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RESUMO

O estresse hidrico pode desencadear uma série de mudancas metabdlicas nas
plantas, afetando sua bioquimica e morfologia. A variabilidade dos ciclos de
precipitacdo torna essa adaptacao desafiadora. No entanto, a suplementagcao com
nitrogénio (NPK) pode desempenhar um papel crucial nesse contexto, pois esses
nutrientes sao fundamentais para a manutencdo do metabolismo, especialmente sob
condicbes de estresse. Este estudo avaliou os efeitos da suplementacao nutricional
nas respostas bioquimicas e morfoldgicas de plantas da espécie Pavonia humifusa
submetidas ao estresse hidrico. Apos 21 dias de suplementagao, o estresse hidrico
foi induzido por 29 dias. O experimento incluiu dois tratamentos de NPK: com e sem
NPK associado a duas condicdes de disponibilidade hidrica: controle e estresse.
Foram analisados parametros biométricos (biomassa seca da parte aérea e radicular),
fisiolégicos (teor relativo de agua e indice SPAD), do metabolismo primario (teores
de pigmentos e prolina), marcadores de estresse (malondialdeido e perdxido de
hidrogénio) e atividades enzimaticas (superdxido dismutase, catalase e ascorbato
peroxidase). Os dados foram analisados por ANOVA a 5% e as médias comparadas
pelo teste SNK usando o software R. As andlises realizadas indicam que apés
aplicagado nutricional com NPK, a P. humifusa demonstrou uma melhor taxa de
crescimento, além de apresentar maior teor de clorofila total in vivo. As plantas
suplementadas com NPK também apresentaram melhor adaptagdo ao estresse
hidrico com diminuicdo do estresse oxidativo. Adicionalmente, com suplementacao
de NPK a P. humifusa respondeu ser menos suscetivel ao estresse hidrico pelo
aumento da atividade enzimatica da SOD e Prolina, sendo o principal aminoacido
osmorregulador em condigdes de estresse hidrico. Os resultados obtidos sugerem
que a suplementacdo nutricional com NPK desempenha funcdo importante na

regulagéo bioquimica e fisioldgica contra o estresse hidrico na P. humifusa.

Palavras-chaves: Suspensdo hidrica, Estresse Abiodtico, Osmorregulagao,

Suplementacao.
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ABSTRACT

Water stress can trigger a series of plant metabolic changes, affecting their
biochemistry and morphology. The variability of rainfall cycles creates challenges to
adaptation. However, nitrogen supplementation (NPK) can play a crucial role in this
context, as these nutrients are fundamental for maintaining metabolism, especially
under stress conditions. The present study evaluated the effects of nutritional
supplementation on the biochemical and morphological responses of Pavonia
humifusa plants under water stress. After 21 days of supplementation, water stress
was induced for 29 days. The experiment included two NPK treatments: with and
without NPK associated with two conditions of water availability: control and stress.
Biometric parameters (aerial and root dry biomass), physiological parameters (relative
water content and SPAD index), primary metabolism parameters (pigment and proline
content), stress markers (malondialdehyde and hydrogen peroxide) and enzyme
activities (superoxide dismutase, catalase and ascorbate peroxidase) were analyzed.
ANOVA analyzed the data at 5% and the means were compared by the SNK test using
the R software. The analyses carried out indicate that after nutritional application with
NPK, P. humifusa showed a better growth rate, as well as a higher total chlorophyll
content in vivo. The plants supplemented with NPK also showed better adaptation to
water stress with a reduction in oxidative stress. In addition, with NPK
supplementation, P. humifusa responded to be less susceptible to water stress by
increasing the enzymatic activity of SOD and Proline, the main osmoregulatory amino
acid in water stress conditions. The results obtained suggest that nutritional
supplementation with NPK plays an important role in biochemical and physiological

regulation against water stress in P. humifusa.

Keyword: Water stress, Abiotic Stress, Osmoregulation, Supplementation.



i

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Plantas de P. humifusa no dia da coleta do experimento. A: sem aplicagao
de NPK sem restricao hidrica; B: aplicacdo de NPK sem restricao hidrica; C: sem
aplicagcao de NPK com restricao hidrica; D: aplicagdo de NPK com restricao hidrica.
ESCala (A-D): 24CM ... 23

Figura 2. Representacao do Teor Relativo de agua (TRA) nas plantas de P. humifusa
no tratamento de controle e apds o estresse hidrico em plantas com e sem a adigao
de nutrientes. Letras diferentes mostram diferenca estatistica de acordo com teste
SNK (p<0,05), letras maiusculas demonstram diferenca pelo NPK e minuscula pelo

BSIIESSE NIANICO. .o e 23

Figura 3. Estatisticas de Biomassa da P. humifusa, no tratamento de controle e apds
o estresse hidrico em plantas com e sem a adicdo de nutrientes. Letras diferentes
mostram diferencga estatistica de acordo com teste SNK (p<0,05), letras maiusculas
demonstram diferenca pelo NPK e minuscula pelo estresse
10T T 24

