).

As plantas submetidas ao estresse salino e na auséncia de enxofre suplementar
produziram na parte aérea das plantas de alface 20% a mais de H20O, em relagdo a respectiva
condi¢do controle (Figura 6C). Esse aumento ocasionado pela salinidade foi revertido pela
adubagdo suplementar com enxofre na dose de 1,5 g L™}, que, por sua vez, apresentou teor de
H,O: inferior aquele observado na dose de 3,0 g L' sob condigdes de salinidade. A
suplementa¢do com enxofre também ocasionou uma reducao nos teores de H>O; em condicao
controle, porém essa redugdo foi observada somente nas plantas suplementadas com enxofre
na dose de 1,5 g L' (Figura 6C).

O extravasamento de eletrélitos e o conteido de TBARS sdo utilizados como
indicadores de danos nas membranas celulares (ESPASANDIN et al, 2018; KAUR;
BHARDWAJ; GREWAL, 2017), sendo também parametros importantes na avaliacdo do
estresse oxidativo em plantas (DUHAN et al., 2018; JIANG et al., 2017).

Diante dos dados obtidos, pode-se observar que o enxofre suplementar amenizou
os danos nas membranas causados pelo estresse salino e, concomitantemente, houve redugdo
nos niveis de peréxido de hidrogénio (Figura 6C). Os resultados aqui observados foram
semelhantes aos de Astolfi e Zuchi (2013) que, ao avaliarem o efeito do estresse salino em
plantas de cevada, reportaram uma reducdo nos danos das membranas celulares quando as
plantas foram supridas com enxofre suplementar. Nazar et al. (2014) também observaram, em
plantas de mostarda, que o fornecimento de enxofre em quantidades adequadas ocasiona uma
reducdo nos danos das membranas celulares das plantas em condi¢des salinas, sendo isso
atribuido a uma maior sintese de glutationa reduzida, além de uma redugdo nos teores de

H>0: e na absorg¢do e acimulo de fons toxicos, como o Na“ e CI.
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Figura 6. Extravasamento de eletrdlitos (A), teores de substancias reativas ao 4acido
tiobarbiturico (TBARS; B) e teores de H>O» (C) da parte aérea de plantas de alface cultivadas
sob condi¢des hidroponicas, na auséncia ou presenga de NaCl a 40 mM e adubadas com
enxofre suplementar nas doses de 0,0; 1,5 e 3,0 g L. Médias seguidas por letras mintisculas
diferentes, em uma mesma dose de enxofre, ou por letras maiusculas diferentes, em um
mesmo nivel de salinidade, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As barras representam o erro padrao.

Diversas pesquisas tém revelado aumentos nos teores de H>O» em fungdo do

estresse salino (FARHANGI-ABRIZ; TORABIAN, 2018; KHAN et al., 2017; SARABI et al.,
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2017; ZHOUA et al., 2018). O aumento de espécies reativas de oxigénio, como o H>O», ¢ um
dos principais causadores da desestruturacdo das membranas celulares, causando a
peroxidacao dos lipideos (AHMAD et al., 2018; LONGO et al., 2017). De modo geral, diante
dos resultados obtidos no presente experimento, pode-se estabelecer uma relagdo entre a
quantidade de H>O; e a peroxidacdo dos lipideos, visto que, em condigdes salinas, os teores
de TBARS e de H20: foram reduzidos quando as plantas foram tratadas com a adubagao
suplementar com enxofre. A adubagdo suplementar com enxofre mostrou também ser
eficiente na reducdo nos teores de H»O» e nos danos oxidativos nas culturas da cevada
(ASTOLFI; ZUCHI, 2013) e mostarda (NAZAR et al., 2014), ambas sob condigdes de
estresse salino, fato também aqui observado com as plantas de alface.

Em condicdes controle, os teores de N-aminossoliiveis na parte aérea das plantas
de alface aumentaram em 33% quando estas foram suplementadas com enxofre a 3,0 g L™
(Figura 7A). J4 em condi¢des salinas, em relagdo ao respectivo controle, os teores de N-
aminossoliveis foram maiores nas plantas ndo supridas com enxofre, que também
apresentaram teores desses osmolitos maiores do que naquelas supridas com enxofre,
independentemente da dose aplicada. Ainda nessas condi¢des, o menor valor para o teor de N-
aminossoluveis foi encontrado nas plantas supridas com enxofre a 1,5 g L (Figura 7A).

As plantas, quando submetidas ao estresse salino, frequentemente apresentam
aumento nos teores de N-aminossoliveis (COELHO et al., 2018; FEIJAO et al., 2011;
GOMES do O et al., 2017). Esse acimulo ¢é considerado como um indicador de condigdes de
estresse (WIDODO et al., 2009). Todavia, os N-aminossoliveis em sua maior parte sao
aminoacidos livres (KARAMANOS, 1995), que atuam como osmolitos protetores,
proporcionando um melhor ajuste osmotico em condi¢des salinas (ABBAS et al, 2015;
BERTRAND et al., 2016). As variagcdes nos teores de N-aminossoluveis ndo se relacionaram
com 0s de proteinas, pois estes ndo variaram em fungdo da salinidade e/ou da suplementacgio
com enxofre (Tabela 4), sendo esse resultado semelhante aos observados por Menezes et al.
(2017) e Ribeiro et al. (2017). Considerando-se todos os tratamentos, o valor médio para o
teor de proteina foi de 20,0 + 1,1 mg g! MS.

Os carboidratos soliveis redutores e ndo redutores na parte aérea das plantas de
alface tiveram seus teores reduzidos pela salinidade, independentemente da dose empregada
de enxofre suplementar, exceto os teores de carboidratos redutores, que na dose de 3,0 g L'!
de enxofre suplementar ndo foram alterados pela salinidade (Figura 7B, C). Em condig¢des

controle, a suplementacio com enxofre a 1,5 g L' causou aumentos de 27,4 e 18,5% nos
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teores de carboidratos redutores e ndo redutores, respectivamente. Porém, em condic¢des

salinas, estes ndo foram influenciados significativamente pela suplementagdo com enxofre.
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Figura 7. Teores de N-aminossoluveis (A), carboidratos soluveis redutores (B), ndo redutores
(C) e totais (D) da parte aérea de plantas de alface cultivadas sob condigdes hidropdnicas, na
auséncia ou presenca de NaCl a 40 mM e adubadas com enxofre suplementar nas doses de
0,0; 1,5 € 3,0 g L'!. Médias seguidas por letras minusculas diferentes, em uma mesma dose de
enxofre, ou por letras maildsculas diferentes, em um mesmo nivel de salinidade, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras representam
o erro padrao.

