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RESUMO 
 
CAMPOS, Fernanda Vidal de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 
2017. Óxido nítrico melhora o desempenho de plantas de Lactuca sativa L. 
expostas ao estresse salino. Orientador: Juraci Alves de Oliveira. 
 
A tolerância ao estresse salino envolve diversas ações que atuam de forma coordenada, 

como a homeostase iônica, o controle da perda de água através dos estômatos, ajustes 

metabólicos e defesa antioxidante. Entretanto, para que essas respostas ocorram, é 

necessário que o estresse seja percebido e transmitido para a maquinaria celular através 

da atuação dos agentes sinalizadores. O óxido nítrico (NO), devido às suas 

propriedades particulares, têm sido considerado uma molécula sinalizadora importante 

sob condições de estresses. Diante disso, o objetivo do presente estudo foi avaliar a 

atuação do NO nas principais respostas bioquímicas e fisiológicas de plantas de 

Lactuca sativa (alface) expostas ao estresse salino de curta duração. As plantas foram 

aclimatadas por 5 dias em solução nutritiva de Clarck ½ força iônica, pH 6,5, à 

temperatura de 25 ± 2 °C, sob irradiância de 230 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo luminoso 

de 16 horas, sendo mantidas sob aeração constante. Decorrido esse período foram 

submetidas aos tratamentos: controle (apenas solução nutritiva); nitroprussiato de 

sódio (SNP-doador de NO) (70 μM); cloreto de sódio (NaCl) (80 mM) e NaCl + SNP 

(80 mM e 70 μM, respectivamente). As plantas permaneceram nos tratamentos por 

períodos que variaram de acordo com a análise em questão. De forma geral, observou-

se que o curto período de exposição ao NaCl foi suficiente para desencadear desordens 

em L. sativa, evidenciados pelo aumento na concentração de peróxido de hidrogênio 

(H2O2), danos de membrana, sinais de morte celular, redução no crescimento, 

desequilíbrio nutricional, alterações hormonais e queda no desempenho fotossintético. 

No entanto, a presença do NO, suprido na forma de SNP, pareceu reverter os danos 

gerados pelo estresse ao atuar como antioxidante eliminando diretamente as espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e/ou otimizando a atividade das enzimas antioxidantes, 

ao contribuir para produção de prolina, promover o balanço iônico e hormonal na 

célula e, otimizar a fotossíntese, resultando em melhorias na taxa de crescimento 

relativo. Assim, durante o período de tempo analisado e dose aplicada de SNP, o NO 

conduziu as plantas para a via que promove tolerância ao estresse, no entanto, por 

apresentar padrão de atuação temporal, seria de grande relevância avaliar a atuação 

desse agente sinalizador, também, a longo prazo.     
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ABSTRACT  
 
CAMPOS, Fernanda Vidal de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, December, 
2017. Nitric oxide improvement the performance of Lactuca sativa L. plants 
exposed to saline stress. Adviser: Juraci Alves de Oliveira.  
 
Tolerance to salt stress involves several actions that act in a coordinated way, such as 

ionic homeostasis, control of water loss through stomata, metabolic adjustments and 

antioxidant defense. However, for these responses to occur, it is necessary that the 

stress be perceived and transmitted to the cellular machinery through the action of the 

signaling agents. Nitric oxide (NO), due to its particular properties, has been 

considered an important signaling molecule under stress conditions. Therefore, the 

objective of the present study was to evaluate the performance of NO in the main 

biochemical and physiological responses of plants of Lactuca sativa (lettuce) exposed 

to short duration saline stress. The plants were acclimatized for 5 days in a nutrient 

solution of Clarck ½ ionic strength, pH 6.5, at 25 ± 2 ° C, under irradiance of 230 μmol 

m-2 s-1 and light photoperiod of 16 hours, being maintained under constant aeration. 

After this period they were submitted to the treatments: control (nutrient solution 

only); sodium nitroprusside (SNP-donor NO) (70 μM); sodium chloride (NaCl) (80 

mM) and NaCl + SNP (80 mM and 70 μM, respectively). The plants remained in 

treatments for periods that varied according to the analysis in question. In general, it 

was observed that the short period of exposure to NaCl was enough to trigger disorders 

in L. sativa, evidenced by the increase in the level of hydrogen peroxide (H2O2), 

membrane damage, signs of cell death, reduced growth, nutritional imbalance, 

hormonal changes and decreased photosynthetic performance. However, the presence 

of NO, supplied in the form of SNP, appeared to revert the stress induced damage by 

acting with antioxidant, directly eliminating the reactive oxygen species (ROS) and/or 

optimizing the activity of the antioxidant enzymes, by contributing to the production 

of proline, promoting ionic and hormonal balance in the cell and optimizing 

photosynthesis, resulting in better relative growth rate. Thus, during the analyzed 

period of time and applied dose of SNP, NO led the plants to the pathway that promotes 

stress tolerance, however, because it presents a pattern of temporal action it would be 

of great relevance to evaluate the performance of this signaling agent, also, at the long 

term.



1 
 

 
INTRODUÇÃO GERAL 

 

A alta salinidade é um fator de estresse que compromete significativamente o 

desempenho das culturas. Estima-se que 7% dos solos e cerca de 30% das áreas 

irrigadas do mundo são afetadas pelas elevadas concentrações de sal e tais valores 

podem aumentar consideravelmente até o final do século XXI (Ruiz-Lozano et al., 

2012; Bartha et al., 2015).  

Os fatores que promovem aumento da salinidade nos solos podem ser de causas 

naturais ou antropogênicas.  Em regiões áridas e semi-áridas, em que as precipitações 

são baixas e as temperaturas altas, o acúmulo de sais ocorre naturalmente ao longo dos 

anos. Por outro lado, o aumento da salinidade nos solos pode ocorrer por meio do uso 

excessivo de fertilizantes na agricultura e as práticas de irrigação utilizando água salina 

(Egamberdieva e Lugtenberg, 2014).   

A salinização dos solos afeta o crescimento e desenvolvimento das plantas por 

ocasionar alterações na homeostase iônica e osmótica da célula, promovendo 

desequilíbrio de nutrientes, níveis alterados de reguladores de crescimento, quebra do 

equilíbrio redox e comprometimento da fotossíntese, resultando em declínio na 

produtividade agrícola (Mahajan e Tuteja, 2005; Zhu et al., 2010; Abbasi et al., 2016; 

Muchate et al., 2016). 

Assim, diversos processos bioquímicos e fisiológicos são afetados na presença 

de sal, no entanto, é difícil estabelecer com precisão a sequência em que os eventos 

ocorrem, uma vez que o metabolismo opera em redes complexas envolvendo diversas 

reações bioquímicas interconectadas. Mas, estudos têm demonstrado que, em um 

sistema experimental, minutos após a aplicação de sal são notados efeitos de natureza 

osmótica, que ocasionam distúrbios das relações hídricas afetando a disponibilidade 

de água para a planta. Essa fase do estresse salino é chamada de “fase osmótica”, em 

que ocorrem uma sequências de reações, que conduzem à restrição da abertura 

estomática e assimilação fotossintética de CO2, aumento da temperatura e alterações 

na absorção de nutrientes essenciais (Silveira et al., 2010; Roy et al., 2014). 

A segunda fase das respostas das plantas à salinidade é caracterizada pela 

inibição do crescimento devido ao acúmulo de sais ao longo do tempo. Essa fase ocorre 

ao longo de dias a semanas sendo chamada de “fase de toxicidade ao sal” (Munns e 

Tester, 2008; Roy et al., 2014). Os íons Na+ e Cl-, em altas concentrações, conduzem 
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a diversas desordens nas plantas, que incluem a inibição enzimática, alterações na 

estrutura da membrana celular e danos ao processo fotossintético (Marschner, 2012; 

Calvet et al., 2013). 

A redução da fotossíntese pode ocorrer devido ao acúmulo de sais no 

cloroplasto, principalmente Cl-, que é considerado altamente danoso por prejudicar a 

produção de clorofila (Chl), desencadeando a clorose nas folhas (Tavakkoli et al., 

2010). Além disso, a salinidade conduz ao fechamento parcial dos estômatos em 

decorrência do efeito osmótico do estresse, prejudicando a condutância estomática, 

fixação do carbono e o transporte de elétrons nos fotossistemas (Nouri et al., 2015). 

O estresse salino ao promover o fechamento estomático, reduz a 

disponibilidade de CO2 para ser fixado no Ciclo de Calvin. Assim, os cloroplastos 

ficam expostos a energia de excitação excessiva, que por sua vez, aumenta a geração 

de espécies reativas de oxigênio (EROs), tais como ânion superóxido (O2
•-), peróxido 

de hidrogênio (H2O2), radicais hidroxila (HO•) e oxigênio singleto (1O2) (Parida e Das, 

2005; Ahmad e Sharma, 2008; Abogadallah, 2010). As EROs geram danos por meio 

da oxidação de lipídios e proteínas, alterando a estrutura da membrana celular (Pastori 

e Foyer, 2002; Apel e Hirt, 2004; Ahmad et al., 2010; Hasanuzzaman et al., 2013). 

Naturalmente, as plantas apresentam um complexo sistema de proteção 

oxidativa, que incluem a atuação de antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos para 

combater os efeitos nocivos das EROs (Gill e Tuteja, 2010). Entretanto, se a produção 

de EROs supera a capacidade do sistema antioxidante de eliminá-las, a célula sofre 

desequilíbrio redox (Hasanuzzaman et al., 2012). 

Diante disso, a sobrevivência das plantas às condições ambientais adversas 

requer alterações metabólicas e estruturais no seu programa endógeno de 

desenvolvimento (Golldack et al., 2014). Assim, com a finalidade de tolerar a alta 

salinidade, as plantas desenvolvem algumas estratégias, sendo a primeira delas o 

“ajustamento osmótico”. Nesse processo busca-se reestabelecer o turgor celular 

através da biossíntese e acúmulo de osmoprotetores, que são moléculas de baixo peso 

molecular e que não apresentam toxidez em concentrações molares (Ahn et al., 2011). 

As plantas podem sintetizar osmoprotetores com diferentes naturezas químicas, tais 

como, açúcares e açúcares alcoóis (frutano, trealose, manitol, sorbitol), 

osmoprotetores contendo amônio (poliaminas, glicina-betaína) e aminoácidos 

(prolina) (Singh et al., 2015; Suprasanna et al., 2016). 
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 A medida que os íons salinos vão sendo acumulados, a planta precisa 

desenvolver estratégias para manter a homeostase iônica, ou seja, manter os íons 

tóxicos em concentrações baixas e o acúmulo de íons essenciais em concentrações 

adequadas. Assim, nesse processo atuam sistemas de co-transporte Na+/H+ localizados 

na membrana plasmática e vacuolar, que operam de forma acoplada às H+-ATPases, 

responsáveis por gerar a força necessária para exclusão de Na+ para o interior do 

vacúolo ou para o meio extracelular (apoplasto). Atualmente são conhecidas duas 

classes de sistemas de co-transporte Na+/H+ em plantas, os transportadores SOS1 (Salt 

Overly Sensitive) na membrana plasmática e NHX (Natrium Proton Exchange) 

localizados no tonoplasto. A atuação desses transportadores permite a manutenção da 

relação K+/Na+ elevada, o que é essencial para a manutenção da homeostase 

metabólica em condições de alta salinidade (Blumwald et al., 2000; Apse e Blumwald, 

2007; Bartha et al., 2015; Houmani e Corpas, 2016). 

 De forma geral, a tolerância ao estresse salino é acompanhada de ajustamentos 

que conduzem ao acúmulo de várias substâncias, como osmoprotetores, manutenção 

da homeostase iônica, eliminação de radicais livres, repogramação gênica, alteração 

hormonal e mudanças morfológicas (Tuteja, 2007, Munns e Tester, 2008; Acosta-

Motos et al., 2017). Entretanto, essas respostas são mediadas por cascatas de 

transdução de sinais, em que atuam de forma integrada diversos agentes sinalizadores.  

 O óxido nítrico (NO) é uma molécula gasosa e pequena, altamente difusível 

através das membranas celulares e por apresentar essa natureza química particular é 

considerado, em baixas concentrações, um importante mensageiro de sinalização em 

plantas expostas aos estresses ambientais, inclusive a alta salinidade. Por isso, nos 

últimos anos têm crescido o interesse no estudo desta molécula e nas suas vias de 

biossíntese (Siddiqui et al., 2011; Groß et al., 2013; Farnese et al., 2013; Corpas e Juan, 

2015; Seabra et al., 2015). 

 Muitos estudos indicam que o estresse salino afeta o metabolismo endógeno de 

NO em plantas, entretanto, pelo fato das pesquisas com NO em células vegetais serem 

muito recentes, as vias de biossíntese desta molécula ainda não são bem 

compreendidas. Os conhecimentos atuais em plantas sugerem que o NO pode ser 

produzido através de diversas fontes, incluindo a atividade da enzima óxido nítrico 

sintase (NOS) e vias dependentes de arginina e nitrito, sendo que essas fontes podem 

atuar no mesmo contexto fisiológico (Baudouin, 2011; Groß et al., 2013). 
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O aumento de NO em decorrência de uma condição estressante ou o seu 

fornecimento exógeno ocasiona mudanças nas plantas, que as tornam mais tolerantes 

quando expostas a um novo estresse. Acredita-se que nas plantas existe um processo 

de “memória ao estresse”, no qual a prévia exposição ao NO faz com que as plantas 

desenvolvam respostas potencializadas e mais rápidas a eventos de estresses 

subsequentes (Uchida et al., 2002; Tanou et al., 2009; Farnese et al., 2016).  

O nitroprussiato de sódio (SNP) é conhecido como o doador de NO mais 

utilizado devido ao seu custo relativamente baixo, aplicação bem documentada, bem 

como a capacidade de fornecer NO de forma contínua e duradoura, quando comparado 

aos outros doadores (Floryszak-Wieczorek et al., 2006; Zandonadi et al., 2010; 

Filippou et al., 2013). Estudos revelam que o tratamento das plantas com doadores de 

NO aumenta a tolerância das plantas ao estresse salino através de diversos 

mecanismos. Esse agente sinalizador pode atuar na reprogramação gênica e modulação 

da atividade de proteínas envolvidas em processos cruciais à célula, tais como, as 

enzimas antioxidantes, proteínas envolvidas na sinalização hormonal, fotossíntese, 

biossíntese de osmoprotetores e proteínas envolvidas na homeostase iônica (Zhang et 

al., 2006; Szabados e Savouré, 2010; Tanou et al., 2012; Simontacchi et al., 2013; 

Fancy et al., 2017; Misra et al., 2017).  

A espécie Lactuca sativa, alface, pertence a família Asteraceae e corresponde 

ao vegetal folhoso mais apreciado na alimentação humana, devido ao seu conteúdo 

fitoquímico de promoção a saúde, incluindo polifenóis, carotenoides e vitamina C (Du 

Pont et al., 2000; Rattler et al., 2005; Llorach et al., 2008). Entretanto, fatores 

ambientais, como o estresse salino, podem afetar a sua produtividade e pelo fato da 

maior parte dos cultivares de alface crescerem em regiões que não são afetadas pela 

salinidade, ainda existem poucas informações a respeito dos mecanismos de 

sinalização dessa planta em resposta ao estresse (Lima e Vianello, 2011; Bartha et al., 

2015).  