Figura 4. Parametros biométricos de P. humifusa, no tratamento de controle e apés
o estresse hidrico em plantas com e sem a adigao de nutrientes. Letras diferentes
mostram diferenga estatistica de acordo com teste SNK (p<0,05), letras maiusculas
demonstram diferencga pelo NPK e minuscula pelo estresse
] T [ o PRSP 25

Figura 5. indice SPAD de P. humifusa, no tratamento de controle e ap6s o estresse
hidrico em plantas com e sem a adi¢do de nutrientes. Letras diferentes mostram
diferenga estatistica de acordo com teste SNK (p<0,05), letras maiusculas

demonstram diferenca pelo NPK e minuscula pelo estresse hidrico......................25

Figura 6. Concentracdo de MDA e H202 nos exemplares de P. humifusa, no
tratamento de controle e apds o estresse hidrico em plantas com e sem a adi¢cao de

nutrientes. Letras diferentes mostram diferenca estatistica de acordo com teste SNK



i

(p<0,05), letras maiusculas demonstram diferengca pelo NPK e minuscula pelo

ESIrESSE NIAIICO. oo e e e 26

Figura 7. Quantificacédo de Proteinas totais soluveis na folha (A), quantificacéo de
proteinas totais soluveis na raiz (B) e teor de prolina (C) no tratamento de controle e
apos o estresse hidrico em plantas de P. humifusa com e sem a adigao de nutrientes.
Letras diferentes mostram diferenga estatistica de acordo com teste SNK (p<0,05),
letras maiusculas demonstram diferengca pelo NPK e minuscula pelo estresse
10T T 27

Figura 8. Atividade enzimatica da Superdxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e
Ascorbato peroxidase (APX) em exemplares de P. humifusa, no tratamento de
controle e apds o estresse hidrico em plantas com e sem a adicdo de nutrientes.
Letras diferentes mostram diferenga estatistica de acordo com teste SNK (p<0,05),
letras maiusculas demonstram diferenca pelo NPK e minuscula pelo estresse
] o 28

Figura 9. Analise hierarquica de cluster (AHC) de parédmetros de crescimento,
fisiologicos e bioquimicos de P. humifusa no tratamento de controle e apds o estresse
hidrico em plantas com e sem a adigdo de nutrientes. As chaves dos tratamentos a
direita sdo: T1 - estresse com NPK; T2 - estresse sem NPK; T3 - controle com NPK;
T4 - controle sem NPK; NF = Numero de folhas; MSPA = Massa seca da parte aérea,;
MSFolha = Massa seca da folha; MSCaule = Massa seca do caule; R_PA = Razao
parte aérea; TRA = Teor relativo de agua; Ca = Clorofila a; Cb = Clorofila b; Ct =
Clorofila Total; Car = Carotenoides; MDA = Malondialdeido; H?0O? = Peréxido de
Hidrogénio; Proteina_F = Proteina da folha; Proteina_R = Proteina da Raiz; Prolina
= Prolina; SOD = Superdxido Dismutase; CAT = Catalase; APX = Ascorbato

[Rd=Y 10 ([0 =11 T 29



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Analise de variancia (ANOVA). H = Hidrico; N = Nutricdo; H*N = Interacéo
entre os dois tratamentos NF = Numero de folhas; MSPA = Massa seca da parte
aérea; MSFolha = Massa seca da folha; MSCaule = Massa seca do caule; R_PA =
Razao parte aérea; TRA = Teor relativo de agua; Ca = Clorofila a; Cb = Clorofila b;
Ct = Clorofila Total; Car = Carotendides; MDA = Malondialdeido; H*0O? = Perdxido de
Hidrogénio; Proteina_F = Proteina da folha; Proteina_R = Proteina da Raiz; Prolina
= Prolina; SOD = Superoxido Dismutase; CAT = Catalase; APX = Ascorbato
Peroxidase; ns = nenhuma significancia; p<0,05 = *; p<0,01 = **; p<0,001 =

PP PP 22



SUMARIO

1. INTRODUGAO........cueuereetincressasteessssssssesssssssssssssssssssssssasssssssssnsassssssssnssssesssssnsasssssssnsans 13
2. REFERENCIAL TEORICO........cooiuiteeceerserscssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsasaens 14
2.1 DEFICIT HIDRICO ...t 14