Com relag@o aos carboidratos soluveis totais, como se pode observar na Figura
7D, os resultados obtidos assemelharam-se aos de carboidratos soluveis redutores e nao
redutores, diferindo apenas nas respostas das doses de enxofre sob a condicdo de estresse, na

qual os carboidratos soliveis totais foram influenciados significativamente pela
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suplementa¢do com enxofre, causando um aumento médio de 20,1%, em relagdo as plantas
ndo suplementadas com esse nutriente. Os teores de carboidratos ndo redutores foram, em
média, 1381% maiores que os redutores, e representaram 93,4% dos carboidratos totais
(Figura 7B, C, D).

O acumulo de carboidratos soliiveis ¢ uma das formas que as plantas encontram
para promover o ajustamento osmético em condi¢des de estresse, mantendo as suas atividades
metabolicas, assegurando assim a sua sobrevivéncia (MAVIA et al., 2012; PEDROSO et al,,
2014). Porém, as plantas respondem de formas diferenciadas quanto a sintese de carboidratos
sob condi¢des de salinidade. H4 plantas que aumentam os teores desses solutos, como o
feijio-caupi (GOMES do O et al., 2017) e o coentro (VASCONCELOS et al., 2014). Por
outro lado, ha plantas que os reduzem, como o amaranto (MENEZES et al., 2017) e mulungu
(RIBEIRO et al, 2017). Por fim, ha plantas que ndo alteram os teores de carboidratos, como o
noni (SOUZA et al., 2014) e o malvarico (MESQUITA et al., 2017). A reducdo observada nos
teores de carboidratos redutores e ndo redutores em fun¢do da salinidade foi concordante com
os resultados obtidos por Kumar e Khare (2016) e El-Beltagi et al. (2017), ao avaliarem os
efeitos do estresse salino em plantas de arroz e algodao, respectivamente. Contudo, torna-se
importante destacar que na literatura pesquisada ndo foram encontrados estudos relacionando
adubagdo suplementar com enxofre e teores de carboidratos soluveis em plantas sob
condigdes de estresse salino, sendo, provavelmente, os resultados aqui apresentados os

primeiros nesse sentido.

3.4 Sistema enzimatico

Como se pode observar na Tabela 6, a analise de variancia dos dados mostrou
interagdo significativa entre os fatores salinidade e suplementagdo com enxofre para a
atividade das enzimas antioxidantes, peroxidase do ascorbato (APX) e catalase (CAT). Ja a
atividade da peroxidase do guaiacol (GPX) foi influenciada significativamente de forma
isolada pelos tratamentos, enquanto a atividade da dismutase do superoxido (SOD) foi

influenciada somente pelo fator suplementacdo com enxoftre.
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Tabela 6. Resumo da andlise de variidncia dos dados de atividade da peroxidase do ascorbato
(APX), peroxidase do guaiacol (GPX), dismutase do superéxido (SOD) e catalase (CAT) da
parte aérea de plantas de alface hidropdnica, cultivadas na presenga ou auséncia de NaCl a 40
mM e adubagdo suplementar com enxofre.

Causa da Quadrados médios
variagao GL APX GPX SOD CAT
Salinidade (Sal) 1 0,164%* 76,67** 5300,05™ 18,151**
Enxofre (Enx) 2 0,207** 25,53%%* 10998,29%* 0,394**
Sal x Enx 2 0,216** 5,13™ 2674,11™ 0,421%*
Erro 18 0,012 1,57 1547,27 0,034
CV (%) 9,26 15,83 8,601 8,84

"S; #*: ndo significativo; significativo a 1%, respectivamente, pelo teste F.

A SOD teve sua atividade aumentada em 13% quando as plantas foram tratadas
com enxofre suplementar na dose de 1,5 g L™! (Figura 9A). Apesar de ser considerada como
uma enzima atuante na primeira linha de defesa antioxidativa ao dismutar o radical
superoxido a perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular (HARTER et al., 2014), a SOD
ndo teve sua atividade afetada pela salinidade no presente trabalho (Figura 9A).

Em estudos realizados com gramineas, foi observado que a atividade da SOD era
modulada conforme o fornecimento de enxofre, em que a maior atividade desta enzima foi
verificada para plantas que receberam a dose intermediaria desse elemento (SCHMIDT,
2012). Mesmo havendo diferencas entre as condi¢des experimentais e a cultura estudada,
verificou-se no presente trabalho resultados semelhantes aos obtidos por Schmidt (2012),
evidenciando, assim, que a atividade da SOD ¢ expressa de forma méaxima quando as plantas
sdo submetidas a uma adubacdo adequada com enxofre.

A atividade da CAT na parte aérea das plantas de alface foi fortemente aumentada
em fun¢do do estresse salino (Figura 8B). Nas plantas ndo suplementadas com enxofre, o
aumento em atividade dessa enzima pela salinidade foi de 106,5%, em relacdo ao respectivo
controle, enquanto nas plantas suplementadas com esse nutriente nas doses de 1,5 € 3,0 g L'!
os aumentos foram, respectivamente, de 114% e 230%, em relagdo aos correspondentes
controles. Na condi¢do controle, a maior atividade da CAT ocorreu nas plantas suplementadas
com enxofre na dose de 1,5 g L. Em condigdes salinas, as plantas adubadas com enxofre
suplementar a 1,5 ou 3,0 g L! apresentaram valores semelhantes de atividade da CAT, os