Atualmente a maior parte dos estudos sobre salinidade avaliam as respostas das 

plantas quando expostas a um longo período de estresse (semanas ou meses), 

entretanto, a atuação das moléculas sinalizadoras e as alterações em alguns parâmetros 

já são observados no período inicial do estresse. Estudos indicam que o estresse salino 

de curta duração pode afetar o conteúdo de água, ocasionar danos oxidativos e alterar 

o balanço hormonal das plantas (Sheokand et al., 2008; Zapata et al., 2017). E o NO 

por ser um agente sinalizador gasoso, consegue atravessar rapidamente as membranas 
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biológicas, atuando em vários processos fisiológicos em um curto intervalo de tempo 

(Beligni e Lamattina, 2001). Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar a 

influência do NO nas respostas fisiológicas e bioquímicas de plantas de L. sativa 

expostas ao estresse salino de curta duração. 
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CAPÍTULO I 
 

Papel do óxido nítrico na mitigação dos danos oxidativos em plantas de Lactuca 

sativa L. expostas ao estresse salino de curta duração 

 
RESUMO 
 
CAMPOS, Fernanda Vidal de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 
2017. Papel do óxido nítrico na mitigação dos danos oxidativos em plantas de 
Lactuca sativa L. expostas ao estresse salino de curta duração. Orientador: Juraci 
Alves de Oliveira.  
 
A salinidade ocasiona distúrbios metabólicos nas plantas que culminam no 

desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e a capacidade 

do sistema antioxidante de eliminá-las, desencadeando o estresse oxidativo. 

Entretanto, existem agentes sinalizadores, como o óxido nítrico (NO), que operam para 

reduzir os danos gerados pelo estresse e consequentemente aumentam a tolerância da 

planta à condição ambiental imposta. Neste sentido, o presente trabalho foi 

desenvolvido com a finalidade de avaliar o papel do NO na atenuação dos danos 

oxidativos desencadeados pela exposição de curta duração à salinidade em Lactuca 

sativa. As plantas foram aclimatadas por 5 dias em solução nutritiva de Clarck ½ força 

iônica, pH 6,5, à temperatura de 25 ± 2 °C, sob irradiância de 230 µmol m-2 s-1 e 

fotoperíodo luminoso de 16 horas, sendo mantidas sob aeração constante. Decorrido 

esse período foram submetidas aos tratamentos: controle (apenas solução nutritiva); 

nitroprussiato de sódio (SNP-doador de NO) (70 μM); cloreto de sódio (NaCl) (80 

mM) e NaCl + SNP (80 mM e 70 μM, respectivamente).  As plantas permaneceram 

nos tratamentos por períodos de 6 e 24 horas para as análises da concentração de 

peróxido de hidrogênio (H2O2), atividade enzimática, morte celular e danos de 

membrana. A presença do NaCl promoveu aumento na concentração de H2O2, que 

resultou em maiores danos de membrana, detectados pelo incremento no 

extravasamento de eletrólitos e sinais de morte celular, evidenciados, principalmente, 

em raízes. A atividade enzimática variou de acordo com a enzima, órgão vegetal, 

tratamentos e tempos de exposição analisados. De forma geral, observou-se 

incremento na atividade enzimática quando as plantas eram expostas ao tratamento 

com apenas NaCl, entretanto, o aumento na atividade das enzimas não resultou em 

melhorias frente ao estresse. Em raízes expostas ao sal, as enzimas CAT, POX e APX 

apresentaram redução na sua atividade em determinados períodos de tempo analisados, 
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sugerindo que o estresse possa ter resultado em efeitos tóxicos na atividade enzimática 

ou que esse seja um mecanismo para manter a concentração de H2O2 em valores 

adequados para a sinalização. No entanto, plantas expostas ao agente estressor 

juntamente com o SNP apresentaram menor concentração de H2O2 e os danos 

oxidativos promovidos pelo sal foram revertidos. Tais resultados se correlacionam 

com o incremento na atividade das enzimas antioxidantes observados nesse tratamento 

e ao fato do NO poder atuar eliminando diretamente as EROs da célula. A atuação do 

NO como agente tóxico ou sinalizador de promoção à tolerância durante o estresse irá 

depender, dentre outros fatores, da sua concentração na planta. Diante disso, a dose 

aplicada de SNP no presente estudo resultou na atuação do NO como agente mitigador 

de danos oxidativos gerados pela salinidade em alface, afetando positivamente o seu 

desempenho.  

 

ABSTRACT 

CAMPOS, Fernanda Vidal de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, december, 
2017. Role of nitric oxide in mitigating oxidative damage in plants of Lactuca 

sativa L. exposed to short-term saline stress. Adviser: Juraci Alves de Oliveira. 
 
Salinity causes metabolic disturbances in plants that culminate in the imbalance 

between the production of reactive oxygen species (ROS) and the ability of the 

antioxidant system to eliminate them, triggering oxidative stress. However, there are 

signaling agents, such as nitric oxide (NO), that operate to reduce the damage caused 

by stress and, consequently, increase the tolerance of the plant to the imposed 

environmental condition. In this sense, the present work was developed with the 

purpose of evaluating the role of NO in the attenuation of the oxidative damages 

triggered by short term exposure to salinity in Lactuca sativa. The plants were 

acclimatized for 5 days in Clarck nutrient solution ½ ionic strength, pH 6.5, at 25 ± 2 

°C, under irradiance of 230 μmol m-2 s-1 and light photoperiod of 16 hours, being 

maintained under constant aeration. After this period they were submitted to the 

treatments: control (nutrient solution only); sodium nitroprusside (SNP-donor NO) (70 

μM); sodium chloride (NaCl) (80 mM) and NaCl + SNP (80 mM and 70 μM, 

respectively). The plants remained in the treatments for a period of 6 and 24 hours for 

the analyzes of the content of hydrogen peroxide (H2O2), enzymatic activity, cell death 

and membrane damage. The presence of the salt promoted increased H2O2 content, 
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which resulted in increased membrane damage, detected by the increase in electrolyte 

extravasation and signs of cell death, evidenced, mainly, in roots. The enzymatic 

activity varied according to the enzyme, plant organ, treatments and exposure times 

analyzed. In general, an increase in enzyme activity was observed when the plants 

were exposed to NaCl only treatment, however, the increase in enzyme activity did 

not result in improvements in stress. In roots exposed to salt, the CAT, POX and APX 

enzymes showed a reduction in their activity in determined periods of time, which 

suggests that the stress could have resulted in toxic effects on the enzymatic activity 

or that this is a mechanism to maintain the levels of H2O2 in values suitable for 

signaling. However, plants exposed to the stressor along with the SNP presented lower 

H2O2 content and the oxidative damage promoted by the salt were reversed. These 

results correlate with the increase in the activity of antioxidant enzymes observed in 

this treatment and the fact that NO can act directly eliminating the EROs of the cell. 

The performance of NO as a toxic agent or promoting signal to stress tolerance will 

depend, among other factors, on its concentration in the plant. Therefore, the applied 

dose of SNP in the present study resulted in NO acting as a mitigating agent of 

oxidative damages generated by salinity in lettuce, affecting positively its 

performance. 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

As plantas por serem organismos sésseis estão constantemente sujeitas a 

diversos fatores ambientais que podem limitar o seu desenvolvimento. Nesse contexto, 

a elevada salinidade dos solos é considerada uma das ameaças mais críticas ao 

desempenho vegetal, pois cerca de 800 x 106 milhões de hectares de terra são afetadas 

pelo sal em todo o mundo, sendo que esse valor pode aumentar cerca de 1 a 2% 

anualmente, o que compromete a segurança alimentar (Munns e Tester, 2008; Rizwan 

et al., 2015).  

 A alta salinidade dos solos afeta o desempenho das plantas por ocasionar déficit 

de água e toxicidade iônica nas células. Entretanto, esses processos podem 

desencadear desordens nas vias metabólicas, que culminam em estresses secundários, 

como o estresse oxidativo (Abogadallah, 2010; Oukarroum et al., 2015; Nxele et al., 

2017; Yousuf et al., 2017). 
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 A resposta inicial das plantas expostas à salinidade é promover o fechamento 

estomático e assim, reduzir a perda de água por transpiração. Tal mecanismo reduz a 

concentração interna de CO2 (Ci) e consequentemente a sua fixação no Ciclo de Calvin. 

Ao mesmo tempo, a exposição à luz faz com que grande intensidade de fótons 

cheguem até o aparato fotossintético promovendo reações de oxidação e transferência 

de elétrons. Desta forma, o desequilíbrio entre as fases fotoquímica e bioquímica da 

fotossíntese, faz com que os elétrons do fotossistema I (FSI) passem a ser desviados 

da ferredoxina para o oxigênio, levando a formação de ânion superóxido (O2
•-), 

processo conhecido como Reação de Mehler. As desordens no transporte de elétrons 

também promovem a redução do pool de plastoquinona levando a maior formação de 

oxigênio singleto (1O2). Além dos efeitos desencadeados pelo fechamento estomático, 

o excesso de íons Na+ e Cl- na célula pode afetar a integridade dos componentes da 

cadeia transportadora de elétrons, promovendo uma maior produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) (Hsu et al., 2003; Asada, 2006; Ahmad et al., 2010; 

Ahmad e Prasad, 2011; Ozgur et al., 2013; Oukarroum et al., 2015). 

 Em decorrência da diminuição de Ci, a atividade oxigenativa da RUBISCO 

aumenta, desencadeando incremento na fotorrespiração e maior produção de H2O2 nos 

peroxissomos (Leegood et al., 1995; Noctor et al., 2002; Karpinski et al., 2003; 

Ghannoum, 2009). Em plantas C3 a fotorrespiração é considerada a principal 

responsável pela geração de H2O2 sob estresse salino, sendo que estudos já 

demonstram que este mecanismo contribui com até 70% do H2O2 na célula. Devido a 

meia vida relativamente longa e sua permeabilidade através das membranas, o H2O2 

produzido pode causar danos oxidativos nos peroxissomos bem como em outros sítios 

celulares (Cushman e Bohnert, 1997; Noctor et al., 2002).  

 Elevadas concentrações de sais no solo são responsáveis por aumentar a 

produção de EROs, também, nas mitocôndrias, embora sua produção seja menor 

quando comparada aos cloroplastos e peroxissomos (Foyer e Noctor, 2005). O excesso 

de sais promove aumento da atividade respiratória das plantas, possivelmente, devido 

a maior demanda por ATP mitocondrial para compensar a taxa reduzida de síntese de 

ATP no cloroplasto. Além disso, a atuação dos mecanismos de defesa sob estresse 

requer alta demanda energética (Atkin e Macherel, 2009; Norman et al., 2004; Miller 

et al., 2010; Groß et al., 2013). 

 Apesar de ser bem conhecido os efeitos danosos das EROs nas células, em 

condições de estresse, a produção de EROs no apoplasto é considerada uma estratégia 
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importante para a sinalização. Alguns autores demonstraram que nas primeiras horas 

de estresse, a produção de H2O2, principalmente pela ação das enzimas NADPH 

oxidases associadas à membrana, conduz ao processo conhecido como “explosão 

oxidativa” (oxidative burst). Nesse processo, a produção de EROs é induzida a partir 

da célula que recebeu o estímulo e se propaga para as células vizinhas, iniciando 

eventos de sinalização a longa distância, que permitem que todas as células da planta 

possam alterar sua expressão gênica e metabolismo em resposta ao estresse (Ma et al., 

2012; Mittler e Blumwald, 2015; Rejeb et al., 2015; Farnese et al., 2016). Estudos têm 

demonstrado que a síntese de H2O2 no apoplasto pode estar envolvido na mediação de 

respostas aclimatativas importantes durante a salinidade, como a atuação no 

fechamento estomático, síntese e fortalecimento da parede celular e regulação da 

homeostase iônica (Mittler et al., 2011; O'brien et al., 2012; Saha et al., 2015; Houmani 

e Corpas, 2016).  

 Em elevadas concentrações as EROs ocasionam danos por oxidar moléculas 

indispensáveis ao funcionamento celular, tais como lipídios, proteínas, ácidos 

nucleicos e hidratos de carbono, alterando assim as suas propriedades e funções. 

Quando as EROs são produzidas e acumuladas demasiadamente a planta sofre 

desequilíbrio redox, o que eventualmente conduz à morte celular (Abogadallah, 2010; 

Sharma et al., 2012; Anjum et al., 2014, Aref et al., 2016). 

 Neste sentido, para lidar com os distúrbios metabólicos induzidos pelas EROs, 

as plantas dispõem de mecanismos de proteção oxidativa, que incluem a ação de 

antioxidantes enzimáticos, como a atividade das enzimas dismutase do superóxido 

(SOD), catalase (CAT) e as peroxidases (POX), bem como compostos não 

enzimáticos, tais como ascorbato (AsA), glutationa (GSH), carotenoides e tocoferóis. 

Todo esse arsenal bioquímico é formado por uma fração constitutiva e por uma fração 

induzível, que é expressa em resposta ao surgimento de um estresse (Munns e Tester, 

2008; Medeiros et al., 2012; Das e Roychoudhury, 2014; Iqbal et al., 2015). 

 Diante de uma situação de estresse, diversos agentes sinalizadores atuam 

mediando respostas à nova condição imposta. O óxido nítrico (NO), em baixas 

concentrações, é considerado uma molécula sinalizadora e antioxidante de grande 

relevância na tolerância das plantas ao estresse salino (Uchida et al., 2002; Zhang et 

al., 2006; Corpas et al., 2011; Salgado et al., 2017). Por apresentar elétron 

desemparelhado, esse sinalizador consegue reagir diretamente com as EROs, 

eliminando-as da célula (Hill et al., 2010; Groß et al., 2013). Além disso, o NO pode 



16 
 

atuar interagindo com enzimas antioxidantes aumentando a sua atividade, 

principalmente, por um processo chamado S-nitrosilação, em que se liga ao grupo tiol 

do resíduo de cisteína das enzimas (Leitner et al., 2009; Spadaro et al., 2010; Arora et 

al., 2016). 

 Em 2009, Tanou et al., relataram pela primeira vez a influência da S-

nitrosilação de proteínas na tolerância ao estressse salino e concluiu que possivelmente 

esta modificação protegeu diversas moléculas celulares das EROs produzidas durante 

o estresse. Após isso, diversos estudos demonstraram a atuação do NO na modificação 

e aumento do desempenho das enzimas antioxidantes em condições de alta salinidade 

(Tanou et al., 2010; Sehrawat et al., 2013; Begara-Morales et al., 2013, 2015; Ahmad 

et al., 2016).  

Muitos autores consideram que a tolerância das plantas à salinidade é 

consequência da sua maior resistência ao estresse oxidativo gerado nessas condições 

e o NO desempenha papel crucial nesse processo ao apresentar propriedades 

antioxidantes (Hernández e Almansa, 2002; Groβ et al., 2013). Gapinska et al. (2008), 

ao avaliarem as respostas antioxidantes em plantas de tomate expostas ao estresse 

salino de curta e longa duração, verificaram que as mudança na dinâmica das enzimas 

antioxidantes sugere que o período inicial de exposição ao NaCl é o momento mais 

importante do estresse oxidativo gerado pela elevada salinidade. Nesse sentido, a 

hipótese desse trabalho é que o fornecimento de NO, via SNP, irá mitigar os danos 

oxidativos gerados pela breve exposição ao NaCl, resultando em melhorias frente ao 

estresse.  