2.2 IMPORTANCIA DO NITROGENIO (N), FOSFORO (P) E POTASSIO (K) PARA O
CRESCIMENTO VEGETAL ....oovviieeeeeeeee oot n e en s ennenanennennens 15
2.3 PLANTAS DA CAATINGA ..o 17
3. OBUETIVOS......cooueieeceeteeeeee e sesssscssssssssss s sssssss s s sesss s e s st s s ssssssssssssssssnsnsassssssnsnsas 18
3.1 OBJETIVOS GERAIS.......ooeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..o 18
4. MATERIAIS E METODOS.......cooueuieeteereeererereseeesesesesssesesesesesesesssesssesssssssssssssassssnsssnsaeas 18
4.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES EXPERIMENTAIS ........covivoveeeeeeeeecene 18
4.2 ANALISE E MEDIDAS ......coooeieeeeeeeeee et en s an s anneneneeens 20
4.2.1 Andlise de crescimento (Biometria)..........coooiuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 20
4.2.2 Teor Relativo de AQua (TRA) ...ttt 20
G I N P 1T Y 0 =TT Yo [ 1 o o= 1P 20
4.3 ANALISE DE DADOS .......oovoeieeeeeeeeeeeeeee et en s en s an s enesn s 23
5. RESULTADOS ......ocoeecuctetreeeccasssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssassssssssssssassssssssssasasas 23
5.1 TEOR RELATIVO DE AGUA (TRA)......ooieeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeneee e 25
5.2 PARAMETROS DE CRESCIMENTO........cooviiueeeeeeeeceeeeeeeeeeeeee e 26
5.3 PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS.......ooieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 28

......................................................................................................................................... 28
5.5 ANALISE METABOLICA (PROLINA E PROTEINA)......cciuieieieicecieeeeee e, 29
5.6 ANALISE DE ATIVIDADE ENZIMATICA ......cooiiiiiiiieieieieee et 30
5.7 ANALISE MULTIVARIADA . ........oovieeeeeieeee oot 31
B. DISCUSSAD.......cecceureseessesessas s s s s s s s s s s s ss s s s s asssassssssssnsssssssssssssssssssnsssssssnsnsnes 33
7. CONCLUSOES........coiitrercccrtrersseesesesssas e e e sesas s e e e sasss s s e e sasas s s aesesssssassnssssasasasasnenes 36

8. REFERENCIAS .........cooteertrererirererereseseresesesesese e e e sesese e e s e se s s se e s s s ss s s s s s s ssasssssasasas 37



13

1. INTRODUCAO

A Caatinga € caracterizada como uma Floresta e Arbustos Tropicais
Sazonalmente Secos (FATSS), com variagao vegetal indo de vegetagdes arboreas
até xerdfilas. No bioma, ja foi registrado mais de 900 espécies de plantas vasculares,
onde 318 sao espécies endémicas pertencentes a 42 familias, destacando-se:
Fabaceae, Poaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Rubiaceae, Malvaceae. A grande
diversidade presente na caatinga se da devido ao conjunto de adaptacdes
decorrentes das temperaturas elevadas e distribui¢cao irregular de chuvas. Algumas
modificagdes morfolégicas como reducdo da area foliar, habitos suculentos e
espinhos foram desenvolvidas pelas plantas da caatinga para diminuir sua

evapotranspiragao (Fernandes & Queiroz, 2018; Leal, 2005).

A maior parte do bioma possui o clima semiarido, com temperaturas na meédia
de 25° a 30° e com uma baixa precipitacdo anual entre 400 a 1200 mm (Tabarelli,
2018). Somado a isso, com periodos longos de estiagem, o solo poroso e arenoso
do bioma acaba diminuindo a taxa de absor¢do de agua pelas plantas (Santos &
Carlesso, 1998). Como resultado, a planta acaba por entrar em estagio de déficit
hidrico, que ocorre pela pouca agua no ambiente, altas temperaturas (aumentando
a taxa de evapotranspiragéo), e salinidade elevada do solo (Moreno, 2009). Quando
a planta se encontra em situagdes de estresse, ocorrem algumas modificacdes
bioquimicas e fisiolégicas em resposta, como a producdo excessiva de ERO
(Espécies Reativas de Oxigénio) (Barbosa, 2014). O acumulo desses compostos na
planta resulta em um estresse oxidativo, em que componentes da célula vegetal s&o
danificados e perdem seu funcionamento, afetando diretamente o metabolismo da
planta (Barbosa, 2023).

Para o desenvolvimento de mecanismos de defesa especializados contra as
espécies reativas de oxigénio (EROs), certos nutrientes tornam-se fundamentais
para que a planta mantenha um bom estado fisiolégico e seja capaz de sintetizar
essas defesas antioxidantes, como os macronutrientes (Barbosa et al., 2010). Os
macronutrientes sdo elementos essenciais que a planta necessita em altas
quantidades por possuirem papeis essenciais em diversos processos metabodlicos
(Fernandes, Matos e Carvalho, 2013). O nitrogénio (N) € considerado o principal

macronutriente e esta presente em todas as proteinas e enzimas, como também nas
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clorofilas (processo fotossintético). Ja o fésforo (P) € o principal constituinte da
membrana celular, estando presente no DNA, RNA e ATP, sendo necessario para a
geracao de energia e crescimento da planta. O potassio (K) € um macronutriente
movel e presente nas partes mais novas da planta, além de estar ligado a processos
essenciais como relagdes hidricas, ativagdo enzimatica, crescimento entre outros.
(Tripathi, 2014).