quais foram, em média, cerca de 25% maiores que aqueles das plantas ndo suplementadas e
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em auséncia de estresse salino (Figura 8B). Resultados semelhantes foram obtidos por
Siddiqui et al. (2012) e Fatma et al. (2014), os quais, trabalhando com mostarda, verificaram
que a catalase teve sua atividade aumentada quando as plantas foram submetidas a

suplementag¢do com enxofre, principalmente, quando expostas ao estresse salino.
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Figura 8. Atividade da dismutase do superdxido (SOD; A), da catalase (CAT; B) e da
peroxidase do ascorbato (APX; C) da parte aérea de plantas de alface cultivadas sob
condigdes hidropdnicas, na auséncia ou presenca de NaCl a 40 mM e adubadas com enxofre
suplementar nas doses de 0,0; 1,5 ¢ 3,0 g L. Para os graficos com interacdo dos tratamentos,
as médias seguidas por letras mintisculas diferentes, em uma mesma dose de enxofre, ou por
letras maitsculas diferentes, em um mesmo nivel de salinidade, diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para o grafico sem interagdo, as médias
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seguidas por letras minusculas diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As barras representam o erro padrao.

A CAT ¢ considerada uma enzima crucial para prevenir os efeitos ocasionados
pelo estresse salino, devido a sua alta atividade catalitica, agindo na remoc¢do do peroxido de
hidrogénio e, consequentemente, reduzindo a peroxidacdo lipidica e os danos as membranas
celulares (EYIDOGAN; OZ, 2007). E possivel que o aumento em atividade da CAT nas
plantas sob estresse salino e suplementadas com enxofre (Figura 8B), tenha contribuido, pelo
menos em parte, para um menor contetido de perodxido de hidrogénio dessas plantas nessa
condi¢do como foi aqui observado (Figura 6C).

Na auséncia de suplementagdo com enxofre, a atividade da enzima APX nas
plantas sob condi¢cdes controle ndo diferiu daquelas sob condi¢des salinas, porém, na
condicdo salina, a atividade desta enzima foi aumentada em 30% quando as plantas foram
submetidas a adubagdo suplementar com enxofre (Figura 8C). Na condicdo controle, a
suplementa¢do com enxofre também proporcionou aumento na atividade da APX, sendo que
as plantas tratadas com enxofre na dose 1,5 g L' foram as que apresentaram maiores valores
de atividade (Figura 8C). Os resultados obtidos no presente trabalho sdo concordantes com os
verificados por Fatma et al. (2014) que, ao avaliarem as respostas de plantas de mostarda ao
estresse salino e adubag¢do com enxofre, observaram que a suplementacdo com enxoftre
aumentava a atividade da APX em plantas sob estresse, além de também aumentar a atividade
desta enzima nas plantas em condigdes controle. Juntamente com a catalase, a APX exerce
um papel de suma importdncia no processo de eliminacdo de H»O, (FARSHIDI;
ABDOLZADEH; SADEGHIPOUR, 2012; KAFI et al., 2011), fato esse que foi observado no
presente trabalho, pois as plantas quando submetidas ao tratamento com enxofre aumentaram
a atividade das enzimas CAT e APX (Figura 8B, C) e, provavelmente, isto contribuiu para a
reducdo nos teores de peroxido de hidrogénio em condi¢des de salinidade (Figura 6C).

O estresse salino e a adubagdo suplementar com enxofre proporcionaram
incrementos significativos na atividade da GPX (Figura 9), embora ndo tenha havido
interagdo significativa entre salinidade e suplementacdo com enxofre (Tabela 6). O aumento
em atividade dessa enzima pela salinidade foi de 58,2%, em relagdo ao controle (Figura 9A),
enquanto o aumento devido ao tratamento de suplementacdo com enxofre foi em média 52%,
independentemente da dose, em relagdo ao tratamento sem adubagdo suplementar (Figura

10B).
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Os resultados obtidos no presente trabalho, com relagdo a salinidade, foram
semelhantes aos observados por outros autores, os quais t€ém reportado aumentos na atividade
da GPX por esse fator de estresse (CUNHA et al., 2016; FAROOQ et al., 2015; HORVATH
et al., 2015; HOSSAIN et al., 2017). A GPX também ¢ considerada uma enzima importante
na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (LIN; KAO, 2002) e sua atividade varia
conforme a intensidade do estresse salino, espécie e tolerancia das plantas ao estresse
(FREITAS, 2015).

E importante observar que, dentre as peroxidases estudadas, a CAT foi a enzima
que mostrou maior atividade eliminadora de peréxido de hidrogénio, sendo seus valores de
atividade 1750 vezes maiores que os da APX e 266 vezes maior que os da GPX (Figuras 8B,
C; 9), o que destaca a importancia dessa enzima na defesa antioxidativa, sendo considerada
por diversos autores a principal enzima eliminadora dessa espécie reativa de oxigénio
(GADELHA et al.,, 2017; GONDIM et al., 2012; HASANUZZAMAN et al., 2018;
PRAXEDES, et al., 2014).
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Figura 9. Atividade da peroxidase do guaiacol (GPX) da parte aérea de plantas de alface
cultivadas sob condi¢des hidropdnicas, na auséncia ou presenga de NaCl a 40 mM e adubadas
com enxofre suplementar nas doses de 0,0; 1,5 ¢ 3,0 g L'!. As médias seguidas por letras
minusculas diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As barras representam o erro padrao.
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3.5 Sistema nao enzimatico

Os teores de glutationa reduzida (GSH) e estado redox da glutationa foram
influenciados significativamente de forma isolada pelos tratamentos, enquanto os teores de
glutationa total e oxidada (GSSG) ndo foram influenciados pelos tratamentos (Tabela 7),
tendo sido observado valores médios de 0,32 + 0,0024, para a GSSG, e de 0,33 £+ 0,0026, para
a glutationa total.

As plantas submetidas ao estresse salino apresentaram, em relagdo ao controle,
um aumento de 33% nos teores de GSH na parte aérea das plantas de alface (Figura 10A),
enquanto o tratamento com enxofre suplementar nas plantas desse mesmo tratamento, nas
doses de 1,5 € 3,0 g L, promoveu igual incremento nos teores de GSH, de 75% em média,

em relacdo ao tratamento sem adubag¢do com enxofre (Figura 10B).