A alface (Lactuca sativa) por ser uma espécie de ciclo curto e fácil cultivo, 

torna-se um excelente modelo experimental para avaliar respostas a estresses 

ambientais. Diante disso, esse estudo teve por objetivo avaliar a intensidade do estresse 

oxidativo gerado em plantas de L. sativa expostas ao estresse salino de curta duração 

e verificar o papel do NO na manutenção do equilíbrio redox.  

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1. Cultivo, aclimatação e aplicação dos tratamentos 

Plântulas de alface (Lactuca sativa L.), cultivar crespa Vanda, de 

aproximadamente vinte dias de germinação, foram selecionadas quanto ao vigor e a 

uniformidade da parte aérea e da raiz. Após selecionadas foram submetidas a um 

período aclimatativo de 5 dias em solução nutritiva de Clark (1975) ½ força e pH 6,5, 
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sob aeração constante e foram mantidas em sala de crescimento à temperatura de 25 ± 

2 °C, irradiância de 230 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo luminoso de 16 horas. Após esse 

período foram aplicados os seguintes tratamentos: (a) controle (apenas solução 

nutritiva); (b) nitroprussiato de sódio (SNP-doador de NO) (70 μM); (c) cloreto de 

sódio (NaCl) (80 mM) e (d) NaCl + SNP (80 mM e 70 μM, respectivamente). As 

plantas permaneceram nos tratamentos por períodos de 6 e 24 horas, após foi realizada 

a coleta do material vegetal para a realização das análises.  

 

2.2. Determinação da concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

 Para determinação da concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2), 

amostras de 0,2 g de raízes e de folhas foram homogeneizadas em meio de extração 

constituído de tampão fosfato de potássio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 

mM, e centrifugadas a 10.000 xg, por 15 minutos, à temperatura de 4 °C (Kuo e Kao, 

2003). Alíquotas de 50 µL do sobrenadante foram adicionadas ao meio de reação 

constituído de sulfato ferroso amoniacal 100 µM, ácido sulfúrico 25 mM, laranja de 

xilenol 250 µM e sorbitol 100 mM (Gay e Gebicki, 2000). As amostras foram mantidas 

no escuro por 30 minutos e a absorvância determinada a 560 nm em espectrofotômetro 

UV/visível Hitachi, modelo U-5100. As concentrações de H2O2 foram estimadas com 

base em curva de calibração preparada com padrões de H2O2. 

 

2.3. Avaliação da atividade das enzimas antioxidantes 

Os extratos enzimáticos brutos para a determinação da atividade das enzimas 

foram obtidos pela homogeneização de 0,3 g de raízes e folhas em nitrogênio líquido, 

seguida da adição de 2 mL de meio de extração, constituído de tampão fosfato de 

potássio 0,1 M, pH 6,8, ácido etilenodiaminotetrácético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de 

fenilmetilsulfônico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et 

al., 1999). O homogeneizado foi submetido à centrifugação a 12.000 xg por 15 

minutos, à temperatura de 4 ºC. O sobrenadante obtido foi utilizado como extrato bruto 

na determinação da atividade enzimática. Todas as etapas necessárias ao processo de 

extração foram executadas à temperatura de 4 ºC.  

 

2.3.1.  Determinação da atividade da dismutase do superóxido (SOD, EC 1.15.1.1) 

A atividade da SOD foi determinada pela adição de 50 µL do extrato enzimático 

bruto a 5 mL do meio de reação constituído de tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 
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7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazólio (NBT) 75 µM, EDTA 0,1 

mM e riboflavina 2 µM. A reação foi conduzida a 25 °C, em uma câmara de reação 

sob iluminação de uma lâmpada fluorescente de 15 W, mantida no interior de uma 

caixa coberta com papel alumínio. Após 5 minutos de exposição à luz, a iluminação 

foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorredução do NBT, foi medida 

pela absorvância a 560 nm. A absorvância a 560 nm de um meio de reação exatamente 

igual ao anterior, mas mantido no escuro por igual período, serviu de branco e foi 

subtraído da leitura da amostra que recebeu iluminação (Giannopolitis e Ries, 1977). 

Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessária para inibir 

em 50% a fotorredução do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971). 

 

2.3.2. Determinação da atividade da catalase (CAT, EC1.11.1.6) 

A atividade da catalase foi determinada pela adição de 0,1 mL do extrato 

enzimático bruto a 2,9 mL do meio de reação constituído de tampão fosfato de potássio 

50 mM, pH 7,0 e H2O2 12,5 mM (Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na 

absorvância, no primeiro minuto de reação, foi medido a 240 nm, a 25 °C. A atividade 

enzimática foi calculada, utilizando-se o coeficiente de extinção molar de 36 M-1 cm-1 

(Anderson et al., 1995) e expresso em µmol de H2O2 min-1 mg-1 proteína. 

 

2.3.3. Determinação da atividade das peroxidases totais (POX, EC1.11.1.7) 

A atividade das peroxidases foi determinada pela adição de 0,1 mL do extrato 

enzimático bruto a 4,9 mL do meio de reação constituído de tampão fosfato de potássio 

25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H2O2 20 mM (Kar e Mishra, 1976). A produção 

de purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorvância durante o primeiro 

minuto de reação a 420 nm, a 25 °C. A atividade enzimática foi calculada utilizando-

se o coeficiente de extinção molar de 2,47 mM-1 cm-1 (Chance e Maehley, 1955) e 

expressa em µmol de H2O2 min-1 mg-1 proteína. 

 

2.3.4. Determinação da atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) 

 A atividade da peroxidase do ascorbato foi determinada pela adição de 0,1 mL 

do extrato enzimático bruto a 2,9 mL do meio de reação constituído de tampão fosfato 

de potássio 50 mM, pH 6,0, ácido ascórbico 0,8 mM e H2O2 1 mM (Nakano e Asada, 

1981, modificado por Koshiba, 1993). O decréscimo na absorvância a 290 nm, à 

temperatura de 25 °C, foi medido durante o primeiro minuto da reação, sendo, a 



19 
 

atividade da APX determinada com base na inclinação da reta no intervalo de 0,4 a 0,8 

minutos, após o início da reação. A atividade enzimática foi calculada utilizando-se o 

coeficiente de extinção molar de 2,8 mM-1 cm-1 (Nakano e Asada, 1981) e expressa 

em µmol de ácido ascórbico (AA) min-1 mg-1 proteína. 

 

2.3.5. Determinação de proteínas  

 A determinação de proteínas nos extratos enzimáticos foi realizada pelo método 

de Bradford (Bradford et al., 1976), utilizando albumina bovina (BSA) para curva 

padrão. 

 

2.4. Avaliação do extravasamento de eletrólitos 

 A avaliação do extravasamento de eletrólitos foi realizada segundo adaptação 

das metodologias descritas por Vasquez-Tello et al. (1990) e Pimentel et al. (2002). 

Aproximadamente 0,2 g de raízes e folhas de L. sativa  foram coletados, lavados por 

3 vezes em água desionizada e depois transferidos para frascos de vidro contendo 10 

mL de água purificada por osmose reversa, onde permaneceram imersos por 6 horas. 

Após este período mediu-se a condutividade livre (CL, µS/cm), utilizando-se um 

condutivímetro de bancada (Tecnal, modelo Tec-4MP). Posteriormente, os mesmos 

frascos foram colocados em estufa a 100 °C por 1 hora e após resfriamento foi obtida 

a condutividade total (CT, µS/cm). Para evitar erro nos resultados, o sensor do 

condutivímetro foi lavado entre cada leitura com água desionizada. Com os resultados 

obtidos, calculou-se a taxa de liberação de eletrólitos, dada em porcentagem, por meio 

da seguinte fórmula: TLE = (CL/CT) x 100, em que TLE= Taxa de liberação de 

eletrólitos; CL = condutividade livre e CT = condutividade total. 

 

2.5. Avaliação da morte celular  
 Para avaliar a morte celular foi realizado teste com azul de Evans em amostras 

de raízes e folhas, imediatamente após a finalização dos tratamentos. Este teste 

consistiu na imersão dos discos foliares (1 cm de diâmetro) e ápices radiculares (1 cm) 

durante 40 min em solução de azul de Evans 0,1%. Após esse período, os discos 

foliares foram submetidos a clarificação por 24 h em álcool 95% em estufa a 65 °C 

(Kato et al., 2007). Após esse processo, os discos foliares e os segmentos radiculares 

foram fotografados utizando o auxílio de microscópio esteroscópio e microscópio de 

luz para melhor visualização das imagens.  
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2.6. Delineamento experimental e análise estatística 

 Todos os experimentos foram conduzidos no delineamento experimental 

inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, sendo cada unidade experimental 

constituída de duas plantas, apresentando cinco repetições. Os  resultados  foram  

submetidos a análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de 

Tukey, a 5% de probabilidade.  As análises estatísticas foram realizadas utilizando o 

programa SISVAR desenvolvido por Ferreira (1999). 

 

3. RESULTADOS 

3.1. Concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

 Raízes e folhas de L. sativa apresentaram comportamento semelhante durante 

os dois tempos de exposição aos tratamentos analisados. Plantas submetidas a 

salinidade apresentaram incremento significativo na concentração de peróxido de 

hidrogênio (H2O2), quando comparadas às plantas controle, sendo esse aumento de 

aproximadamente 34% em folhas durante os dois tempos de tratamento e, 18% e 30% 

em raízes durante 6 e 24 horas, respectivamente (Figura 1). 

 Entretanto, a exposição ao tratamento com NaCl juntamente com o doador de 

NO resultou em valores de H2O2 similares ao observado em plantas controle e expostas 

somente ao SNP (Figura 1). 

 

Figura 1. Concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) em folhas ( ) e raízes (
) de L. sativa expostas aos tratamentos por 6 (A) e 24 horas (B). Médias seguidas 

pelas mesmas letras minúsculas (folha) e maiúsculas (raízes) não diferem 
significativamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.  
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3.2. Integridade da membrana 

 Em plantas expostas ao tratamento com NaCl, os danos de membrana, 

mensurável através do incremento no extravasamento de eletrólitos, foram observados 

durante os dois tempos analisados. Em folhas a taxa de extravasamento de eletrólitos 

aumentou 14% em relação ao controle durante as primeiras 6 horas de estresse e se 

intensificou após as 24 horas, em que foi observado incremento na ordem de 102%. 

Em raízes, as primeiras 6 horas já foram suficientes para desencadear danos em 

proporções elevadas, que se intensificaram ao longo do tempo. Sendo o aumento na 

taxa de extravamento de eletrólitos de aproximadamente 65% e 79%, durante 6 e 24 

horas, respectivamente (Figura 2A e 2B). 

 A exposição de L. sativa ao tratamento com NaCl juntamente com SNP 

permitiu que os danos fossem significativamente menores em raízes quando 

comparadas as plantas expostas somente ao NaCl, sendo esses resultados observados 

durante os dois tempos analisados. Tal redução ocorreu na ordem de 25% e 29% 

durante 6 e 24 horas, respectivamente. No entanto, em folhas essa redução ocorreu em 

aproximadamente 19%, somente durante 6 horas de tratamento, sendo que após as 24 

horas não variou significativamente em relação ao tratamento com NaCl (Figura 2A e 

2B). 

Folhas de plantas expostas ao SNP isoladamente apresentaram os níveis de 

extravasamento de eletrólitos semelhantes aos encontrados para plantas controle, já 

em raízes os danos foram inferiores (Figura 2A e 2B). 

Figura 2. Extravasamento de eletrólitos em folhas (      ) e raízes (      ) de L. sativa 
expostas aos diferentes tratamentos por 6 (A) e 24 horas (B). Médias seguidas pelas 
mesmas letras minúsculas (folha) e maiúsculas (raízes) não diferem significativamente 
entre si pelo Teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.  
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3.3. Atividade das enzimas antioxidantes: dismutase do superóxido (SOD), 
catalase (CAT), peroxidases (POX) e peroxidase do ascorbato (APX) 

 Plantas de L. sativa apresentaram incremento na atividade da enzima dismutase 

do superóxido (SOD) quando expostas ao sal por 6 horas, sendo esse de 

aproximadamente 48% em folhas e 35% em raízes, ambos comparados aos respectivos 

controles. A exposição ao agente estressor junto ao SNP resultou em aumento na 

atividade da enzima em raízes, na ordem de 86%, 80% e 38%, em relação aos 

tratamentos controle, SNP e NaCl, respectivamente. Folhas expostas a esse mesmo 

tratamento não apresentaram variação significativa na atividade da SOD quando 

comparadas ao tratamento com apenas NaCl e apenas SNP, entretanto aumento de 

33% foi observado em relação ao controle. Em raízes a exposição SNP resultou em 

valores similares ao observado no controle, mas em folhas ocasionou incremento na 

atividade da enzima em aproximadamente 29% (Figura 3A). 

 Nos dois órgãos vegetais analisados a atividade da SOD apresentou 

comportamento similar após o período de 24 horas de exposição aos tratamentos, em 

que observou-se incremento na atividade enzimática em plantas expostas ao NaCl, 

sendo esse na ordem de 20% em folhas e 23% em raízes. Nos demais tratamentos 

analisados a atividade da enzima apresentou valores similares ao controle (Figura 3B).  

 A atividade da enzima catalase (CAT) apresentou comportamento diferenciado 

em raízes e folhas de L. sativa após as primeiras 6 horas de estresse salino. De forma 

que em folhas observou-se incremento acentuado na atividade enzimática, em 

aproximadamente 137%, enquanto em raízes a atividade não variou em relação ao 

controle. Verificou-se redução na atividade da CAT em aproximadamente 23% em 

raízes de plantas expostas ao SNP, mas quando foram expostas ao SNP juntamente 

com o agente estressor, a atividade não variou significativamente em relação ao 

controle, sendo observados resultados similares em folhas (Figura 3C).    

 Após 24 horas, as folhas apresentaram incremento na atividade da CAT em 

aproximadamente 61% e 40%, quando expostas aos tratamentos com NaCl e NaCl 

junto ao SNP, respectivamente. A exposição ao SNP resultou em valores similares aos 

encontrados em plantas controle. Em raízes, a salinidade promoveu redução na 

atividade enzimática em aproximadamente 36% em relação ao controle. Entretanto, 

quando as mesmas foram submetidas ao NaCl juntamente com o doador de NO a 

atividade da CAT se restabeleceu, obtendo valores similares ao observado em plantas 

expostas aos tratamentos controle e SNP (Figura 3D).  
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 A atividade da enzima peroxidase (POX) apresentou comportamento distinto 

em folhas e raízes  expostas à salinidade por 6 horas. Em folhas observou-se 

incremento de aproximadamente 72%, enquanto em raízes a atividade enzimática 

declinou em 23%, ambos em relação aos respectivos controles. No entanto, a 

exposição ao NaCl juntamente com o SNP resultou em incremento na atividade da 

POX em folhas e raízes, sendo esse na ordem de 107% e 21% em folhas e, 39% e 82% 

em raízes, ambos comparados aos tratamentos controle e NaCl, respectivamente. 

Tanto em folhas quanto em raízes a exposição ao SNP resultou em valores de atividade 

enzimática similares aos observados em plantas controle (Figura 3E).   