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo analisar as respostas
morfoldgicas, bioquimicas e fisiolégicas com a aplicagdo de Nitrogénio, Fésforo e
Potassio em uma espécie de planta da caatinga (Pavonia humifusa) quando

submetida a estresse hidrico.
2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 DEFICIT HIDRICO

Entre os recursos essenciais para o desenvolvimento e a reprodugao das
plantas, a agua desempenha um papel fundamental, pois participa ativamente da
transpiragcado e, consequentemente, da fotossintese, sendo absorvida e distribuida
por todo o organismo (Souza, 2023). Alteragbes nesse processo podem resultar na
perda excessiva de agua para a atmosfera, levando ao déficit hidrico e ao

comprometimento de diversos ciclos celulares (Taiz e Zeiger, 2017).

A vegetacdo da caatinga € caracterizada como uma FATSS (Florestas e
Arbustais Tropicais Sazonalmente Secos), e plantas dessa regido desenvolveram
determinadas adaptagdes para sobreviver as adversidades climaticas como a
precipitagéo irregular longos periodos de seca, assim como o tipo de solo em que
estd inserido. (Fernandes e Queiroz, 2018). A caatinga apresenta um solo rico em
minerais, pedregoso e raso, sendo caracterizado também como um solo de fraca
capacidade de retencao de agua (Alves, Araujo e Nascimento, 2009). Tais aspectos
se relacionam com a capacidade da planta em tolerar o déficit hidrico elevado e sua

capacidade de suportar a desidratagédo imposta pelo ambiente (Al-Turki, 2023).

O estresse por restricdo hidrica ocorre quando a agua disponivel no solo é
insuficiente para atender as necessidades fisiolégicas no organismo vegetal,

afetando diversos processos metabdlicos. A transpiragao € uma das principais vias
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de perda de agua da planta para o ambiente através da abertura dos estdmatos,
portanto quando o organismo esta sob estresse hidrico, ocorre o fechamento parcial
dessas estruturas para reduzir a perda de agua (De Moraes Campos, Santos e
Nacarath, 2021). Ademais, quando a planta se encontra inserida em regides com
precipitagdes irregulares, a perda de agua supera a taxa de absorgao de agua pelas
raizes, gerando um déficit hidrico (Geilfus, 2019). Segundo Taiz e Zeiger (2017) as
respostas mais perceptiveis que a planta demonstra em déficit hidrico sdo os
fechamentos estomaticos, aceleracdo da senescéncia e a abscisio foliar, onde todos
os métodos visam a maior conservacao de agua possivel. Outro mecanismo que
auxilia na manutengao da turgéncia celular é o ajustamento osmoético, que permite a
abertura estomatica e fotossintese mesmo a planta estando em solo com baixo

potencial hidrico (Chaves e Stacciarini-seraphin, 2001).

A redugdo da condutancia estomatica impacta o equilibrio do processo
fotossintético, limitando o acesso aos elementos essenciais, como agua e CO.,
ocasionando na desregulagao da atividade fotossintética (De Morais Campos, Santos
e Nacarath, 2021). Pela redugédo da conducgao estomatica, ocorre o desequilibrio da
producao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), como o perdxido de hidrogénio
(H202) e radicais superoxidos (O,-), sendo altamente reativos e tdxico para o
organismo, que em acumulo podem degradar membranas celulares, causar oxidagéo
de proteinas, danos ao DNA, resultando em posterior morte celular (Hasanuzzaman
e Fujita, 2022). Nas condicdes de estresse oxidativo gerado, o mecanismo de defesa
antioxidante desenvolve enzimas e moléculas especializadas, como a superéxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a peroxidase de escorbuto (APX) (Qamer et al.,
2021). Esse sistema enzimatico antioxidante atua na neutralizagdo das EROs
convertendo, catalisando ou reduzindo as moléculas para equilibrar os niveis de
EROs e proteger as células vegetais de danos estruturais e metabdlicos (Dumanovi¢
et al, 2021).

2.2 IMPORTANCIA DO NITROGENIO (N), FOSFORO (P) E POTASSIO (K) PARA
O CRESCIMENTO VEGETAL

Os nutrientes sdo elementos quimicos que contribuem para o
desenvolvimento vegetal quando absorvidos pelo organismo da planta, impactando

diretamente o crescimento, produgao e qualidade das plantas (Ohkama-ohtsu, 2010).
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Atualmente, sdo conhecidos 17 elementos essenciais para o desenvolvimento
adequado das plantas, sendo divididos em macronutrientes (Nitrogénio, Foésforo,
Potassio, Calcio, Enxofre e Magnésio), necessarios em maior quantidade, e
micronutrientes (Ferro, Zinco, Cobre, Boro, Manganés, Molibdénio, Cloreto),

necessarios em menor quantidade (Kumar, Kumar e Mohapatra, 2021).