Tabela 7. Resumo da andlise de variancia dos dados de glutationa total (GT), glutationa
reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) e estado redox da glutationa (ERG) da parte aérea de
plantas de alface hidroponica, cultivadas na presenca ou auséncia de NaCl a 40 mM e
adubagdo suplementar com enxofie’.

Causa da Quadrados médios
variagao GL GT GSH GSSG ERG
Salinidade (Sal) 1 0,000048™ 0,000010%** 0,000015™ 0,000083**
Enxofre (Enx) 2 0,000537" 0,000014** 0,000376™ 0,000110**
Sal x Enx 2 0,000108™ 1,97E7ms 0,000100™ 7,66E7m
Erro 18 0,000136 3,78E” 0,000136 0,000004
CV (%) 3,53 13,52 3,58 13,77

I.ns %% nJo significativo; significativo a 1%, respectivamente, pelo teste F.

O incremento nos teores de GSH em fungdo da adubagdo suplementar com
enxofre ocorreu, provavelmente, devido ao aumento do doador de enxofre reduzido para
sintese de GSH, o aminoécido cisteina, que tem sua biossintese regulada pelo fornecimento e
assimilagdo de enxofre pelas plantas (ASTOLFI; ZUCHI,2013; KHAN et al., 2014). A GSH ¢
considerada como um dos principais agentes antioxidantes ndo enzimaticos de baixo peso
molecular e desempenha importante papel contra danos oxidativos (DELAPLACE;
FAUCONNIER; DU JARDIN, 2011). O aumento nos teores de GSH em plantas sob

condicdes de salinidade esta relacionado com um melhor desempenho das plantas em tolerar o
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estresse, caracteristica ressaltada em varios estudos (CHAWLA; JAIN; JAIN, 2013; NAHAR
et al., 2015; NAZAR; UMAR; KHAN, 2015; PAVLOVIC et al., 2018). Apesar de alguns
autores como Astolfi e Zuchi (2013), Nazar et al. (2014) e Fatma et al. (2014), relatarem uma
interacdo significativa entre salinidade e suplementagdo com enxofre nos teores de GSH, no
presente trabalho isso ndo foi observado.

Os resultados observados para o estado redox da glutationa assemelharam-se aos
obtidos para os teores de GSH, sendo observado aumento pela salinidade de 31%, em relagdo
ao controle (Figura 10C), e de 67%, pela suplementa¢do com enxofre, independentemente da
dose empregada (Figura 10D). O aumento no estado redox da glutationa em ambos os
tratamentos foi ocasionado pelo aumento nos teores de GSH (Figura 11A, B) e a ndo alteragao
dos teores de GSSG, os quais ndo foram afetados pelos fatores estudados (Tabela 7). A
modulac¢do do estado redox da glutationa apresenta um papel muito importante na protecao
oxidativa de plantas quando submetidas ao estresse salino (FERREIRA-SILVA et al., 2012;
ZHOU et al., 2017).

Os teores de acorbato reduzido (ASC) e o estado redox do ascorbato foram afetados
significativamente de forma isolada pelos tratamentos, enquanto os teores de ascorbato total e

oxidado (DHA) foram afetados somente pela salinidade (Tabela 8).

Tabela 8. Resumo da andlise de variancia dos dados de ascorbato total (AST), ascorbato
reduzido (ASC) e oxidado (DHA) e estado redox do ascorbato (ERA) da parte aérea de
plantas de alface hidroponica, cultivadas na presenca ou auséncia de NaCl a 40 mM e
adubagdo suplementar com enxofie’.

Causa da Quadrados médios
variagao GL AST ASC DHA ERA
Salinidade 1 5,755%%* 2,218%%* 0,827* 0,020*
Enxofre 2 0,884 2,063%* 0,270™ 0,059**
Sal x Enx 2 0,355™ 0,444 0,080™ 0,006
Erro 18 0,250 0,147 0.119 0.003
CV (%) 12,23 27,42 12,83 18,39

Lons %% nJo significativo; significativo a 5% e significativo a 1%, respectivamente, pelo teste F.

Houve um aumento de 55,5% nos teores de ASC da parte aérea das plantas de
alface em funcdo da salinidade (Figura 11A). A adubacdo suplementar com enxofre na dose

de 1,5 g L' também proporcionou incrementos nos teores de ASC, com um aumento de
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96,4%, em relagdo ao tratamento sem adubacdo suplementar com enxofre (Figura 11B). Os
teores de DHA e ascorbato total foram influenciados somente pelo estresse salino,
observando-se aumentos de 15% e 27,2%, respectivamente, em relagdo aos respectivos
controles (Figura 11C, D). O ASC pode ser utilizado tanto no ciclo ascorbato-glutationa,
como pode interagir de forma direta contra espécies reativas de oxigénio, promovendo

prote¢do oxidativa contra estresses abidticos (FOYER; NOCTOR, 2011).
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Figura 10. Teores de glutationa reduzida (GHS; A e B), estado redox da glutationa
[GSH/(GSH + GSSG); C e D] da parte aérea de plantas de alface cultivadas sob condigdes
hidropdnicas, na auséncia ou presen¢a de NaCl a 40 mM e adubadas com enxofre suplementar
nas doses de 0,0; 1,5 e 3,0 g L'!. Médias seguidas por letras mintsculas diferentes diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras representam
o erro padrao.
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Conforme se pdde observar no presente trabalho, algumas pesquisas tém
demonstrado que plantas de diferentes espécies, quando cultivadas sob estresse salino, tendem
a aumentar os teores de ASC (BOAS et al., 2016; GONDIM et al., 2013; SHAN; LIU, 2017).
Esse antioxidante soluvel ¢ um dos mais importantes e mais abundantes, atuando na
inativagdo de espécies reativas de oxigénio e minimizando os danos ocasionados por estas
(ATHAR; KHAN; ASHRAF, 2008; DINAKAR; DJILIANOV; BARTELS, 2012). Os
aumentos nos teores de ASC e DHA (Figura 11A, C), em funcdo da salinidade,
proporcionaram aumento nos teores de ascorbato total em condic¢des salinas (Figura 11D). Em
plantas de alho, Chandra e Pandey (2014) verificaram que o fornecimento suplementar de
enxofre promoveu um aumento nos teores de ASC, fato também observado no presente
estudo.