 Plantas submetidas ao NaCl por 24 horas, apresentaram incremento na 

atividade da POX em aproximadamente 29% e 91% em folhas e raízes, 

respectivamente, ambos comparados aos respectivos controles. Em folhas a exposição 

ao NaCl acrescido do SNP ocasionou padrão de atividade enzimática similar ao 

observado em plantas expostas ao controle e somente ao SNP. Já em raízes expostas 

ao mesmo tratamento, a atividade da POX não diferiu em relação ao tratamento com 

apenas SNP, mas apresentou incremento de aproximadamente 38% em relação ao 

controle (Figura 3F). 

 A atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) apresentou aumento na 

ordem de 92% e 150% em folhas de plantas expostas aos tratamentos com NaCl e 

NaCl junto ao SNP por 6 horas, respectivamente. Entretanto esses tratamentos não 

variaram significativamente entre si.  Em raízes observou-se decréscimo na atividade 

dessa enzima em plantas expostas ao NaCl por esse mesmo período, sendo esse de 

aproximadamente 17%, quando comparado ao controle. Mas a exposição ao agente 

estressor acrescido do SNP fez com que a atividade da APX em raízes recuperasse, 

obtendo-se incrementos de aproximadamente 16% e 40%, em relação aos tratamentos 

controle e NaCl, respectivamente. Tanto em folhas quanto em raízes a exposição ao 

SNP por 6 horas resultou em valores similares aos observados em plantas controle 

(Figura 3G). 

 A exposição aos tratamentos por 24 horas resultou em atividade similar da 

enzima APX  em folhas e raízes de L. sativa. Sendo que em ambos os órgãos vegetais 

observou-se incrementos na atividade enzimática em plantas expostas ao NaCl e ao 

NaCl junto ao SNP, sendo esses de aproximadamente 180% e 317% em folhas e, 144% 

e 236% em raízes, ambos comparados aos controles. Em folhas e raízes expostas ao 
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SNP a atividade da APX não variou significativamente em relação aos seus controles 

(Figura 3H).  

 

Figura 3. Atividade das enzimas antioxidantes em folhas (      ) e raízes (      ) de 
plantas de L. sativa expostas aos diferentes tratamentos: SOD: dismutase do 
superóxido (A) e (B); CAT: catalase (C) e (D); POX: peroxidases (E) e (F); APX: 
peroxidase do ascorbato (G) e (H) por 6 e 24 horas, respectivamente. Médias seguidas 
pelas mesmas letras minúsculas (folha) e maiúsculas (raízes) não diferem 
significativamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.  
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De forma geral, observou-se uma redução pronunciada na atividade da SOD em 

raízes e folhas de plantas expostas aos tratamentos por 24 horas. Em contrapartida, as 

peroxidases, especialmente a APX, apresentou incremento pronunciado em sua 

atividade nesse mesmo período de tempo analisado, principalmente em raízes (Figura 

3A, 3B, 3G e 3H). 

 
3.4. Morte celular em folhas e raízes de L. sativa 

 Discos foliares de plantas de L. sativa expostas aos tratamentos por 6 horas não 

apresentaram evidências de morte celular (Figura 4A, 4C, 4E, 4G). No entanto, em 

plantas expostas ao estresse salino por 24 horas, foram observadas nos discos foliares 

algumas regiões coradas com o Azul de Evans, indicador de morte celular. Já nos 

demais tratamentos, expostos a esse mesmo intervalo de tempo, não foram constatadas 

variações pronunciadas na coloração (Figura 4B, 4D, 4F e 4H).  

 

 

Figura 4. Morte celular em discos foliares de plantas de L. sativa expostas aos 
tratamentos: controle (A) e (B); SNP (C) e (D); NaCl (E) e (F); NaCl + SNP (G) e (H) 
por 6 e 24 horas, respectivamente.  

A B

C D

E F

G H
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 Em segmentos radiculares foi detectada regiões de morte celular em plantas 

expostas a salinidade durante os dois intervalos de tempo analisados, sendo mais 

perceptível em raízes expostas ao estresse por 24 horas. No entanto, nos demais 

tratamentos não foram verificados indicativos de morte celular, evidenciados pela 

ausência do marcador Azul de Evans (Figura 5).    

 

 

Figura 5. Morte celular em segmentos de raízes de L. sativa expostas aos tratamentos:  
controle (A) e (B); SNP (C) e (D); NaCl (E) e (F); NaCl + SNP (G) e (H) por 6 e 24 
horas, respectivamente.   

A B

C D

E F

G H
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4. DISCUSSÃO 

Durante todo o seu ciclo de vida, as plantas estão realizando atividades 

metabólicas que culmina em em subprodutos inevitáveis, como as espécies reativas de 

oxigênio (EROs). Essas são formadas pela redução incompleta ou excitação do 

oxigênio molecular, resultando em oxidantes fortes que podem reagir com uma grande 

variedade de moléculas biológicas (Abogadallah, 2010; Petrov e Van Breusegem, 

2012; Demidchik, 2015). 

 Uma vez que o metabolismo aeróbico é baseado no fluxo de elétrons através 

das membranas mitocondriais e/ou plastidiais, danos no metabolismo em decorrência 

de uma condição de estresse culmina no desvio de elétrons para o oxigênio, resultando 

no aumento da produção de EROs (Ismail et al., 2014). Em plantas de L. sativa 

expostas a salinidade, observou-se aumento na produção de H2O2 durante os dois 

tempos de tratamento analisados. Segundo Miller et al. (2010) e Rejeb et al. (2015) 

essa acumulação de H2O2 é uma resposta precoce comum em condições de estresse 

salino.  

 Como os efeitos do sal são complexos, o aumento na geração de H2O2 nessa 

condição pode ocorrer por diversas fontes. O fechamento estomático induzido pelo 

efeito osmótico da salinidade, reduz a disponibilidade e fixação do carbono no Ciclo 

de Calvin, expondo os cloroplastos a energia de excitação excessiva que, por sua vez, 

conduz ao maior desvio de elétrons para o oxigênio resultando na formação de EROs. 

Além disso, a redução de CO2 interna promove o incremento na taxa de fixação do 

oxigênio pela RUBISCO, aumentando a taxa fotorrespiratória e a produção de H2O2 

nos peroxissomos. EROs também podem ser formadas devido aos efeitos tóxicos dos 

íons Na+ e Cl- no sistema de transporte de elétrons e pelo aumento da atividade das 

enzimas NADPH oxidases associadas a membrana (Parida e Das, 2005; Ahmad e 

Sharma, 2008; Ashraf 2009, Abogadallah, 2010; Gill e Tuteja, 2010; Ahmad et al., 

2011). Em plantas de Arabidopsis thaliana foi demonstrado que as NADPH oxidases 

são as principais responsáveis pela produção de H2O2 em resposta ao estresse salino 

de curta duração. Relatando ainda que essa produção precoce de H2O2 pode atuar como 

sinalizador estimulando a atividade de enzimas antioxidantes para que a planta possa 

lidar com o estresse a longo prazo (Leshem et al., 2007; Rejeb et al., 2015). 

 A exposição ao NaCl acrescido do doador de NO resultou em menor produção 

de H2O2 em plantas de L.sativa . O NO tem a capacidade de reduzir os danos oxidativos 
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por atuar neutralizando diretamente as EROs, eliminando-as da célula. Apesar de 

poder atuar de diversas formas, a interação mais conhecida é a do ânion superóxido 

(O2
•-) com o NO para formar peroxinitrito (ONOO-), molécula que é rapidamente 

decomposta em produtos estáveis (Hill et al., 2010; Groß et al., 2013; Sheokand e 

Kumari, 2015). O H2O2 é um produto inevitável da presença do O2
•-,  uma vez que 

esse último é rapidamente dismutado a H2O2 em pH baixo ou por ação da enzima 

dismutase do superóxido (SOD). Dessa forma, a atuação do NO em reduzir o O2
•- 

resulta na menor concentração de H2O2 encontrada. Além disso, o NO pode atuar 

reduzindo a concentração de EROs por induzir a expressão gênica e modular a 

atividade das enzimas antioxidantes (Groß et al., 2013; Arora et al., 2016).  

 As EROs são altamente reativas e podem causar danos através da oxidação de 

hidratos de carbono, desnaturação proteica, danos ao DNA e peroxidação lipídica nas 

membranas celulares. Sendo esse último fator considerado uma das principais causas 

de toxicidade celular mediada pelas EROs (Noctor e Foyer, 1998 ; Apel e Hirt, 2004; 

Ahmad et al., 2010; Hossain et al., 2011; Hayat et al., 2012). Em plantas de L. sativa, 

a salinidade aumentou a concentração de H2O2 e a permeabilidade das membranas, 

mensurável através do maior extravasamento de eletrólitos nesse tratamento. 

Entretanto, a exposição ao doador de NO minimizou as alterações na membrana, 

possivelmente devido ao seu papel em reduzir danos oxidativos e aumentar a 

concentração de cálcio no citoplasma, íon essencial na estabilidade das membranas. 

Tais resultados também foram observados em Glycine max (Simaei et al., 2011), 

Lycopersicom esculentum (Wu et al., 2011), Triticum aestivum (Hasanuzzaman et al., 

2012a), Brassica juncea (Khan et al., 2012) e Cicer arietinum (Sheokand et al., 2010; 

Ahmad et al.,2016). 

 Nesse contexto, para impedir os danos desencadeados pelo excesso de EROs 

as plantas dispõem de mecanismos antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos de 

defesa, que atuam de forma coordenada e em diferentes compartimentos celulares. As 

principais enzimas envolvidas na eliminação das EROs reportadas em estudos sobre 

estresse salino são as dismutases do superóxido (SOD), catalase (CAT) e as 

peroxidases (POX), dentre o qual se destaca a peroxidase do ascorbato (APX).    

 Em plantas de L. sativa a salinidade resultou em respostas variáveis na 

atividade enzimática de acordo com os tratamentos, órgãos e tempos de exposição 

analisados. A dismutase do superóxido (SOD) é considerada a primeira linha defesa 

enzimática contra as EROs, uma vez que atua dismutando o O2
•- a H2O2 
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(Hasanuzzaman et al., 2012b). No presente estudo, a salinidade promoveu aumento na 

atividade dessa enzima nas primeiras horas de estresse. Tal resultado foi observado 

também em plantas de cevada, o que pode indicar a importância da dismutação do O2
•- 

nas fases iniciais da sinalização em resposta ao estresse salino (Maksimović et al., 

2013).  

 O incremento na atividade da SOD resulta na maior produção de H2O2, que por 

sua vez, pode ser eliminado através da atividade das enzimas catalase (CAT), que 

converte diretamente H2O2 em O2 e H2O e as peroxidases (POX), em especial a 

peroxidase do ascorbato (APX), que pode reduzir o H2O2 a H2O no cloroplasto, 

citossol, mitocôndrias, peroxissomos e espaço apoplástico, utilizando nesse processo 

o ascorbato como doador de elétrons (Sofo et al., 2015). De forma geral, foi observado 

em plantas de L. sativa aumento na atividade das enzimas CAT, POX e APX quando 

expostas ao estresse salino, o que possivelmente está relacionado com a necessidade 

de remoção do excesso de H2O2 produzido nessa condição. O aumento na atividade 

dessas enzimas também foi observado em Solanum Lycopersicum (Hayat et al., 2012; 

Manai et al, 2014), Triticum aestivum (Kausar et al., 2013), Carthamus tinctorius 

(Gengmao et al., 2015); Cicer arietinum (Ahmad et al., 2016); Phaseolus vulgaris 

(Taïbi et al., 2016) e Brassica juncea (Yousuf et al., 2017).  

O aumento na atividade das enzimas antioxidantes é considerado um indicativo 

de maior tolerância das plantas ao estresse (Iqbal et al., 2015; Lei et al., 2016; 

Hernández et al., 2017). Entretanto, no presente estudo o incremento na atividade 

enzimática em plantas expostas ao NaCl, não resultou em melhorias frente ao estresse, 

evidenciados pelos maiores concentrações de H2O2 e danos de membrana observados 

nesse tratamento. Segundo Miller et al. (2010) a sobrevivência das plantas sob estresse 

depende do equilíbrio entre a geração e a desintoxicação de EROs pelo sistema 

antioxidante, sugerindo que plantas de L. sativa não conseguiram alcançar a 

homeostase redox no período analisado.   

 Além disso, foi observado em raízes que após as primeiras 6 horas de estresse 

ocorreu redução na atividade da POX e APX, enquanto a CAT reduziu sua atividade 

após 24 horas. Tal resultado sugere um efeito tóxico do sal sobre a produção e 

atividade dessas enzimas (Mittler, 2002; Srinieng et al., 2015). Mas pode indicar, 

também, um mecanismo de tolerância, pois segundo Maksimović et al. (2013), o 

aumento inicial na atividade de enzimas que eliminam o H2O2 pode interferir em redes 

de sinalização, não sendo um fator vantajoso sob condições de estresse, uma vez que 
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o H2O2 atua na sinalização celular. Alguns autores demonstraram que nas primeiras 

horas de estresse, a atividade enzimática reduzida é acompanhada por maior produção 

de H2O2, principalmente pela ação das enzimas NADPH oxidases associadas à 

membrana (Rejeb et al., 2015; Farnese et al., 2016). 

 No presente estudo foi observado que em determinados tempos de exposição 

aos tratamentos e/ou órgãos analisados, a atividade das enzimas antioxidantes 

apresentaram incremento quando expostas ao NaCl acrescido do doador de NO, SNP. 

Tal comportamento também foi observado em arroz (Uchida et al., 2002); trigo 

(Hasanuzzaman et al., 2011);  tomate (Wu et al., 2011; Hayat et al., 2012; Manai et 

al., 2014); mostarda (Khan et al., 2012); algodão (Dong et al., 2014) e grão-de-bico 

(Sheokand et al., 2010; Ahmad et al., 2016). Por apresentar um elétron não 

emparelhado no seu orbital externo, o NO pode interagir com uma grande variedade 

de moléculas, levando a modulação da função protéica e a reprogramação da expressão 

gênica. Recentemente a interação mais estudada é a ligação reversível do NO com 

proteínas através de uma mecanismo conhecido como S-nitrosilação, que consiste na 

ligação do NO a um grupo tiol (SH) do resíduo de cisteína (Cys) (Spadaro et et al., 

2010; Hill et al., 2010; Fukuto e Carrington, 2011; Toledo e Augusto 2012). A S-

nitrosilação têm sido demonstrada aumentar a atividade das enzimas antioxidantes sob 

condições de estresse salino (Tanou et al., 2009; Romero-Puertas et al., 2013; Begara-

Morales et al., 2014, 2015; Yang et al., 2015; Fancy et al., 2017), o que justifica o 

incremento na atividade enzimática observado em L. sativa na presença do SNP. 

  Entretanto, foi verificado, também, atividade enzimática inferior em plantas 

expostas ao NaCl acrescido do SNP quando comparadas às plantas expostas somente 

ao agente estressor. No entanto, a menor atividade enzimática não implicou em 

aumento na produção de H2O2 nesse tratamento, o que pode ser justificado pelo fato 

do NO ter atuação direta na eliminação das EROs, ou seja, ele pode atuar assumindo 

as funções do sistema antioxidante, impedindo a sua ativação (Groß et al., 2013).  