Do grupo de macronutrientes existente, o nitrogénio (N) € o elemento principal
para a planta pois faz parte da constituicdo de proteinas e nucleotideos (Moreau,
2019). Segundo Yuan (2023), a maior concentragao de N se encontra na atmosfera
e para que o nitrogénio encontrado no ar, torne-se disponivel para as plantas no solo,
ele deve passar por processos de fixacdo, decomposigdo dos microrganismos e
nitrificacao, ficando presente nas formas de NH*; (amdnio), NO~ (dioxido de
nitrogénio) e NO-; (nitrato), formas essas que participam da biossintese de proteinas
e clorofilas, sendo necessario a agua para que seja absorvido pela planta. Quando
a planta se encontra sob estresse hidrico a taxa de transpiragdo e permeabilidade
da membrana diminui, com isso, o nitrato e amonio n&o conseguem ser transportados
para a parte aérea e consequentemente ndo metabolizados (lgbal et al., 2020).
Zhang et al. (2017) observaram que a deficiéncia de nitrogénio em cultivares de arroz
induziu o acumulo de H.O: e aumento nos teores de MDA, constituindo um estresse

oxidativo nessas plantulas.

O fésforo (P) também é um importante macronutriente para a planta por fazer
parte de componentes importantes na célula vegetal como a membrana celular,
acidos nucleicos, carboidratos e moléculas essenciais como ATP, ADP e NADP (Taiz
& Zeiger, 2017). De acordo com Broggi et al. (2011), as plantas podem apresentar
reducao na fotossintese quando a deficiéncia hidrica atua em conjunto com a baixa
disponibilidade de P. Outros estudos, como os de Kuwahara e Souza (2009), relatam
que o fésforo teve uma boa influéncia quanto ao crescimento do vegetal,
principalmente no numero de perfilhos e area foliar. A suplementacéo de fosforo
aumenta atividades enzimaticas, como a SOD e CAT, além de acumular osmolitos
organicos, como a prolina, mitigando o estresse oxidativo por déficit hidrico (Khan et
al., 2023)

Ativacdo enzimatica, fotossintese, sintese de proteinas, osmorregulagéo, sdo

alguns dos papeis fundamentais que o potassio (K) desempenha no metabolismo
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vegetal. K é outro macronutriente que desenvolve uma fungao importante para o
metabolismo da planta, principalmente quando esta se encontra sob situacado de
estresse bidtico ou abidtico. (Wang et al.,, 2013). No estresse hidrico, ocorre o
fechamento estomatico e consequentemente a diminuicao da fixacdo de CO,, devido
a isso, ocorre a formagao de EROs (espécies reativas de oxigénio). A necessidade
por K pela planta aumenta, pois ele se relaciona com a manutengdo da fixagéao
fotossintética de CO,, com o objetivo de manter a fotossintese e proteger os

cloroplastos de possiveis danos oxidativos (Mengel, 2021).
2.3 PLANTAS DA CAATINGA

O Bioma da Caatinga ocupa cerca de 862.818 Km? do territorio brasileiro,
sendo Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao, Pernambuco, Paraiba, Sergipe, Piaui e 0
norte de Minas Gerais os estados em que esta presente (Turra, 2024). Sendo um
bioma exclusivamente brasileiro, a caatinga oferece diversas atividades econémicas,
principalmente em areas de cosméticos, alimentos e ramos farmacéuticos (Brasil,
2022). A Caatinga € uma zona semiarida que se caracteriza por possuir longos
periodos de estiagem e ma distribuigdo das chuvas em seu territério, isso resulta
numa vegetacado caracteristica de plantas que possuem atributos adaptados as
condi¢des da regido, com espécies de tipo lenhosas, herbaceas, caducifélia e arvores
de pequeno porte em grande maioria (Lima, 2010). De forma geral, o bioma possui
mais de 5.000 espécies de fungos e plantas (Forzza, 2010), com cerca de 950
géneros e 152 familias de angiospermas (Fernandes, 2018). Desse total, 53% da
flora equivale a 10 familias com maior numero de espécies no bioma como as
Fabaceae, Poaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Rubiaceae, Malvaceae (Forzza,
2010).