Os dados obtidos para o estado redox do ascorbato (Figura 12A, B), o qual foi
afetado pelos fatores salinidade e suplementacdo com enxofre isoladamente (Tabela 8), foram
semelhantes aos dos teores de ascorbato reduzido (Figura 11A, B). Sob condi¢des salinas, o
estado redox do ascorbato aumentou 19%, em relagdo ao controle, e a aduba¢ao com enxofre
suplementar na dose de 1,5 g L' causou um aumento de 64,5%.

O ASC, da mesma forma que a GSH, ¢ considerado como uma das primeiras
linhas de defesa contra o estresse oxidativo, o qual, no ciclo ascorbato-glutationa, promove a
eliminacdo do H>O», sendo co-substrato da reacdo catalisada pela APX. Nesse ciclo, o DHA
produzido por essa reagdo ¢ entdo reduzido e recuperado como ASC por meio da oxidagdo da
GSH, a qual volta a ser reduzida pela acdo da glutationa redutase. Esse mecanismo ¢ de
extrema importancia para manter o estado redox celular (DINAKAR; DIJILIANOV;
BARTELS, 2012; FOYER; NOCTOR, 2013), o qual em niveis elevados ¢ indicativo de
aclimatagdo as condigdes de estresse. Apesar da importancia do ASC e seu estado redox na
tolerancia das plantas a salinidade, ainda ndo existe dados na literatura sobre as respostas
relacionadas ao fornecimento suplementar de enxofre em plantas cultivadas sob estresse

salino, sendo os dados aqui obtidos, os primeiros a abordar essas repostas.
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Figura 11. Teores de ascorbato reduzido (ASC; A e B) e ascorbarto oxidado (DHA; C) e
ascorbato total (D) da parte aérea de plantas de alface cultivadas sob condi¢des hidropdnicas,
na auséncia ou presenca de NaCl a 40 mM e adubadas com enxofre suplementar nas doses de
0,0; 1,5 e 3,0 g L' Meédias seguidas por letras mintisculas diferentes diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras representam
o erro padrao.
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Figura 12. Estado redox do ascorbato [ASC/(ASC + DHA); A e B] da parte aérea de plantas
de alface cultivadas sob condigdes hidroponicas, na auséncia ou presenca de NaCl a 40 mM e
adubadas com enxofre suplementar nas doses de 0,0; 1,5 e 3,0 g L'!. Médias seguidas por
letras minusculas diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As barras representam o erro padrao.

3.6 Analise minerais

De acordo com a andlise de variincia, os teores dos ions sddio (Na®) e potassio
(K*) e a relagdo Na'/K" foram influenciados pela salinidade e pela suplementagdo com
enxofre e houve interagdo significativa entre esses dois fatores (Tabela 9). Ja os teores de
cloreto (CI) foram afetados somente pela salinidade (Tabelas 9).

Em condigdes controle, os teores de Na* na parte aérea das plantas de alface ndo
variaram com o tratamento com enxofre suplementar, porém aumentaram expressivamente
em funcdo do estresse salino, em cerca de 575,3% (Figura 13A). Em condigdes salinas, no
entanto, as plantas que receberam o tratamento com enxofre, e independentemente da dose
empregada, apresentaram menor acimulo de Na'. J4 quando comparadas com os controles
houve um aumento médio 524% (Figura 13A). Os teores de K foram reduzidos em fung¢io do
estresse salino e foram influenciados pelo tratamento com enxofre, tanto em condi¢des
controle como de estresse salino (Figura 13B). Na condicdo controle, as plantas
suplementadas com enxofre na dose de 1,5 g L' apresentaram maiores teores desse ion,

enquanto na condi¢do salina as plantas suplementadas com enxofre, independentemente da
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dose, apresentaram teores de K', em média, 20% maiores que aqueles das plantas sem essa
suplementacdo. Os teores de Cl foram influenciados somente pelo tratamento de estresse

salino, havendo um incremento de 25% nesses teores, em relagdo ao controle (Figura 13C).

Tabela 9. Resumo da analise de varidncia dos teores dos fons sodio (Na*), potassio (K),
cloreto (Cl) e da relagdo sodio/potassio (Na'/K") da parte aérea de plantas de alface
hidroponica, cultivadas na presenca ou auséncia de NaCl a 40 mM e adubagdo suplementar
com enxofre.

Causa da Quadrados médios
variagio GL Na* K" Cr Na“/K*
Salinidade (Sal) 1  4612,885%% 2218,372%%* 2879,85%* 3,773%%*
Enxofre (Enx) 2 16,189* 137,106** 13,76™ 0,062**
Sal x Enx 2 12,323* 17,295* 2,23™ 0,052%**
Erro 18 3,162 4,006 19,56 0,002
CV (%) 9,37 4,23 4,46 10,10

ns; *; #%: ndo significativo; significativo a 5% e significativo a 1%, respectivamente, pelo teste F.

A relagdo Na'/K" na parte aérea das plantas de alface, em condigdes controle, ndo
foi alterada pela adubacdo suplementar com enxofre, porém foi fortemente aumentada pelo
estresse salino, em cerca de 1001%, em relagdo ao respectivo controle, nas plantas sem a
suplementa¢do com enxofre (Figura 13D); ja nas plantas suplementadas com esse elemento,
independentemente da dose, esse aumento foi menor, cerca de 700% (Figura 13D). Portanto,
¢ possivel que essa menor relagdo Na'/K", que é mais favoravel ao crescimento das plantas
sob condicdes de estresse (JI et al., 2017; LI et al., 2017; SIDDIQUI et al., 2017; ZHANG et
al., 2018), tenha contribuido para maior tolerancia a salinidade das plantas suplementadas
com enxofre, como observado pelas medidas de crescimento (Figuras 1 e 2).