 Apesar de ser amplamente conhecido o papel das EROs como agentes tóxicos 

à célula, essas moléculas podem também atuar como sinalizadoras em uma grande 

variedade de processos celulares, bem como em resposta as condições de estresses. 

Entretanto, essa dupla função irá depender, principalmente, da concentração das EROS 

na célula, de forma que em doses menores são empregadas como sinalizadoras, mas 

em elevadas concentrações representam uma ameaça que pode culminar na morte 
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celular programada (PCD) (Petrov e Van Breusegem, 2012; Baxter et al., 2014; 

Mittler, 2017). 

 A PCD é um mecanismo que ocorre naturalmente em algumas situações 

durante o desenvolvimento da planta, mas também em situações em que a mesma é 

exposta ao estresse ambiental intenso, como a salinidade. Tal mecanismo inclui o 

aumento no nível das EROs e apesar de ser deletério para células individuais, pode ser 

um processo adaptativo para a planta como um todo, uma vez que é utilizado para 

isolar e remover tecidos danificados (Munns e Tester, 2008; Van Doorn, 2011a,b; De 

Pinto et al., 2012; Petrov et al., 2015). Plantas de L. sativa expostas a salinidade 

apresentaram regiões de morte celular, principalmente, nos tecidos radiculares. Tal 

resultado pode estar relacionado com o aumento na concentração de H2O2 encontrada 

nessa condição, mas também devido ao desbalanço iônico promovido pelo sal.  

 O K+ é necessário em muitos processos fisiológicos das plantas, incluindo a 

síntese de proteínas e ácidos nucleicos. Assim, tem sido demonstrado que a salinidade 

pode induzir a PCD ao promover desequilíbrio iônico, que resulta em aumento na 

concentração de Na+ no citossol acompanhada pela deficiência de K+ (Joseph e Jini, 

2010; Kim et al., 2014). Apesar dos efeitos iônicos do estresse salino ocorrem mais 

tarde, em plantas de L. sativa sinais de morte celular já foram evidentes nas primeiras 

24 horas de tratamento com NaCl. Pelo fato da alface apresentar taxas de crescimento 

e transpiração elevadas, a absorção de íons salinos pode ocorrer rapidamente. 

Resultados similares foram observados por De Costa et al. (2007) e Zörb et al. (2009), 

que observaram em plantas de milho expostas a elevada salinidade, o influxo de Na+ 

nas primeiras quatro horas de estresse. Além disso, as EROs podem atuar estimulando 

a atividade de canais permeáveis ao K+ (NSCC), resultando no efluxo desse íon e 

consequentemente na sinalização para morte celular (Demidchik et al., 2003; Shabala, 

2009; Demidchik et al., 2010).  

  Segundo Wang et al. (2013a,b) o NO atua  como mediador em várias etapas da 

sinalização induzida pelas EROs que culminam na morte celular. Entretanto, em 

plantas de L. sativa a presença do NO reduziu os danos da salinidade, evidenciados 

pela ausência de morte celular, tal como observado em plantas de milho (Keyster et 

al., 2012). Esse resultado pode ser explicado pelo fato do NO atuar como antioxidante, 

mas também devido ao seu papel na homeostase iônica sob condições de salinidade. 

Estudos evidenciam que o fornecimento exógeno de NO aumenta a relação K+/Na+ em 

plantas expostas ao estresse salino, o que está relacionado com o aumento na atividade 
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do antiporte Na+/H+ e das H+-ATPases da membrana plasmática e vacúolo (Wang et 

al., 2009; Molassiotis et al., 2010; Khan et al., 2012).  

 Assim, o presente estudo apresentou evidências de que o fornecimento exógeno 

de NO reduz os danos oxidativos em plantas de L. sativa nas primeiras 6 e 24 horas de 

estresse salino. No entanto, as modificações ocasionadas por esse sinalizador são na 

maioria das vezes reversíveis, apresentando um padrão de atuação temporal. Diante 

disso, para uma melhor compreensão da importância do NO nas vias de tolerância ao 

estresse, torna-se de grande relevância avaliar a sua atuação, também, a longo prazo.  
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CAPÍTULO II 

 
Óxido nítrico otimiza os mecanismos fisiológicos de plantas de Lactuca sativa L. 

expostas ao estresse salino de curta duração 
 

RESUMO 
 
CAMPOS, Fernanda Vidal de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 
2017. Óxido nítrico otimiza os mecanismos fisiológicos de plantas de Lactuca 

sativa L. expostas ao estresse salino de curta duração. Orientador: Juraci Alves de 
Oliveira.  
 
 Atualmente, o óxido nítrico (NO) tem sido considerado um importante agente 

sinalizador na mediação das respostas das plantas aos estresses ambientais. Nesse 

sentido, o presente estudo teve por objetivo avaliar a atuação do NO nas principais 

respostas fisiológicas de Lactuca sativa, alface, exposta ao estresse salino de curta 

duração. As plantas foram aclimatadas por 5 dias em solução nutritiva de Clarck ½ 

força iônica, pH 6,5, à temperatura de 25 ± 2 °C, sob irradiância de 230 µmol m-2 s-1 e 

fotoperíodo luminoso de 16 horas, sendo mantidas sob aeração constante. Decorrido 

esse período foram submetidas aos tratamentos: controle (apenas solução nutritiva); 

nitroprussiato de sódio (SNP-doador de NO) (70 μM); cloreto de sódio (NaCl) (80 

mM) e NaCl + SNP (80 mM e 70 μM, respectivamente).  As plantas permaneceram 

nos tratamentos por períodos de 6 e 24 horas para avaliação da concentração de prolina 

e pigmentos cloroplastidicos; por 24 horas para avaliação das trocas gasosas e 

conteúdo hormonal; por 3 dias para as análises de crescimento e concentração de 

nutrientes e, por 3 e 9 dias para o registro da sintomatologia visual. O crescimento de 

L. sativa foi significativamente afetado pelo curto período de exposição ao NaCl, o 

que pode estar relacionado com desequilíbrio hormonal, menor concentração de 

nutrientes essenciais, excesso de Na+ tóxico e redução no desempenho fotossintético 

observados nas plantas nessa condição. Pela análise de sintomatologia visual foi 

possível observar que o NaCl afeta principalmente o crescimento foliar, o que pode 

indicar sinais de danos ou uma estratégia de defesa para evitar a perda de água em uma 

condição em que o ambiente salino gera déficit hídrico. No entanto, a presença do NO, 

suprido na forma de SNP, promoveu equilíbrio nutricional e hormonal, aumento na 

concentração do osmoprotetor prolina e incrementou a fotossíntese líquida, o que 

resultou na melhoria da taxa de crescimento. Diante dos resultados apresentados é 
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possível concluir que a breve exposição ao NaCl já é suficiente para desencadear danos 

sobre o desenvolvimento de plantas de alface, entretanto, o NO se mostrou um agente 

sinalizador importante ao otimizar as respostas fisiológicas das plantas frente ao 

estresse. 

 

ABSTRACT 

CAMPOS, Fernanda Vidal de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, december, 
2017. Nitric oxide optimizes the physiological mechanisms of Lactuca sativa L. 
plants exposed to short-term saline stress. Adviser: Juraci Alves de Oliveira.  
 
Currently, nitric oxide (NO) has been considered an important signaling agent in the 

mediation of plant responses to environmental stresses. In this sense, the present study 

aimed to evaluate the performance of NO in the main physiological responses of 

Lactuca sativa, lettuce, exposed to short duration saline stress. The plants were 

acclimated for 5 days in Clarck nutrient solution ½ ionic strength, pH 6,5, at 25 ± 2 ° 

C, under irradiance of 230 μmol m-2 s-1 and light photoperiod of 16 hours, being 

maintained under constant aeration. After this period, they were submitted to the 

treatments: control (nutrient solution only); sodium nitroprusside (SNP-donor NO) (70 

μM); sodium chloride (NaCl) (80 mM) and NaCl + SNP (80 mM and 70 μM, 

respectively). The plants remained in the treatments for periods of 6 and 24 hours to 

evaluate the concentration of proline and chloroplastic pigments; for 24 hours for 

evaluation of gas exchange and hormonal content; for 3 days for analysis of growth 

and nutrient concentration, and for 3 and 9 days for visual symptomatology. The 

growth of L. sativa was significantly affected by the short period of exposure to NaCl, 

which may be related to hormone imbalance, lower concentration of essential 

nutrients, excess Na+ toxic and reduction in the photosynthetic performance observed 

in the plants in this condition. By the analysis of visual symptomatology it was possible 

to observe that the NaCl mainly affects the leaf growth, which can indicate signs of 

damage or a defense strategy to avoid the loss of water in a condition in which the 

saline environment generates water deficit. However, the presence of NO, in the form 

of SNP, promoted nutritional and hormonal balance, an increase in the proline 

osmoprotectant concentration and increased liquid photosynthesis, which resulted in 

an improvement in the growth rate. In view of the results presented, it is possible to 

conclude that the brief exposure to NaCl is enough to trigger damage on the 
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development of lettuce plants, however, NO was shown to be an important signal agent 

when optimizing the physiological responses of plants to stress. 

 

1. INTRODUÇÃO  

 Atualmente a agricultura mundial enfrenta muitos desafios, uma vez que 

precisa produzir mais alimento para suprir a demanda populacional que cresce 

exponencialmente. Entretanto, a produtividade das culturas não está aumentando 

paralelamente à procura de alimentos, devido, principalmente, aos vários estresses 

ambientais. Dentre esses, destaca-se a alta salinidade dos solos, que têm sido 

considerado um dos fatores de estresse que mais compromete o desempenho agrícola 

(FAO, 2009; Shanker e Venkateswarlu, 2011; Ahmad et al., 2012; Mantri et al., 2012; 

Hussain et al., 2014).  

 Um dos efeitos iniciais do estresse salino é a redução da taxa de crescimento 

vegetal, a qual pode ser afetada em duas fases. Inicialmente, a presença do sal reduz a 

capacidade de captação de água pela planta, o que provoca redução rápida na taxa de 

crescimento em decorrência do efeito osmótico do estresse. A segunda fase, por outro 

lado, é mais lenta e está relacionada ao acúmulo de íons tóxicos na planta, podendo 

resultar posteriormente na abscisão foliar e redução do suplemento fotossintético,  o 

que afeta o seu rendimento (Silveira et al., 2010; Parihar et al., 2015).  

 Dessa forma, a salinidade pode causar declínio no crescimento e produtividade 

vegetal por afetar processos essenciais, especialmente a fotossíntese. A redução na 

taxa fotossintética em decorrência  da salinidade está relacionada ao efeito osmótico e 

iônico desse estresse. A resposta inicial das plantas ao déficit de água, promovido pelo 

excesso de sal é fechar os estômatos, o que reduz a disponibilidade de CO2 no sítio de 

atuação da RUBISCO e compromete sua fixação. Além disso, a salinidade promove 

distúrbios nutricionais devido a absorção competitiva dos íons salinos com os íons 

essenciais à célula. Assim, a carência de alguns nutrientes, juntamente com o excesso 

de Na+ e Cl-pode ocasionar redução na concentração de pigmentos fotossintéticos e 

danos na estrutura dos cloroplastos e enzimas essenciais a fotossíntese (Heuer, 2005; 

Hu e Schmidhalter, 2005; Demetriou et al., 2007; Bhardwaj et al., 2015; Gururani et 

al., 2015). 

 Diante disso, com a finalidade de impedir danos ocasionados pela salinidade, 

as plantas apresentam duas estratégias de ajuste celular conhecidos como “ajustamento 
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iônico” e “ajustamento osmótico”. Na primeira delas, evita-se a acumulação dos sais 

no citoplasma celular, sequestrando-os no apoplasto ou vacúolos, o que reduz os danos 

às vias metabólicas.  Já a segunda estratégia visa aumentar o potencial osmótico da 

planta para restabelecer o seu turgor celular. Dessa forma, o mecanismo mais eficiente 

consiste em sintetizar e acumular compostos orgânicos osmoticamente ativos ou 

osmoprotetores que mantêm um gradiente de potencial hídrico entre a planta e o solo, 

garantindo o influxo de água (Pilon-Smits et al., 1999; Hossain e Fujita 2010; 

Ranganayakulu et al., 2013; Filippou et al., 2014; Singh et al., 2015). 

  Assim, ao empregar essas estratégias para proteger sua maquinaria celular, as 

plantas passam por  mudanças metabólicas, que garantem a manutenção do seu 

crescimento e produtividade em ambientes estressantes (Tuteja, 2007; Saud et al., 

2014). Entretanto, para ocorrer tais mudanças é necessário mecanismos para perceber 

os estímulos e assim desencadear cascatas de transdução de sinais, que culminarão nas 

respostas ao agente estressor.  

 O óxido nítrico (NO) é uma molécula sinalizadora envolvida em uma ampla 

gama de respostas a estímulos ambientais. Por apresentar um elétron desemparelhado, 

pertence a família das espécies reativas de nitrogênio (RNS) podendo interagir com 

outras moléculas reativas como as EROs, eliminando-as diretamente da célula. Além 

disso, pode interagir e modificar enzimas antioxidantes aumentando a sua atividade 

(Corpas et al., 2011; Arora et al., 2016; Salgado et al., 2017). Assim, sob condições de 

estresse salino o NO é agente sinalizador importante na regulação da homeostase redox 

celular.  

 Além de atuar como uma molécula antioxidante, o NO atua promovendo 

tolerância à salinidade ao garantir a homeostase iônica e osmótica da célula. Estudos 

evidenciam que o fornecimento exógeno de NO aumenta a relação K+/Na+ em plantas, 

o que está relacionado com o aumento da atividade de transportadores da membrana 

plasmática e vacuolar, envolvidos na exclusão e compartimentalização do Na+, 

respectivamente. Além disso, esse agente sinalizador pode contribuir para a 

manutenção do turgor celular ao regular o metabolismo da prolina, molécula envolvida 

na regulação osmótica, eliminação de EROs e manutenção da integridade de proteínas 

(Zhao et al., 2004; Zhang et al., 2006; Szabados e Savouré, 2010; Molassiotis et al., 

2010; Khan et al., 2012). 

Os hormônios vegetais são considerados moléculas endógenas essenciais na 

regulação do desenvolvimento e tolerância ou susceptibilidade das plantas aos 
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estresses ambientais, incluindo o estresse salino. Estudos têm demonstrado que o NO 

atua em muitas respostas fisiológicas a agentes estressores, que também estão sob a 

influência dos hormônios (Mioto et al., 2014; Ryu e Cho, 2015). Sendo relatada a sua 

atuação como molécula intermediária na sinalização da citocinina (Scherer e Holk, 

2000; Tun et al., 2008; Liu et al., 2013), ácido abscísico (Desikan et al., 2002; Hancock 

et al., 2011; Daszkowska-Golec e Szarejko, 2013), auxina (Kolbert et al., 2008; Chen 

et al., 2010; Fernández-Marcos et al., 2011; Terrile et al., 2012) e etileno (Leshem e 

Pinchasov, 2000; Manjunatha et al., 2012). Embora o NO seja considerado uma 

importante molécula de sinalização, a suas possíveis interações com os hormônios 

ainda não são completamente compreendidas, pois esses agentes sinalizadores podem 

atuar compartilhando uma cascata sinalizatória comum ou modular o mesmo evento, 

por vias de sinalização paralelas, tornando-se crucial mais estudos nesta área, afim de 

elucidar a natureza exata dessas interações (Freschi et al., 2013).  