A familia Malvaceae no Brasil possui em torno de 80 géneros com 400
espécies, sendo arbustos, ervas e arvores de pequeno porte (Souza & Lorenzi, 2005)
estando distribuida por regides tropicais e temperadas, com uma maior
predominancia de riqueza na América do Sul (Fryxell, 1997). O género Pavonia, que
pertence a familia Malvaceae, possui cerca de 250 espécies ao todo, sendo um dos
géneros mais abundantes dessa familia (Grings, 2011). Quanto a sua distribuicéo, o
género € amplamente disperso no continente americano com 224 espécies por todo

o territorio, tendo apenas o Chile como excecao (Fryxell, 1999). 46 espécies de
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pavonia sdo encontradas na Africa e somente 2 na Asia (Grings, 2013). Segundo
Esteves (1998, 2001) existem 134 espécies de Pavonia no Brasil, e 78 dessas
espécies sao encontradas na Mata Atlantica, cerrado, caatinga e algumas areas de

campo do Nordeste e Sudeste.
3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar as respostas fisiologicas, morfolégicas e bioquimicas das plantas de
Pavonia humifusa em resposta a suplementagao nutricional de nitrogénio, fésforo e

potassio quando submetidas a condigdes de estresse hidrico.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar como a da suplementagdo nutricional afeta parametros
morfofisiolégicos das plantas de P. humifusa sob estresse hidrico.

e |nvestigar as variagcbes nas atividades de enzimas antioxidantes em plantas
sob diferentes niveis de suplementacio nutricional e estresse hidrico.

e Quantificar a producdo de compostos relacionados ao estresse em resposta
a suplementagao dos nutrientes em condigdes de estresse hidrico.

e Analisar como ira se estabelecer o ajustamento bioquimico (primario e
antioxidativo) de Pavonia humifusa quando suplementada com doses

nutricionais de NPK e submetidas a estresse por retencao hidrica;

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAL VEGETAL E CONDIGOES EXPERIMENTAIS

Foram coletadas plantas da espécie nativa Pavonia humifusa em ambiente de
caatinga, no Parque Nacional do Catimbau (PARNA Catimbau — 8°34' 0.43"S 37°14'
22.78"W ) em Pernambuco/BR, regido semiarida com clima Tropical Sazonalmente
Seco. Foram selecionados individuos jovens, livres de doengas, sem sinais de
predacao e com 10-20 cm de parte aérea. O material foi transportado em recipientes

com solo umedecido até o local onde o experimento foi conduzido
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O experimento foi instalado na casa de vegetagdo na area de Botanica do
Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
localizada nas coordenadas 8°00'45.7” S 34°57°03.8” W. As medidas biométricas a
analises bioquimicas foram feitas e avaliadas no Laboratério de Fisiologia de Plantas
(LFP).

As plantas foram transplantadas individualmente para vasos de 1,7L, contendo
uma mistura de areia lavada, substrato vegetal (BIOPLANT PLUS®, composto por
MM 14-16-18, calcario agricola, turfa de Sphagnum, fibra de coco, casca de arroz e
casca de pinus) e substrato comercial (TERRA NOVA MAXXI©®, contendo composto
organico, calcario, casca processada e decomposta e vermiculita, expandida),
respectivamente, na seguinte proporgéo 3,5:1,5:1, deixando 2 cm de borda sem
preenchimento em cada saco. As plantas passaram por um processo de
estabelecimento e aclimatagdo com irrigacdo manual diaria durante os primeiros 30
dias apds o transplante, foi monitorando uma umidade de 70% nas unidades
experimentais para padronizagdo. Durante a restrigdo hidrica, foi registrada uma
temperatura média maxima de 32,55 °C. A umidade relativa média teve um registro
diario de 59,28% para o mesmo periodo, registrando assim uma umidade relativa de

37% na casa de vegetagéo.

O experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com X
repeticdes, em dois regimes hidricos (1 - manutengdo da irrigacdo a 70% e 2 -
suspensao da irrigagao) e dois niveis nutricionais (1 - com suplementagao de NPK e

2 - sem suplementacédo de NPK)

O dia zero (0) marcou o inicio dos tratamentos, que foi determinado pela
aplicagao da 12 de 4 doses (40 ml) de suplementacdo com 6 mM de Nitrogénio (N),
2 mM de Fosforo (P) e 6 mM de Potassio (K). Como fonte, foi utilizado fosfato de
potassio dibasico (K;HPOQ,), fosfato de potassio monobasico (KHPO,) e nitrato de
potassio (KNOs3). A outra metade das unidades experimentais permaneceram sem
suplementacdo de NPK. Essa configuragdo foi mantida até o dia 21, logo apds a

aplicacao da 42 e ultima dose de suplementacao no dia 20.

Apos a aplicagao nutricional, foi realizada a separacdo de dois grupos de

unidades experimentais, contendo numeros equivalentes de plantas com e sem
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suplementacado de NPK. Foi entdo iniciada a restricdo hidrica com a suspenséao da
irrigagdo em um dos grupos, enquanto as unidades experimentais do segundo grupo
permaneceram irrigadas. A suspensao permaneceu até que as plantas
apresentassem sinais de estresse por meio do enrolamento de folhas ou murcha

foliar, sendo realizado entado a coleta, marcando o fim do experimento no dia 50
4.2 ANALISE E MEDIDAS
4.2.1 Analise de crescimento (Biometria)

O crescimento dos exemplares foi avaliado com base no Numero de Folhas
expandidas e fotossinteticamente ativas durante o experimento, Massa Seca de
raizes, caule, parte aérea e Relacao Raiz/Folhas. A massa seca do caule, raiz e folhas
foi determinada apds a secagem em estufa a 70°C por uma semana em envelopes

de papel
4.2.2 Teor Relativo de Agua (TRA)