O aumento nos teores de Na" ndo é o unico efeito prejudicial do componente
ionico do estresse salino, visto que esse ion compete pelos mesmos sitios de transporte do K,
fazendo com que ocorra também reducdo nos teores de K" (TUTEJA et al., 2012), fato aqui
observado (Figura 13B). A manutengdo da homeostase intracelular do K* é essencial, visto
que ele participa de varios processos fisiologicos das plantas, tais como a abertura estomatica
(CAPITULINO et al., 2017; MONCAO et al, 2012), além de ser fundamental para a
regulacdo da homeostase idnica, um mecanismo relevante para a tolerancia das plantas ao

estresse salino (ANJANEYULU et al, 2014; WAKEEL, 2013).
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Portanto, a adubacdo das folhas de alface com enxofre, ao promover uma melhor
homeostase i6nica sob condi¢des salinas, pode, em parte, ter sido responsavel pela reversdo
na reducdo da condutincia estomatica e maior taxa fotossintética dessas plantas (Figura 3A,
B), além de um maior crescimento como citado anteriormente. Os dados obtidos no presente
estudo assemelham-se aos verificados por Nazar et al. (2014) e Fatma et al. (2014), em
plantas de mostarda, as quais quando cultivadas sob estresse salino e suplementadas com
enxofre, apresentaram maior taxa fotossintética e crescimento, sendo isso atrelado, em parte, a

melhor homeostase idnica ocasionada pelo enxofre suplementar.

60 80
A) B a1
aa S 00gLY
50 - a3 T S(1,5gL)
aB B S(3,0gL") | 60
o 40 aA 7
= aB aB bA S
o T bA o
30 - H L 40
g bB ép
+ +
Z 20 - M
- 20
10 1 bA bA bA
L AN 0
120 4 © a (D) 16
100 - L4
> aA
~~ - 1,2
£ 80
- L +
“en aB aB 1,0 +,g
g 60 . L 08 o
404 - 0,6
- 0.4
20
bAbBA bA 02
0 __Eml : 0.0
0 40 0 40
NaCl (mM) NaCl (mM)

Figura 13. Teores de (Na"; A), (K'; B) e cloreto (CI; C) e relagdo Na'/K" (D) da parte aérea
de plantas de alface cultivadas sob condi¢des hidropdnicas, na auséncia ou presenga de NaCl
a 40 mM e adubadas com enxofre suplementar nas doses de 0,0; 1,5 e 3,0 g L"!. Para o grafico
com interacdo dos tratamentos, as médias seguidas por letras minusculas diferentes, em uma
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mesma dose de enxofre, ou por letras mailsculas diferentes, em um mesmo nivel de
salinidade, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Para o grafico sem interagdo, as médias seguidas por letras minusculas diferentes, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras representam
o erro padrao.

Apesar de o Na' ser apontado como principal causador do efeito toxico
ocasionado pelo estresse salino, o Cl° também, em elevadas concentracdes, ocasiona
toxicidade nas plantas igualmente ao Na', havendo respostas diferenciais com relagdo a esses
dois elementos, de acordo com a cultura em estudo. Por exemplo, culturas citricas e vinicola
apresentam maior sensibilidade ao CI" (TEAKLE; TYERMAN, 2010), enquanto culturas
como arroz, feijdo, algoddo e trigo apresentam-se mais sensiveis ao Na" (MUNNS; TESTER,
2008).

De acordo com a andlise de varidncia, houve interacdo significativa entre
salinidade e adubacdo suplementar com enxofre para os teores de fosforo (P), enquanto os
teores de nitrogénio (N) foram afetados somente pela salinidade (Tabela 9). Os teores de
enxofre (S) e dos fons magnésio (Mg*"), por sua vez, foram afetados apenas de forma isolada
pelos dois fatores de varia¢do estudados. Por outro lado, os teores dos fons calcio (Ca*")

foram afetados somente pela suplementagdo com enxofre (Tabelas 10).

Tabela 10. Resumo da analise de variancia dos teores de fosforo (P), nitrogénio (N), enxofre
(S), calcio (Ca®") e magnésio (Mg®") da parte aérea de plantas de alface hidroponica,
cultivadas na presenca ou auséncia de NaCl a 40 mM e adubagdo suplementar com enxofre.

Causa da Quadrados médios
variagdo GL P N S Ca** Mg**
Salinidade (Sal) 1 0,049™  11929,60** 0,144%** 9,38"™ 0,832%*
Enxofre (Enx) 2 0,120™ 269,01 0,458** 59,71* 0,381**
Sal x Enx 2 0,256%* 426,05 0,009™ 33,97™ 0,080™
Erro 18 0,034 137,41 0,013 10,95 0,037
CV (%) 3,69 11,61 6,44 9,81 6,06

ns; *; #%: ndo significativo; significativo a 5% e significativo a 1%, respectivamente, pelo teste F.

Os teores de P da parte aérea das plantas de alface, em auséncia do tratamento
com enxofre, foram reduzidos pela salinidade, porém, quando estas foram submetidas a
suplementa¢do com enxofre, independentemente da dose empregada, os teores desse elemento

foram maiores e ndo diferiram dos respectivos controles (Figura 14A). J& em condi¢des
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controle, a suplementagdo com enxofre ndo influenciou os teores de P, o qual ¢ um importante
elemento mineral, sendo constituinte de varios compostos celulares que fazem parte do
metabolismo energético e fotossintético, além de fazer parte de componentes das membranas
celulares (MAATHUIS; DIATLOFF, 2013). Os resultados obtidos no presente trabalho estdo
de acordo com os observados por Soares et al. (2016), que verificaram uma reducdo nos
teores desse nutriente em plantas de alface americana cultivadas em sistema hidroponico com
aguas salobras. Segundo Santos et al. (2017), essa redugdo nos teores de P pode ter sido
ocasionada pelo fato de a salinidade da 4gua causar sua precipitacdo ou ser devido ao seu
antagonismo com outros nutrientes, acarretando assim uma menor absor¢do pelas plantas. Em
plantas de alface ‘Justyna’ sob condi¢des controle, Matraszek et al. (2017) observaram que o
fornecimento de enxofre suplementar promoveu redugdes nos teores de P. Por outro lado,
outros autores determinaram que a suplementagdo com enxofre promoveu aumentos nos
teores de P em plantas de trigo (MATRASZEK et al., 2016a) e de mostarda (MATRASZEK
et al.,, 2016b). Esses dados em alface ‘Justyna’, trigo e mostarda divergem dos obtidos no
presente estudo, visto que a suplementa¢do com enxofre nio afetou os teores de P das plantas
sob condigdes controle.