A espécie Lactuca sativa, alface, é considerada o vegetal folhoso mais 

consumido na alimentação humana, o que torna a sua produção de grande relevância 

econômica. No entanto, essa planta é considerada moderadamente sensível ao estresse 

salino, apresentando crescimento reduzido sob condições de elevada salinidade 

(Lucini e Bernardo, 2015). Contudo, espera-se que na presença do NO, suprido na 

forma de SNP, os mecanismos fisiológicos de L. sativa sejam alterados de forma a 

proporcionar melhorias frente ao estresse, resultando na otimização do crescimento.  

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atuação do NO nas principais 

respostas fisiológicas de plantas de L. sativa expostas ao estresse salino de curta 

duração.  

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Cultivo, aclimatação e aplicação dos tratamentos 

 Plântulas de alface (Lactuca sativa L.), cultivar crespa Vanda, de 

aproximadamente vinte dias de germinação, foram selecionadas quanto ao vigor e a 

uniformidade da parte aérea e da raiz. Após isso, foram submetidas a um período 

aclimatativo de 5 dias em solução nutritiva de Clark (1975) ½ força iônica e pH 6,5, 

sob aeração constante. As plântulas foram  mantidas em sala de crescimento à 

temperatura de 25 ± 2 °C, irradiância de 230 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo luminoso de 

16 horas. Após esse período foram aplicados os seguintes tratamentos: (a) controle 
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(apenas solução nutritiva); (b) SNP (70 µM); (c) NaCl (80 mM); (d) SNP + NaCl (70 

µM + 80 mM, respectivamente). 

 As plantas permaneceram nos tratamentos por períodos de 6 e 24 horas para 

avaliação da concentração de prolina e pigmentos cloroplastídicos; por 24 horas para 

avaliação das trocas gasosas e conteúdo endógeno dos hormônios vegetais; por 3 dias 

para análises de crescimento, índice de tolerância, concentração de nutrientes e relação 

K+/Na+ e, por 3 e 9 dias para o registro da sintomatologia visual. 

 

2.2. Taxa de crescimento relativo (TCR) e índice de tolerância (IT) 

 A taxa de crescimento relativo de L. sativa foi determinada após a exposição 

das plantas aos tratamentos por 3 dias. Tal parâmetro foi calculado utilizando-se a 

equação proposta por Hunt (1978): Rw = (Inw1- Inw0) x 1000/(t1-t0), em que: Rw= taxa 

de crescimento relativo, em termos de massa seca (MS), no período experimental (mg 

g-1 dia-1); Inw1 e Inw0 = logaritmo neperiano da massa seca no final e no início do 

experimento, respectivamente; t1- t0 = duração do experimento (em dias). 

 A tolerância de L. sativa ao NaCl foi estimada pelo cálculo do índice de 

tolerância (IT) proposto por Wilkins (1978): IT (%) = (RW*/RW) x 100, em que RW* é 

a taxa de crescimento da planta na solução com NaCl (ou NaCl + SNP) e RW é a taxa 

de crescimento da planta na solução controle.   

 

2.3. Sintomatologia visual  
 O registro fotográfico dos sintomas visuais foi realizado com auxílio de câmara 

digital (Canon Powershot SX30IS), sendo utilizadas plantas padronizadas quanto ao 

tamanho (aproximadamente 16 cm), que foram expostas aos tratamentos por 3 e 9 dias. 

  

2.4. Concentração dos nutrientes minerais e relação K+/Na+ 

 Amostras de raízes e folhas de L. sativa submetidas aos tratamentos por 3 dias 

foram secas em estufa a 80 °C até a obtenção da massa seca constante.  Em seguida, 

0,1 g do material vegetal foi mineralizado com mistura nitro-perclórica (2:1), em um 

bloco digestor com temperatura controlada em torno de 100 a 120 °C até a completa 

oxidação do material vegetal (Marin et al., 1993). Após, foi determinada a 

concentração dos elementos sódio (Na+), potássio (K+), cálcio (Ca2+) e magnésio 

(Mg2+) no material mineralizado utilizando espectrofotômetro de absorção atômica e 

de emissão em chama (Shimadzu 6701F). Após a determinação da concentração de K+ 
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e Na+ (mg g-1 MS), foi feita a relação K+/Na+. 

 

2.5. Concentração dos pigmentos cloroplastídicos 

 Amostras de 0,02 g de massa fresca foram maceradas em nitrogênio líquido e 

submetidas à extração etanólica, em que foram adicionados 250 µL de álcool etílico 

98% ao material macerado. As amostras foram incubadas por 20 minutos a 80 °C, sob 

agitação de 400 xg. Após esse período os microtubos foram centrifugados a 14.000 xg 

por 10 minutos à temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em 

um novo tubo, enquanto o precipitado resultante foi submetido a outras duas extrações 

conforme descrito acima, utilizando 250 µL de álcool etílico 80% e 50%. Os 

sobrenadantes obtidos nessas etapas foram combinados e utilizados para a análise da 

concentração de pigmentos cloroplastidicos, em que absorbância foi determinada a 

665, 652 e 470 nm (Nunes-Nesi et al., 2007). Para cálculo da concentração de clorofila 

a, clorofila b e carotenoides totais foram utilizadas as equações propostas por Wellburn 

(1994). 

 

2.6. Determinação dos parâmetros de trocas gasosas 

 Os parâmetros de trocas gasosas foram determinados em folhas de L. sativa 

completamente expandidas, iluminadas com 500 μmol de fótons m-2 s-1, com o auxílio 

de um analisador de gás no infravermelho (IRGA LCpro-SD, ADC BioSientific), no 

horário entre 08:00 e 10:00 horas. Foram avaliadas a fotossíntese líquida (A), 

condutância estomática (gs), transpiração (E) e concentração interna de CO2 (Ci).   

 

2.7. Concentração de prolina no material vegetal 
 Amostras de 0,1 g de folhas e raízes foram homogeneizadas em 2 mL de ácido 

sulfossalicílico 3% (p/v) e centrifugados a 6300 xg por 10 minutos. Alíquotas de 75 

μL do extrato foram adicionados a 375 μL de solução ácida de ninhidrina (1,25 g de 

nihidrina, 30 mL de ácido acético glacial e 20 mL de ácido fosfórico 6 M) e a mistura 

foi incubada a 100 °C por 1 hora. A reação foi paralisada em banho de gelo e a 

absorvância do sobrenadante foi medida em espectrofotômetro no comprimento de 

onda de 520 nm. As absorvâncias foram comparadas à curva-padrão de prolina (0 a 

100 μg mL-1) (Bates, 1973) e os resultados expressos em nmol prolina g-1 MF-1. 

 

2.8. Conteúdo endógeno dos hormônios vegetais 
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 A extração dos hormônios foi executada segundo método proposto por Muller 

e Munné-Bosch (2011) com modificações. Cerca de 200 mg de material vegetal fresco 

foi triturado em nitrogênio líquido e em seguida foram adicionados 600 µL de uma 

solução extratora (metanol 20% - Isopropanol 79% - ácido acético 1%). Cada amostra 

foi vortexada 4 vezes por 20 segundos e sonicadas por 10 minutos. Após serem 

deixadas no gelo por 30 minutos, as amostras foram sonicadas por 10 minutos e 

centrifugadas a 13.000 g por 10 minutos a 4 °C. Após centrifugação, o sobrenadante 

foi transferido cuidadosamente para novos tubos e um novo ciclo de extração foi 

realizado com o precipitado para maximizar a eficiência de extração. As amostras 

contendo os hormônios foram filtradas e armazenadas a -80°C até o momento da 

análise por LC/MS do tipo UHPLC QqQ. Para o monitoramento e quantificação dos 

hormônios aproximadamente 300 µL das amostras extraídas foram colocadas em vials 

e 5,0 µL dos extratos foram injetados no sistema LC/MS pertencente ao NuBioMol do 

Centro de Ciências Biológicas e da Saúde (CCB) da Universidade Federal de Viçosa. 

Utilizou-se a coluna cromatográfica (Agilent Eclipse Plus, RRHD, 1.8 um, 2.1x50 

mm) com fluxo de 0,3 mL/min, acoplada online a um espectrômetro de massa do tipo 

triplo quadrupolo QqQ (Agilent). O espectrômetro de massa operou alternando o modo 

positivo e negativo de acordo com tempo de retenção para cada hormônio e escaneou 

a amostra no modo MRM (multiple reaction monitoring) para detecção de cada 

hormônio. Os ensaios foram realizados utilizando cinco réplicas biológicas para cada 

tratamento. Os espectros de massas gerados foram processados utilizando o software 

MassHunter para obtenção dos cromatogramas extraído (XIC) de cada transição e para 

obtenção dos valores de área como indicativo da abundância de cada hormônio. Uma 

curva padrão de cada hormônio, variando concentrações de 0,1 a 300 ng/mL, foi 

utilizada para converter os valores de área em quantidade massas em ng/g de tecido 

vegetal. 

 

2.9. Delineamento experimental e análise estatística 

 Todos os experimentos foram conduzidos no delineamento experimental 

inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, sendo cada unidade experimental 

constituída de duas plantas, apresentando cinco repetições. Os  resultados  foram  

submetidos a análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de 

Tukey, a 5% de probabilidade.  As análises estatísticas foram realizadas utilizando o 

programa SISVAR desenvolvido por Ferreira (1999). 
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3. RESULTADOS 

3.1. Taxa de crescimento relativo (TCR) e índice de tolerância (IT) 

Plantas de L. sativa expostas à salinidade apresentaram redução significativa 

na taxa de crescimento relativo (TCR) quando comparadas às plantas controle, sendo 

essa redução de aproximadamente 36%. No entanto, quando as mesmas foram 

expostas ao agente estressor juntamente com o SNP, a TCR foi restaurada em 

aproximadamente 29%. Apesar do incremento observado nesse tratamento, a TCR 

manteve valores inferiores aos encontrados para plantas controle (Figura 1).  

A exposição das plantas ao NaCl acrescido do SNP resultou em aumento 

significativo no índice de tolerância, indicando que NO está envolvido na tolerância 

de L. sativa ao estresse salino (Tabela 1). 

 

Figura 1. Taxa de crescimento relativo (TCR) de plantas de L. sativa expostas aos 
tratamentos por três dias. Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem 
significativamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 
 
 

Tabela 1. Índice de Tolerância em plantas de L. sativa expostas aos tratamentos com 
NaCl e NaCl acrescido do SNP por três dias.  

Tratamentos Índice de Tolerância (%) 

NaCl 63,91 ± 2,97 b 

NaCl + SNP 82,32 ± 8,33 a 

Médias seguidas pelas mesmas letras não diferem significativamente entre si pelo 
Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 
 



53 
 

3.2. Sintomatologia visual 

 Após 3 e 9 dias de exposição ao NaCl foi observada em folhas de L. sativa 

menor desenvolvimento foliar quando comparado aos demais tratamentos. Entretanto, 

a exposição ao NaCl junto ao doador de NO, permitiu que o desenvolvimento foliar 

apresentasse padrão similar ao encontrado no controle. Sinais de clorose e necrose no 

limbo foliar, sintomas clássicos do estresse salino, não foram observados no presente 

estudo (Figura 2A, 2C, 2E e 2G). 

 Em relação ao aspecto das raízes de L. sativa, a análise de sintomatologia visual 

não demonstrou evidências de variações entre os tratamentos analisados (Figura 2B, 

2D, 2F e 2H).   

 

Figura 2. Sintomatologia visual das folhas e raízes de L. sativa expostas aos 
tratamentos: controle (A e B), SNP (C e D), NaCl (E e F), NaCl + SNP (G e H) por 
três e nove dias.  

A
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3.3. Concentração dos nutrientes minerais e relação K+/Na+ 

 Em plantas de L. sativa submetidas aos diferentes tratamentos a concentração 

de cálcio (Ca2+) apresentou padrão similar em folhas e raízes. Redução significativa 

desse nutriente foi observado quando as plantas foram expostas ao NaCl, sendo essa 

redução na ordem de 60% em folhas e 87% em raízes, ambos comparados aos 

respectivos controles. No entanto, a exposição ao NaCl acrescido do SNP resultou em 

incremento de aproximadamente 76% em folhas e 92% em raízes (Figura 3A). 

 Tal como observado para o Ca2+, a concentração do nutriente potássio (K+) 

reduziu significativamente em plantas expostas ao NaCl, sendo essa redução de 

aproximadamente 21% em folhas e 32% em raízes, comparados aos respectivos 

controles. Em folhas a exposição ao agente estressor junto ao SNP resultou em 

incremento de aproximadamente 23% em relação às folhas de plantas expostas apenas 

ao NaCl, enquanto, em raízes a exposição ao mesmo tratamento não resultou em 

variação significativa (Figura 3B).  

 Em folhas e raízes de plantas expostas ao NaCl, a concentração de magnésio 

(Mg2+) não apresentou variação significativa em relação aos controles, entretanto, 

verificou-se que quando comparados aos tratamentos com apenas SNP, ocorreu 

redução significativa desse elemento na ordem de 26% em folhas e 44% em raízes. 

Em folhas a exposição ao NaCl acrescido do SNP resultou em incremento no 

concentração de Mg2+ de aproximadamente 34% em relação ao tratamento com apenas 

NaCl, enquanto em raízes não foi observado variação significativa (Figura 3C).   

 A concentração do elemento sódio (Na+) aumentou acentuadamente em plantas 

de L. sativa expostas ao NaCl, sendo esse aumento de aproximadamente 15 vezes em 

raízes e 7 vezes em folhas. No entanto, para ambos os órgãos analisados, a exposição 

ao NaCl junto ao SNP fez com que os valores obtidos para o Na+ fossem inferiores aos 

detectados em plantas expostas somente ao NaCl, mas superiores ao observado em 

plantas controle (Figura 3D).  

Plantas expostas ao NaCl apresentaram redução significativa na relação K+/Na+ 

quando comparadas ao controle. Sendo esse decréscimo de aproximadamente 88% em 

folhas e 95% em raízes. A exposição ao NaCl acrescido do SNP não resultou em 

variação significativa na relação K+/Na+ em folhas quando comparado ao tratamento 

com NaCl isoladamente, no entanto, em raízes observou-se incremento em 

aproximadamente 6 vezes (Figura 4).  
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Figura 3. Concentração de nutrientes minerais em folhas (      ) e raízes (      ) de L. 

sativa exposta aos tratamentos por três dias: cálcio (A), potássio (B), magnésio (C) e 
sódio (D). Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas (folha) e maiúsculas 
(raízes) não diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de 
probabilidade. 
 

 
Figura 4. Relação K+/Na+ em folhas (     ) e raízes (      )  de plantas de L. sativa 
expostas aos tratamentos por três dias. Médias seguidas pelas mesmas letras 
minúsculas (folha) e maiúsculas (raízes) não diferem significativamente entre si pelo 
Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 
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3.4. Concentração de prolina  

 A concentração de prolina apresentou valores similares em folhas de L. sativa 

expostas aos diferentes tratamentos por 6 horas (Figura 5A). Entretanto, a exposição 

ao tratamento com NaCl junto ao SNP por 24 horas resultou em incremento na 

concentração desse osmólito em aproximadamente 88% quando comparado ao 

controle. Já os demais tratamentos não variaram significativamente entre si (Figura 

5B). 