Para determinar o Teor Relativo de Agua (TRA) foi retirado discos foliares de
aproximadamente 1 cm das folhas coletadas, utilizando um perfurador e evitando a
nervura central. Os discos foram pesados para obtengdo do peso fresco. Apds a
pesagem foram colocados em placas de petri contendo agua destilada por 24h.
Decorridas as 24 horas, os discos foram retirados do contato com a agua e pesados
novamente para obter o peso turgido. Em sequéncia, os discos foram secos em estufa
a 70 °C para obtencao de massa constante (peso seco) (BARRS e WEATHERLEY,
1962; GOMES JUNIOR et al., 2021N). O TRA foi calculado de acordo com a equagao
1.

~ MT —MS (1)

MF — Massa Fresca
MS — Massa Seca
MT — Massa Turgida

4.2.3 Analises Bioquimicas
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4.2.3.1 Metabolismo Primario: Teores de pigmentos fotossintéticos, proteinas

soluveis totais e prolina livre totais

Os procedimentos para determinacao dos teores de Clorofila a, Clorofila b e
Carotenoides, foram realizados conforme descrito por Bezerra Neto e Barreto (2011)
e Lichtenthaler (1987). Apdés a coleta do material vegetal, as amostras foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer para a posterior analise.
O material vegetal foi macerado utilizando-se acetona 80% (como agente extrator).
O extrato formado pela maceragao passou por uma filtragem em uma tela de nylon
de malha fina para em seguida ser submetido a centrifugagao por 5 minutos a 10.000
rom. Por fim, as leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro com comprimento
de onda 645 nm e 663 nm para Clorofila a e b, respectivamente, e 470 nm para
Carotenoides. A concentracao de Clorofila a, Clorofila b e Carotenoides foi expressa

pelas seguintes equacoes:

Clorofila a (mg L™1) = 12,72 Aggs - 2,59 Agas

Clorofila b (mg L™1) = 22,88 Agys - 4,67 Aggs

Carotenoides (xantofilas+carotenos) (mgL™!) = 1000 A4, — 1,82 C, — 85,2 C,,
/198

Onde A470, A645 e A663 sao as absorbancias para os comprimentos de onda
470 nm, 645 nm e 663 nm, respectivamente. Foi aferido também o indice de clorofila,
depois da suplementagao com NPK, utilizando-se o clorofilémetro portatil SPAD-502
(Konika Minolta)

Para a determinacao de Proteina Total foi realizado o método de Bradford
(1976), adicionando 3 ml do reagente Bradford em 60 pl do extrato obtido pela
atividade enzimatica. As leituras foram realizadas no espectrofotdmetro usando 595

nm de comprimento de onda.

A atividade de Prolina Livre foi determinada pela preparagao de extratos das
amostras que foram obtidas pela maceragdo de material vegetal fresco em acido
sulfosalicilico 3%, tendo uma posterior separagéo na centrifuga por 10 minutos a
10.000. Foi adicionado acido ninidrina e acido acético glacial ao sobrenadante obtido,

sendo submetidos a banho maria (100 °C por 1 hora), e banho de gelo. Na sequéncia,
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foi acrescentado tolueno e aplicada agitagdo vigorosa com repouso em seguida,
ocorrendo a separacao de fases. As leituras foram efetuadas em espectrofotdmetro
a 520 nm.

4.2.3.2 Marcadores de estresse: Malondialdeido (MDA) e Peréxido de hidrogénio
(H202)

Para determinar o teor de Malondialdeido (MDA) de folhas e raizes, foram
macerados 200 mg de material vegetal em 2 ml de acido tricloroacético (TCA) a 0,1%.
Em seguida, o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos a -4 °C. Apés a
centrifugacéo, 250 yL do sobrenadante foi coletado e transferido para um tubo de
vidro contendo 1,5 ml de acido tiobarbiturico 0,5 em TCA 20%. O composto foi
mantido em banho-maria por 30 minutos a 95 °C. Apds esse periodo, as amostras
foram submetidas a um rapido resfriamento com gelo e centrifugadas a 10.000 rpm
por 10 minutos. A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro nos comprimentos de
onda 535 e 600 nm (HEATH & PACKER, 1968).

A determinagao de Peréxido de Hidrogénio (H,O.) foi realizada utilizando o
mesmo extrato de MDA. Coletou-se 200 uL do sobrenadante do microtubo, com a
adicdo de 800 pL de lodeto de potassio e 200 uL de tampao fosfato. As leituras foram
efetuadas no espectrofotbmetro com comprimento de onda 390 nm (LORETO &
VELIKOVA, 2001). Para andlise das amostras de raiz, 0 mesmo procedimento foi

replicado.