Os teores de nitrogénio da parte aérea das plantas de alface sofreram influéncia
somente da salinidade, em que as plantas tiveram os teores de N aumentados em 56,6%
quando submetidas ao estresse salino (Figura 14B). Contrariando os resultados obtidos no
presente estudo, alguns autores relatam que a salinidade promove reducdo no aciimulo de N
nas plantas (GARCIA-CAPARROS et al., 2016; GARG; BHANDARI, 2016; SAIED et al.,
2010; SANTOS et al., 2010b). Esse redu¢do ocasionada pela salinidade pode ser resultado do
antagonismo entre o Cl" e 0 NO3;™ e/ou entre 0 Na* e 0 NH4" (PARIHAR et al., 2015). Porém,
Reges et al. (2017) verificaram, em plantas de pimentdo, que o estresse salino ocasionou
aumento nos teores de N, resultado também observado no presente estudo com alface.
Embora sejam escassos trabalhos sobre o efeito da adubagdo foliar com enxofre sobre os
teores de N, Matraszek et al. (2017) observaram que houve uma reducao, resultado diferente
do aqui observado, em que os teores de N ndo foram afetados pela suplementagdo com
enxofre.

Os teores de S na parte aérea das plantas de alface foram influenciados
individualmente pela salinidade, com um aumento de 9,2%, em relagdo ao controle (Figura
14C), e pela suplementagdo com enxofre, com aumento de 26,7%, independentemente da

dose empregada, em relagdo as plantas ndo suplementadas com esse nutriente (Figura 14D).
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Figura 14. Teores de fosforo (P; A), nitrogénio (N; B) e enxoftre (S; C e D) da parte aérea de
plantas de alface cultivadas sob condi¢des hidroponicas, na auséncia ou presenga de NaCl a
40 mM e adubadas com enxofre suplementar nas doses de 0,0; 1,5 € 3,0 g L. Para o grafico
com interacdo dos tratamentos, as médias seguidas por letras minusculas diferentes, em uma
mesma dose de enxofre, ou por letras mailsculas diferentes, em um mesmo nivel de
salinidade, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Para os graficos sem interacdo, as médias seguidas por letras mintisculas diferentes, diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras representam
o erro padrao.

Os resultados obtidos no presente trabalho concordam com os observados por

Santos et al. (2017), que verificaram um aumento nos teores de S na parte aérea de plantas de
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tomateiro quando submetidas ao estresse salino. Por outro lado, a salinidade ndo exerceu
influéncia sobre os teores de S em plantas de alface (SOARES et al., 2016) e de tomateiro
(FREIRE et al., 2010), evidenciando que em condi¢des de salinidade as respostas quanto aos
teores de S variam de acordo com a espécie e as condi¢des experimentais (LACERDA et al.,
2016). Por fim, Nazar et al. (2014) e Matraszek et al. (2016a) verificaram em plantas de
mostarda e de trigo, respectivamente, que a suplementagdo com enxofre promoveu
incrementos nos teores desse elemento, fato aqui observado nas plantas de alface.

Os teores de Mg®" da parte aérea das plantas de alface foram alterados
isoladamente pelos fatores estudados, sendo reduzidos em 11% em fun¢do do estresse salino
(Figura 15A) e aumentados em 12,7%, em média, pela adubagdo suplementar com enxoftre,
independentemente da dose empregada (Figura 15B). Com relagdo aos efeitos da salinidade
nos teores desse ion, os resultados foram semelhantes aos observados por Kasrati et al.
(2014), em menta, e por Sghaier et al. (2015), em tamarisco, que observaram redu¢do nos
teores de Mg®* com o aumento da salinidade. Por outro lado, diferentemente do observado no
presente trabalho, Matraszek et al. (2016b), em plantas de mostarda, e Matraszek et al. (2017),
em plantas de alface, ndo observaram nenhuma influéncia do fornecimento de enxofre
suplementar nos teores de Mg2+.

Os teores de Ca** foram influenciados somente pela adubagdo suplementar com
enxofre na dose de 1,5 g L', com um aumento de 17,4%, em relacio ao tratamento em
auséncia de adubagdo suplementar com esse nutriente (Figura 15C). Os resultados obtidos no
presente estudo contrariam os observados por Matraszek et al. (2017), que verificaram uma
reducio nos teores de Ca** em plantas de alface, quando submetidas a doses crescentes de
enxofre. Por outro lado, concordam com os obtidos por Matraszek et al. (2016b), que
observaram incrementos nos teores de Ca’" em plantas de mostarda quando estas foram
submetidas a doses crescentes de enxofre. Apesar de estudos demostrarem que a salinidade
ocasiona uma redugdo nos teores de Ca’" nas plantas de alface (DALASTRA, 2017;
GONDIM et al., 2010), no presente trabalho os teores desse ion ndo foram afetados pela
salinidade. O Ca®" desempenha, pelo menos, dois papéis importantes na vida das plantas, um
como constituinte das paredes celulares, e outro como sinalizador a estimulos ambientais

(TAIZ et al., 2017).
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Figura 15. Teores de magnésio (Mg”*; A e B) e calcio (Ca**; C) da parte aérea de plantas de
alface cultivadas sob condi¢des hidroponicas, na auséncia ou presenga de NaCl a 40 mM e
adubadas com enxofre suplementar nas doses de 0,0; 1,5 e 3,0 g L'!. Médias seguidas por
letras minusculas diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As barras representam o erro padrao.