 Em raízes expostas ao SNP ou NaCl, isoladamente, observou-se acréscimos 

semelhantes na concentração de prolina, durante os dois períodos de exposição aos 

tratamentos analisados. Entretanto, a adição conjunta de NaCl e SNP ampliou esse 

aumento, alcançando valores 71% e 169% maiores, em 6 e 24 horas de exposição, 

respectivamente (Figura 5A e 5B). 

 

Figura 5. Concentração de prolina em folhas (     ) e raízes (     ) de L. sativa expostas 
aos tratamentos por 6 (A) e 24 (B) horas. Médias seguidas pelas mesmas letras 
minúsculas (folha) e maiúsculas (raízes) não diferem significativamente entre si pelo 
Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 

 

3.5. Concentração dos pigmentos cloroplastídicos 

 Plantas de L. sativa não apresentaram variação significativa na concentração 

de clorofila a, clorofila b e clorofilas totais quando expostas aos diferentes tratamentos 

por 6 e 24 horas (Figura 6A, 6B, 6C, 6D, 6E e 6F). Entretanto, durante os dois tempos 

analisados, observou-se incremento na concentração de carotenoides quando as 

plantas foram expostas ao NaCl, sendo esse aumento de aproximadamente 41% após 

6 e 24 horas de tratamento. Plantas expostas aos tratamentos controle, SNP e NaCl 

junto ao SNP, por 6 horas, apresentaram valores similares na concentração de 
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carotenoides. Entretanto, após 24 horas, foi detectado aumento na concentração desse 

pigmento em aproximadamente 26% em plantas expostas ao SNP e 34% quando 

expostas ao NaCl junto ao SNP, ambos comparados ao controle (Figura 6E e 6F).  

 

Figura 6.  Concentração dos pigmentos cloroplastídicos: clorofila a (A e B), clorofila 
b (C e D), clorofilas totais (E e F) e carotenoides (G e H) em folhas de L. sativa 
expostas aos tratamentos por 6 e 24 horas, respectivamente. Médias seguidas pelas 
mesmas letras não diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de 
probabilidade. 
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3.6. Parâmetros de trocas gasosas 

 Plantas de L. sativa apresentaram redução significativa na taxa fotossintética 

quando expostas à salinidade, sendo essa redução na ordem de 59% quando comparado 

ao controle. O declínio na fotossíntese líquida (A) observado nesse tratamento foi 

acompanhado por redução em aproximadamente 68% na condutância estomática (gs), 

32% na concentração interna de CO2 (Ci) e 53% na transpiração (E) (Figura 7). 

 A exposição ao agente estressor juntamente com o NO resultou em melhorias 

nos parâmetros de trocas gasosas quando comparados ao tratamento com apenas NaCl. 

Sendo tais melhorias verificadas pelo incremento de aproximadamente 78% na 

fotossíntese, 66% na gs, 35% em Ci e 33% em E. Entretanto os valores encontrados 

foram inferiores aos observados em plantas controle (Figura 7). 

  Plantas submetidas ao tratamento com apenas SNP apresentaram para todos 

os parâmetros de trocas gasosas valores que não variaram significativamente aos 

encontrados no controle (Figura 7). 

 
Figura 7. Parâmetros de trocas gasosas em plantas de L. sativa expostas aos 
tratamentos: fotossíntese líquida (A); condutância estomática (B); concentração 
interna de CO2 (C) e transpiração (D). Médias seguidas pelas mesmas letras não 
diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 



59 
 

 
3.7. Conteúdo endógeno dos hormônios vegetais 

 Em folhas de L. sativa a concentração de ácido abscísico (ABA) aumentou 

significativamente em plantas expostas ao tratamento com NaCl, sendo esse aumento 

de aproximadamente 157% em relação ao controle. A exposição aos tratamentos com 

SNP e SNP junto ao NaCl resultou em valores similares de ABA nas folhas, sendo 

observado incremento de 71% em relação ao controle e um decréscimo de 

aproximadamente 33% quando comparado ao tratamento com apenas NaCl (Figura 

8A). 

 A concentração do ácido indolacético (AIA) em folhas reduziu 

significativamente em plantas expostas à salinidade quando comparadas ao controle, 

sendo essa redução na ordem de 75%. A exposição ao SNP resultou em aumento de 

aproximadamente 47%, mas em plantas expostas ao SNP junto ao NaCl os valores 

observados foram similares ao controle (Figura 8B). 

 Em relação ao precursor do hormônio etileno, ácido 1-aminociclopropano 

carboxílico (ACC), foi observado em folhas aumento significativo na sua concentração 

em plantas expostas ao NaCl, sendo esse aumento de aproximadamente 34%. Já a 

exposição ao SNP resultou em decréscimo de aproximadamente 40% na concentração 

de ACC quando comparado ao controle. Em contrapartida a exposição ao SNP junto 

ao agente estressor resultou em valores similares ao observado no controle (Figura 

8C). 

 Em raízes de L. sativa os hormônios ABA, AIA e ACC apresentaram 

comportamento similar, em que não foi observada variação significativa em suas 

concentrações entre os tratamentos analisados (Figura 8A, 8B e 8C). 

 A zeatina, citocinina encontrada em maior abundância nos vegetais, apresentou 

redução significativa em folhas de plantas expostas ao NaCl, sendo essa redução de 

aproximadamente 76% quando comparado ao controle. No entanto, a exposição ao 

NaCl junto ao doador de NO, resultou em incremento de 170% em relação ao 

tratamento com apenas NaCl. Folhas de plantas expostas ao SNP não apresentaram 

variação significativa na concentração de zeatina em relação ao controle. Em raízes a 

exposição ao tratamento com SNP junto ao NaCl resultou em valores similares de 

zeatina encontrado no controle. Entretanto, em plantas expostas ao SNP e NaCl 

isoladamente as concentrações desse hormônio foram similares e apresentaram valores 
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inferiores em relação ao controle, sendo a redução de aproximadamente 25% e 35% 

em plantas expostas ao SNP e ao NaCl, respectivamente (Figura 8D). 

 
Figura 8. Detecção de hormônios em folhas (     ) e raízes (     ) de L. sativa expostas 
aos tratamentos por 24 horas: ácido abscísico (ABA) (A); ácido indolacético (AIA) 
(B); ácido 1-aminociclopropano carboxílico (ACC) (C) e zeatina (D). Médias seguidas 
pelas mesmas letras minúsculas (folha) e maiúsculas (raízes) não diferem 
significativamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 
 
 
4. DISCUSSÃO 

 A salinização dos solos é um problema mundial que afeta a produtividade das 

culturas por ocasionar alterações na fisiologia das plantas em resposta a fatores como 

o estresse osmótico, toxicidade iônica, desequilíbrio nutricional, hormonal e danos 

oxidativos (Hasanuzzaman et al., 2013; Qadir et al., 2014; Negrão et al., 2017). 

 Segundo Tavakkoli et al. (2011), a resposta geral das plantas expostas à 

salinidade é apresentar o crescimento reduzido. Tal afirmação condiz com dados 

encontrados no presente estudo, em que plantas de L. sativa apresentaram redução 

significativa na taxa de crescimento relativo ao serem expostas a 80 mM de sal. Tais 

resultados também foram observados em outras espécies, como o tomate (Latef e 
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Chaoxing, 2011), trigo (Kausar et al., 2013), pimenta (Abdel Latef e Chaoxing, 2014), 

arroz (Mostofa et al., 2015) e grão-de-bico (Ahmad et al., 2016). 

 A redução no crescimento das plantas pode ocorrer inicialmente devido ao 

efeito dos sais na região externa à zona radicular, gerando desequilíbrio osmótico que 

conduz a redução da disponibilidade de água para planta e perda da pressão de 

turgescência nas células. Assim, essa resposta inicial resulta em inibição do 

alongamento celular, interferindo no crescimento das raízes e folhas. Ao longo dos 

dias de exposição ao sal, o crescimento passa a ser afetado pelo excesso de íons 

tóxicos, Na+ e Cl-, no interior da planta, gerando a toxicidade iônica, que por sua vez 

está relacionada a inibição de enzimas essenciais a processos vitais, como a 

fotossíntese (Munns, 2005; Silveira et al., 2010; Hasanuzzaman et al., 2013; Roy et 

al., 2014). 

 Através da análise de sintomatologia visual foi possível observar que exposição 

ao sal interfere de forma mais evidente o crescimento foliar de alface. Tal resultado 

também foi encontrado em estudo anterior com alface, em que essa resposta fisiológica 

foi apresentada como um mecanismo de proteção da planta contra o estresse hídrico 

gerado pelas condições salinas (Garrido et al., 2014). 

 Entretanto, a aplicação do NO, suprido na forma de SNP, permitiu melhor taxa 

de crescimento em plantas de L. sativa expostas à salinidade. Segundo, Ya'Acov e 

Haramaty (1996) o NO atua sobre a bicamada fosfolipídica da membrana aumentando 

a sua fluidez e também, pode atuar relaxando a parede celular, contribuindo para o 

crescimento. Outros estudos demonstraram que o NO aumenta o desempenho das 

plantas através da sua capacidade em estimular a atividade das enzimas antioxidantes 

e/ou eliminar diretamente as EROs.  Além disso, esse agente sinalizador pode atuar na 

homeostase iônica e osmótica da célula (Wu et al., 2011; Khan et al., 2012; Mostofa 

et al., 2015; Singh et al., 2015).  

 Plantas expostas ao estresse salino podem ter seu desempenho afetado por 

distúrbios nutricionais induzidos pela menor disponibilidade de água que conduz a 

redução na absorção de nutrientes e/ou pela absorção competitiva dos íons (Yadav et 

al., 2011; Parihar et al., 2015). Estudos já demonstraram que o Na+ pode competir por 

sítios de absorção com o potássio (K+), magnésio (Mg2+) e cálcio (Ca2+), enquanto o 

Cl- pode competir com o nitrato (NO3
-) (Rozeff, 1995; Munns, 2002; Hu e 

Schmidhalter, 2005). A exposição ao sal ocasionou em plantas de L. sativa redução na 

concentração de Ca2+ e K+, que foi acompanhado pelo aumento acentuado na 
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concentração de Na+. Redução na concentração desses nutrientes também foram 

observados em outros estudos anteriores (Asch et al., 2000; Khan et al., 2000; Keutgen 

e Pawelzik, 2009; Li et al., 2010; Hussin et al., 2013).  

 A absorção do K+ é mediada por canais e transportadores iônicos que se 

distinguem pelos níveis de seletividade e afinidade, sendo requerida a absorção desse 

nutriente em grandes quantidades para o crescimento da planta, uma vez que está 

envolvido em diversos processos fisiológicos como a fotossíntese, osmoregulação, 

ativação enzimática e síntese protéica. Assim, a resistência ao estresse salino está 

relacionada principalmente a capacidade das plantas de manter alta relação K+/Na+ 

(Ashley et al., 2005; Houmani e Corpas, 2016; Park et al., 2016). Entretanto em plantas 

de alface essa  relação se manteve baixa, possivelmente devido a interferência do Na+ 

na absorção do K+ pelo sistema de baixa seletividade. Além disso, segundo Pyo et al. 

(2010), em Arabidopsis a atividade do AKT1, um importante canal seletivo de potássio 

que medeia a absorção desse nutriente sob baixas concentrações, é inibido por altas 

concentrações de NaCl citoplasmáticas. 

 O Ca2+ é um nutriente de grande importância para a planta ao atuar na 

estabilidade da membrana e sinalização intracelular (Rengel, 1992; Park et al., 2016). 

Sob condições de estresse salino, o Ca2+ é fundamental por atuar como sinalizador 

estimulando a via SOS, que culmina na ativação dos antiportes Na+/H+ na membrana 

plasmática e vacuolar, responsáveis pelo efluxo de Na+ do citossol e sua 

compartimentalização no vacúolo, respectivamente (Zhu, 2003; Jiang et al., 2010; 

Barragán et al., 2012). Alguns estudos demonstram redução na concentração de Ca2+ 

sob condição de estresse salino, enquanto outros revelam aumento no nível desse 

nutriente (Zhu, 2001; Muchate et al., 2016). Em alface o Ca2+ foi o elemento que 

apresentou redução mais acentuada na presença do sal e paralelamente foi detectada 

concentrações elevadas de Na+ nas folhas e raízes. Possivelmente esses elementos 

apresentaram uma absorção competitiva, que resultou em menor concentração de Ca2+ 

para ativar os antiportes envolvidos na homeostase do Na+, culminando na sua elevada 

concentração na planta.  

No entanto, a presença do NO junto ao NaCl resultou em incremento nas 

concentrações dos nutrientes Ca2+, K+ e Mg2+ e redução na concentração de Na+ nos 

tecidos vegetais de L. sativa. O NO é considerado um componente chave no controle 

da homeostase de Ca2+ no citoplasma celular. Esse agente sinalizador atua modulando 

diretamente a atividade dos canais de influxo de Ca2+ através de modificações do tipo 
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S-nitrosilação ou indiretamente através da regulação de mensageiros secundários 

envolvidos na ativação desses canais. Além disso, o NO pode atuar estimulando a 

mobilização de Ca2+ a partir das reservas intracelulares, assim esses mecanismos 

resultam no aumento desse íon no citoplasma celular, o que é fundamental para ativar 

a via SOS, envolvida na homeostase de Na+ na célula e ativar canais sensíveis ao Ca2+, 

como os canais de K+, desencadeando aumento nos níveis desse íon na planta. Além 

de promover aumento de Ca2+ citossólico, o NO exerce papel crucial na homeostase 

iônica ao atuar estimulando a atividade das H+-ATPases na membrana plasmática e 

H+-ATPAase e H+-PPase no tonoplasto, que são cruciais na formação de uma gradiente 

de prótons que permite o fluxo de Na+ para o interior do vacúolo ou para o apoplasto 

e aquisição de nutrientes essenciais à célula. Assim, esses mecanismos juntos 

permitem manter a maior relação K+/Na+, que é fundamental na tolerância a salinidade 

(Zhao et al., 2004; Lamotte et al., 2006; Zhang et al., 2006; Besson-Bard et al., 2008; 

Wang et al., 2009; Molassiotis et al., 2010; Khan et al., 2012).  

 Além de promover quebra da homeostase iônica, a salinidade diminui a  

disponibilidade de água para a planta devido ao excesso de sais que reduz o potencial 

hídrico do solo. Assim, as mesmas conseguem reverter tal situação ao acumular solutos 

osmoticamente ativos ou osmoprotetores, que mantêm um gradiente de potencial 

hídrico entre a planta e o solo, garantindo o influxo de água e a manutenção do turgor 

celular (Ranganayakulu et al., 2013; Filippou et al., 2014).  

 As plantas podem sintetizar osmoprotetores com diferentes naturezas 

químicas, entretanto, o aminoácido prolina têm sido um dos mais estudados em 

condições de estresse salino. O papel da prolina na tolerância a salinidade, vai além da 

sua atuação no ajustamento osmótico da célula, estudos têm demonstrado que esta 

molécula pode eliminar EROs, estabilizar proteínas/enzimas e ajustar o estado redox 

celular sob condições de estresse. Desta forma, têm sido estabelecido uma correlação 

positiva entre o acumúlo de prolina e a tolerância ao estresse salino (Hare e Cress, 

1997; Szabados e Savouré, 2010; Hayat et al., 2012; Liang et al., 2013; Rejeb et al., 

2014). 

 Em plantas de L. sativa a exposição ao sal não resultou em variação na 

concentração de prolina em folhas, enquanto em raízes observou-se aumento em 

relação ao controle. Entretanto, nos dois órgãos analisados a exposição ao NaCl 

acrescido do NO resultou em aumento acentuado na concentração desse osmoprotetor. 

O NO aumenta a atividade da enzima pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS) 
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envolvida na biossíntese de prolina e inibe a atividade da enzima prolina desidrogenase 

(PDH), envolvida na sua degradação (Uchida et al., 2002; Ruan et al., 2002; Fan et al, 

2012).   

 De forma geral, os estresses abióticos prejudicam severamente a fotossíntese 

em plantas ao interromper o fluxo de elétrons nos fotossistemas, o sistema de geração 

de ATP, prejudicar a condutância estomática e a fixação de carbono e danificar 

pigmentos cloroplastídicos (Nouri et al., 2015).  

 A influência do estresse salino na concentração de clorofila (Chl) varia de 

acordo com a espécie analisada, de forma que estudos demonstraram aumento na 

concentração desse pigmento em espécies tolerantes ao sal e redução nas espécies mais 

sensíveis (Ashraf e Harris, 2013). Em plantas de L. sativa a presença do sal não 

resultou em variações na concentração de Chl, mas ocasionou incremento na 

concentração de carotenoides. Em condições de estresse salino, a alta concentração de 

Cl- é considerado danosa por prejudicar a produção de Chl, desencadeando a clorose 

nas folhas (Tavakkoli et al., 2011). Entretanto, segundo Negrão et al. (2017), na 

maioria das espécies, o Na+ acumula em concentrações tóxicas nas células antes no Cl-

, o que justifica o fato de não ter sido encontrado em alface degradação na Chl e sinais 

de clorose na análise de sintomatologia, uma vez que o presente estudo avaliou o 

estresse salino de curta duração. Resultados similares foram encontrados em plantas 

de feijão que reduziram intensamente seu crescimento foliar  sem, entretanto,  exibirem 

sintomas  de toxicidade por Cl- (Maia et al., 2010; Silveira et al., 2010). 

 Os carotenoides são pigmentos que atuam protegendo o aparato fotossintético 

da fotooxidação (Yang et al., 2013; Gururani et al., 2015; Ahmad et al., 2016). Neste 

sentido, o incremento na concentração dos carotenoides observado em plantas de L. 

sativa pode ter ocorrido como um mecanismo de proteção para minimizar os danos 

oxidativos induzidos pelo sal.  

 O impacto do estresse salino na fotossíntese pode ocorrer diretamente através 

do desequilíbrio osmótico e iônico, que conduzem ao fechamento estomático e 

toxicidade celular, respectivamente, mas também pode ocorrer devido aos estresses 

secundários, como o estresse oxidativo (Chaves et al., 2009; Roy et al., 2014). Em 

plantas de L. sativa observou-se redução significativa no desempenho fotossintético 

quando as plantas foram expostas ao NaCl, sendo essa redução acompanhada pela 

menor condutância estomática (gs) e concentração interna de CO2 (Ci). Tais resultados 

corroboram com dados encontrados em estudo anterior com alface (Neocleous et al., 
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2014) e também outras espécies: trigo (Kanwal et al., 2011); arroz (Habib et al., 2013); 

berinjela (Shaheen et al., 2013);  algodão (Liu et al., 2014).  

 Atualmente é bem compreendido que a regulação estomática é afetada 

negativamente na maioria das plantas submetidas ao estresse salino (Akram & Ashraf 

2011). O fechamento parcial dos estômatos é uma resposta adaptativa inicial das 

plantas para evitar a perda excessiva de água por transpiração em decorrência do 

déficit hídrico gerado pelo efeito osmótico da salinidade.  Tal mecanismo é induzido 

pelo hormônio ácido abscísico (ABA), que inicia uma cascata de transdução de sinais 

envolvendo o NO, que culminará na regulação das células guarda e na menor 

disponibilidade de CO2 para ser fixado no Ciclo de Calvin (Desikan et al., 2004; 

Freschi, 2013; Fahad et al., 2015).  

 No presente estudo, plantas de L. sativa expostas ao NaCl acrescido do SNP 

apresentaram incremento na Ci e fotossíntese líquida superior ao encontrado em 

plantas expostas somente ao NaCl. Segundo Wang et al. (2015), o NO pode atuar 

regulando negativamente a sinalização mediada pelo ABA ao promover a S-

nitrosilação e inativar a cinase OST1, fundamental no encerramento estomático. Tal 

resposta pode ser considerada uma estratégia de tolerância ao estresse ao permitir o 

fornecimento de CO2 para realização da fotossíntese, a fim de manter o crescimento 

sob condições de estresse.  

 Além disso, o NO pode ter aumentado o desempenho fotossintético em plantas 

de alface ao otimizar a absorção de nutrientes essenciais, como o K+, fundamental na 

ativação da enzima RUBISCO, atuar sobre os pigmentos cloroplastídicos evitando a 

degradação da clorofila e promover aumento na atividade das enzimas antioxidantes, 

reduzindo a peroxidação lipídica nos cloroplastos. (Procházková et al., 2013; Fatma et 

al., 2016; Misra et al., 2017). Segundo Farnese et al. (2017), o NO também pode 

contribuir para a manutenção da integridade do fotossistema II (PSII) ao aumentar o 

quenching não fotoquímico (NPQ), que é um indicador de dissipação térmica da 

antena do PSII, sendo um mecanismo de grande relevância em condições de estresse.  

 Apesar do estresse salino envolver vários componentes, os hormônios, por 

estarem envolvidos diretamente com o crescimento e desenvolvimento das plantas, são 

considerados cruciais na modulação das respostas fisiológicas que promovem a 

tolerância ao estresse. Dados da literatura têm demonstrado que até certo grau todos 

os hormônios atuam de forma integrada com o NO na mediação dessas respostas. 

Através de modificações pós-traducionais do tipo S-nitrosilação, o NO pode modificar 
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componentes envolvidos na percepção, biossíntese, catabolismo, conjugação e 

transporte dos hormônios vegetais (Freschi, 2013; Fahad et al., 2015).  

 No presente estudo observou-se aumento na concentração de ácido abscísico 

(ABA) em plantas de L. sativa expostas à salinidade. O incremento na concentração 

desse hormônio acompanhada por mudanças na expressão gênica e mudanças 

fisiológicas adaptativas são respostas comuns em condições de estresse salino. O ABA 

pode atuar sobre os componentes iônico e osmótico do estresse, uma vez que já foi 

relatado estar envolvido na regulação da expressão do transportador NHX1 e das 

proteínas H+-ATPases, que atuam na compartimentação de Na+ no vacúolo  e  

apresenta papel fundamental no controle estomático (Wang et al., 2001; Fukuda e 

Tanaka, 2006; Javid et al., 2011; Fahad et al., 2015). Sob condições de estresse salino 

o ABA limita a transpiração ao controlar as células-guarda através de vias 

sinalizatórias envolvendo aumento na concentração de NO, Ca2+ e H2O2, ativação de 

canais de ânions na membrana e inibição do influxo de K+, culminando na perda de 

turgor e fechamento estomático (Wilkinson e Davies, 2010; Freschi, 2013). Em plantas 

de L. sativa expostas à salinidade, o aumento na concentração de ABA foi 

acompanhado por menor condutância estomática, transpiração e concentração interna 

de CO2, culminando na redução da fotossíntese líquida.  

  O papel do NO na sinalização do ABA durante o encerramento estomático é 

bem documentada, sendo que esse sinalizador atua liberando Ca2+ a partir de 

compartimentos intracelulares e consequentemente promove a desativação de canais 

de influxo de K+ e ativa canais de ânions (Garcia-Mata et al., 2003). Entretanto, em 

folhas de L. sativa expostas ao doador de NO acrescido do NaCl a concentração de 

ABA observada foi inferior ao encontrado em plantas expostas somente ao NaCl. Uma 

vez que o NO atuou estimulando a produção de prolina em L. sativa, essas plantas 

podem ter mantindo um potencial hídrico favorável a absorção de água e 

restabelecimento do turgor celular. Assim, nessas condições baixas concentrações de 

ABA tornam-se favorável ao permitir que as plantas mantenham maior abertura 

estomática e consequentemente tenham incremento na concentração de carbono. 

Entretanto, os mecanismos pelo qual o NO atua sobre a concentração endógena de 

ABA ainda são pouco relatados. Segundo Liu et al. (2009), em plantas de Arabidopsis 

expostas ao NO foram observados aumento na transcrição e concentração da proteína 

ABA 8-hidroxilase CYP707A2, enzima chave envolvida no catabolismo do ABA. 
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 Em relação ao hormônio auxina (AIA), existem poucas informações a respeito 

da concentração de AIA em plantas sob estresse salino e o seu papel em mitigar danos 

nessas condições (Javid et al., 2011). Em folhas de L. sativa expostas ao NaCl 

observou-se redução no conteúdo endógeno desse hormônio, sendo essa resposta 

também observada em plantas de arroz (Nilsen e Orcutt, 1996) e milho (Fahad e Bano, 

2012) expostas à salinidade. O decréscimo na concentração de AIA está relacionado 

com a redução no crescimento das plantas, o que pode tornar-se um mecanismo de 

tolerância, no sentindo de armazenar recursos energéticos para superar o período de 

estresse (Fahad et al., 2015). 

No entanto, em folhas de plantas expostas ao NaCl acrescido do SNP a concentração 

de AIA manteve valores similares ao observado no controle. Atualmente, a maioria 

dos estudos sobre a interação AIA e NO estão concentrados na respostas das raízes, 

havendo poucas informações sobre a parte aérea (Freschi, 2013; Simontacchi et al., 

2013). Segundo Fahad et al. (2015), o NO pode modular o níveis de AIA, controlando 

sua degradação. Plantas tratadas com NO e expostas ao cádmio apresentaram aumento 

na concentração de AIA através da redução na sua degradação via oxidases do AIA, 

melhorando a tolerância ao estresse (Xu et al., 2010).  

 O etileno é um hormônio gasoso, conhecido como “hormônio de estresse”, pois 

sua biossíntese é induzida por uma grande diversidade de estresses ambientais. 

Entretanto,  em relação ao estresse salino o seu papel é questionado, pois estudos 

recentes indicam que o etileno interage em cascatas sinalizatórias de outros hormônios 

para aumentar a tolerância ao estresse (Wang et al., 2011; Nawaz et al., 2017). Folhas 

de L. sativa expostas à salinidade apresentaram aumento significativo na concentração 

de ácido 1-aminociclopropano carboxílico (ACC), precursor do etileno, em 

contrapartida ao serem expostas ao agente estressor acrescido do SNP, a concentração 

de ACC apresentou redução. Segundo Manjunatha et al. (2010), o NO atua reduzindo 

a emissão de etileno através da regulação das enzimas envolvidas na sua biossíntese. 

De forma que, ao promover a S-nitrosilação da enzima ACC sintase, regula 

negativamente a sua atuação e o acúmulo de ACC na planta. Além disso, já foi 

demonstrado que o NO pode afetar negativamente a produção de ACC ao interferir na 

atividade de enzimas envolvidas na síntese do S-adenosilmetionina (SAM), principal 

molécula precursora do ACC (Lindermayr et al., 2006).    

 No presente estudo, a concentração de zeatina, uma citocinina, apresentou 

decréscimo em raízes e folhas de L. sativa exposta ao NaCl. Estudos têm demonstrado 
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que a redução no conteúdo endógeno desse hormônio e o seu menor transporte para a 

parte aérea é uma resposta inicial ao estresse salino. Tal resposta é importante para a 

expressão de genes na parte aérea essenciais na mitigação de danos, tais como genes 

que codificam fatores de transcrição e sensores de Ca2+. Entretanto, os mecanismos 

pelos quais as citocininas são reduzidas sob condições salinas ainda são desconhecidos  

(Hare et al., 1997; Fahad et al., 2015).  

 Nos últimos anos, muitos estudos têm demonstrado interação complexa entre 

as citocininas e o NO, podendo ser essas interações sinérgicas ou antagônicas de 

acordo com o contexto fisiológico e espécie vegetal analisada. Em plantas de alface 

expostas ao NaCl acrescido do SNP, a concentração de zeatina apresentou incremento. 

As citocininas são conhecidos por aliviar os efeitos adversos da salinidade no 

crescimento das plantas, pois podem atuar como eliminador direto de radicais livres, 

regular positivamente a fotossíntese ao interferir na permeabilidade da membrana a 

alguns íons, estimulando a abertura estomática e, também está envolvida no acúmulo 

de prolina (Chakrabarti e Mukherji, 2003; Hadiarto e Tran, 2011; Wu et al., 2014; 

Fahad et al., 2014).  

 De forma geral, no presente estudo o NO restabeleceu a concentração dos 

hormônios para valores mais próximos aos observados em plantas controle. Tal 

resposta pode ser crucial na tolerância à salinidade, uma vez que, o desequilíbrio 

hormonal é considerada uma das principais causas de redução na produtividade vegetal 

em condições de estresse (Iqbal et al., 2012). 

 Assim, diante dos resultados encontrados é possível concluir que durante o 

início do estresse salino a atuação do NO como agente sinalizador de mitigação dos 

danos já é relatada, sendo seus efeitos benéficos evidenciados pela melhoria no 

crescimento, concentração de prolina, desempenho fotossintético, equilíbrio 

nutricional e hormonal.   
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

 As respostas das plantas à salinidade depende de alguns fatores, tais como, a 

concentração de sal aplicada, a idade da planta, duração do estresse e a sensibilidade 

ao agente estressor. Nesse contexto, a dose de NaCl definida no presente estudo e o 

curto período de exposição ao estresse foram suficientes para desencadear danos em 

plantas de L. sativa, evidenciados pelo aumento na concentração de H2O2, danos de 

membrana, sinais de morte celular, desequilíbrio nutricional, alteração hormonal e 

redução no desempenho fotossintético, que culminaram, em última instância, no 

declínio do crescimento (Figura 1).  

 No entanto, o NO, suprido na forma de SNP, reverteu parcialmente os danos 

desencadeados pela salinidade, através da sua atuação como antioxidante e agente 

promotor da homeostase iônica e osmótica da célula, o que resultou na otimização da 

fotossíntese e crescimento sob condições de elevada salinidade (Figura 1). Assim, o 

NO atuou na mitigação dos danos em plantas de alface expostas ao estresse salino de 

curta duração, entretanto, sabe-se que as mudanças ocasionadas por esse agente 

sinalizador são em sua maioria reversíveis, apresentando um padrão de atuação 

temporal e que o NO exógeno pode induzir a síntese de NO endógeno, que por sua vez 

pode exercer funções de sinalização mesmo depois do doador de NO ser esgotado do 

meio de cultivo. Assim, estudos que avaliem o papel desse agente sinalizador, também, 

a longo prazo seria de grande relevância no fornecimento de subsídios para melhor 

compreensão da atuação do NO em todas as fases do estresse salino.  
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Figura 1. Esquema representativo dos principais danos observados em plantas de L. 

sativa expostas ao estresse salino de curta duração e os mecanismos pelo qual o óxido 
nítrico (NO) atua para mitigar os danos.  