De acordo com a andlise de varidncia, pode-se observar que os micronutrientes
cobre (Cu), manganés (Mn), ferro (Fe) e zinco (Zn) foram afetados isoladamente pelos fatores
de variagdo estudados, salinidade e suplementacdo com enxofre, porém nao houve interaciao

significativa entre esses dois fatores (Tabela 11).
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Tabela 11. Resumo da analise de varidncia dos teores de cobre (Cu), manganés (Mn), ferro
(Fe) e zinco (Zn) da parte aérea de plantas de alface hidroponica, cultivadas na presenca ou
auséncia de NaCl a 40 mM e adubag¢do suplementar com enxofre.

Causa da Quadrados médios
variacao GL Cu Mn Fe Zn
Salinidade (Sal) 1 78,952%%* 22648,62%* 34079,29** 480,88+
Enxofre (Enx) 2 55,237** 1788,66** 32614,38** 394,65**
Sal x Enx 2 0,916 428,96™ 751,40 20,64™
Erro 18 1,591 126,15 383,81 11,37
CV (%) 17,03 13,80 12,47 9,30

"S; #*: ndo significativo e significativo a 1%, respectivamente, pelo teste F.

Os teores de Cu na parte aérea das plantas de alface foram alterados isoladamente
pela salinidade, com reducdo de 39%, em relacdo ao controle (Figura 16A), e pela adubacao
suplementar com enxofre, com uma reducao média de 42%, em relagdo ao tratamento sem
adubagdo suplementar (Figura 16B). Diversos estudos tém demonstrado que os teores de Cu
sao reduzidos em funcao da salinidade (PARIDA et al., 2016; TIAN et al., 2015; TALAAT et
al., 2015). Conforme observado no presente estudo, os teores de Cu também foram reduzidos
na parte aérea de plantas de capim tanzania, quando estas foram submetidas a doses
crescentes de enxofre (LUPP, 2017).

Os teores de Mn, da mesma forma que os de Cu, também foram reduzidos
isoladamente pela salinidade, com uma redugdo de 55% em relagdo ao controle (Figura 16C),
porém foram aumentados em 22% pelo tratamento com enxofre na dose de 1,5 g L', em
relagdo ao tratamento sem adubacdo suplementar (Figura 16D). As respostas observadas aqui
com plantas de alface em relagdo ao fornecimento suplementar de enxofre corroboram as
obtidos por Pratiwi, Aini e Soelistyono (2016), que verificaram um aumento nos teores de Mn
em plantas de amendoim cultivadas sob doses crescentes de enxofre. Contrariando os
resultados obtidos no presente estudo, alguns autores tém relatado que os teores de Mn
aumentam em razdo da salinidade (BHATT et al, 2008; LEE; VAN IERSEL, 2008;
SALACHNA; ZAWADZINSKA; PODSIADLO, 2016). Estudo recente tem apontado o Mn
como importante alternativa para o cultivo de plantas sob estresse salino, visto que plantas de
feijdo-mungo, quando pulverizadas com esse elemento, apresentaram maior tolerdncia a

salinidade (SHAHI; SRIVASTAVA, 2016).



75

12 14
A) B)
10 - 2 e - 12
- 10
6\ 8 — 6\
= b b =
® 6 b E]
g L6 £
S 4 ) 5
2 7 -2
a a
120 - 120
b
g 100 - 100 g
b
o 80 - 80 "o
) b go
e - 60 E
s s
40 - - 40
20 - - 20
0 0
0 40 0,0 1,5 3,0
NaCl (mM) Doses de S (g L'l)

Figura 16. Teores de cobre (Cu; A e B) e manganés (Mn; C e D) da parte aérea de plantas de
alface cultivadas sob condi¢des hidroponicas, na auséncia ou presenga de NaCl a 40 mM e
adubadas com enxofre suplementar nas doses de 0,0; 1,5 e 3,0 g L'!. Médias seguidas por
letras minusculas diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As barras representam o erro padrao.

Os teores de Fe e Zn foram afetados pelos fatores estudados de forma similar
(Figura 17). Enquanto os teores de Fe foram reduzidos pela salinidade em 38%, em relacao
controle, os de Zn foram também reduzidos, porém em 22% (Figura 17A, B). Da mesma
forma, ambos os teores desses micronutrientes foram reduzidos pela adubacdo suplementar
com enxofre, porém, enquanto os teores de Fe foram reduzidos em 40 e 54% nas doses de 1,5
e 3,0 g L'! de enxofre suplementar, respectivamente, os de Zn foram reduzidos, em média,

cerca de 27%, e de forma independente da dose aplicada (Figura 17C, D). Os resultados
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observados no presente estudo concordam com os obtidos por Weisany et al. (2014) e Talaat
et al. (2015), que, ao avaliarem o efeito do estresse salino em plantas de soja e feijdo,
respectivamente, verificaram que a medida que se aumentava a salinidade, os teores de Fe e
Zn foram reduzidos. Por outro lado, o fornecimento de doses crescentes de enxofre também
promoveu a reducdo dos teores de Fe e Zn, na parte aérea de plantas de capim tanzania

(LUPP, 2017), respostas essas que se assemelham as observadas no presente trabalho.
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Figura 17. Teores de ferro (Fe; A e B), zinco (Zn; C e D) da parte aérea de plantas de alface
cultivadas sob condi¢des hidropdnicas, na auséncia ou presenga de NaCl a 40 mM e adubadas
com enxofre suplementar nas doses de 0,0; 1,5 e 3,0 g L'. Médias seguidas por letras
minusculas diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As barras representam o erro padrao.

As reducdes observadas nos teores de micronutrientes em fungdo da salinidade

podem ser atribuidas, provavelmente, a baixa solubilidade desses elementos em ambiente
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salino (GRATTAN; GRIEVE, 1999) e/ou a redugdo na absorc¢ao de agua (CHAKRABORTY:;
SAIRAM; BHATTACHARYA, 2012) e a danos a carreadores, bombas ou transportadores
especificos (KHOLOVA et al., 2009).

4 CONCLUSAO

A adubacgdo suplementar com enxofre atenuou os efeitos deletérios da salinidade
no crescimento das plantas de alface hidroponica e, isto se deveu as maiores atividades das
enzimas antioxidantes, catalase e peroxidase do ascorbato, além de uma melhor absor¢dao de

fosforo e potassio € uma menor relagdo Na'/K".
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