4.2.3.3 Atividades enzimaticas: Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e
Ascorbato Peroxidase (APX)

Para essas analises, foi utilizado material vegetal fresco (folhas e raizes) que
foram coletados e armazenados no nitrogénio liquido. No laboratério, ficaram

armazenadas em freezer a -20 °C até o momento da extragao e leitura.

O material foliar e radicular foi coletado e macerado individualmente até a
formagdo de uma farinha para entdo ser adicionado 20% de PVPP
(Polivinilpolipirrolidona), tendo evitado a oxidagao do material durante 0 manuseio.
O extrato bruto foi processado com auxilio de um cadinho com pistilo, numa proporcao

de 1:3 através da homogeneizacgéo de 0,1 g do material macerado em 3 ml de tampé&o
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fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) adicionando EDTA (1 mM) e DTT (3 mM). O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 minutos a 4 °C. Por fim, o
sobrenadante coletado em gelo foi mantido sobre refrigeragédo a -20 °C para ser

realizado as analises enzimaticas.

A atividade do Superéxido Dismutase (SOD) foi avaliada pela capacidade da
enzima de inibir a fotorregulacdo do azul de nitrotetrazdlio (NBT), com leituras

realizadas a 560 nm no espectrofotometro (Giannopolitis & Ries, 1977)

A atividade da Catalase (CAT) foi estimada conforme descrita por Havir e
Mchale (1987), com adaptacbes de Azevedo et al. (1998), acompanhando o

decréscimo na absorbéancia, a 240 nm por 1 minuto (primeira e ultima leitura).

A atividade da Ascorbato Peroxidase (APX) foi avaliada segundo Nakano e
Asada (1981), sendo feito o monitoramento no espectrofotdmetro da taxa de oxidagao

do ascorbato a uma absorbancia de 290 m, por 1 minuto.
4.3 ANALISE DE DADOS

Os resultados foram submetidos a analises de homogeneidade (Shapiro-Wilk)
e analise de variancia (ANOVA), usando o programa R (R Core Team, 2023). O teste
SNK foi usado para diferenciar os tratamentos aplicados. Todas as analises

estatisticas foram feitas no software R, incluindo a analise de Cluster.

5. RESULTADOS

De acordo com a variancia, observou-se que nao houve diferencga significativa
no numero de folhas entre os tratamentos sob restricao hidrica. No entanto, a nutricao
apresentou um efeito significativo (p < 0,05), indicando que as plantas mantiveram a
tolerancia ao déficit hidrico sem perda de folhas (tabela 1). Quanto a massa seca das
folhas, foram observadas respostas significativas em decorréncia do estresse hidrico,
da suplementagao de NPK e da interac&o entre esses dois tratamentos. Em contraste,
a massa seca das raizes nao apresentou diferengas significativas (Tabela 1). Todos
os pigmentos fotossintéticos medidos mostraram valores sem diferengas estatisticas
relevantes entre si. O malondialdeido demonstrou um valor significativo (p < 0,01)

apenas nos tratamentos de estresse hidrico e nutricdo, sem significancia na interacao



24

entre ambos. O peroxido, por sua vez, apresentou diferengca apenas sob condigdes
de restricao hidrica. Em relagao as proteinas, apenas os tratamentos de nutricdo e a
interagcdo mostraram significancia (p < 0,01) nas folhas. A prolina apresentou um
efeito significativo (p < 0,05) em todos os tratamentos analisados; no entanto, a
analise de variancia nao detectou variagdes significativas nas atividades enzimaticas,
exceto para a superoéxido dismutase (SOD) no tratamento de interacéo.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia (ANOVA). H = Hidrico; N = Nutricdo; H*N = Interagéo entre
os dois tratamentos NF = Numero de folhas; MSPA = Massa seca da parte aérea; MSF = Massa seca
da folha; MSC = Massa seca do caule; MSR = Massa seca da raiz; R_PA = Raz&o parte aérea; TRA
= Teor relativo de agua; Ca = Clorofila a; Cb = Clorofila b; Ct = Clorofila Total; Car = Carotenoides;
MDA = Malondialdeido; H-O: = Peréxido de Hidrogénio; P_F = Proteina da folha; P_R = Proteina da

Raiz; Prolina = Prolina; SOD = Superdéxido Dismutase; CAT = Catalase; APX = Ascorbato Peroxidase;
ns = nao significativo; p<0,05 = *; p<0,01 = **; p<0,001 = ***,

Variavel H N H*N
NF ns * ns
MSPA ns wxn *
MSF >k *k Kk
MSC ns ** ns
MSR ns ns ns
R_PA ns * *
TRA % ns ns
Ca ns ns ns
Cb ns ns ns
Ct ns ns ns
Car ns ns ns

MDA *% *% ns
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H.0, * ns ns
P F ns . -
P_R ns ns ns
Prolina * * *
SOD ns ns *
CAT ns ns ns
APX ns ns ns

As variagdes de crescimento da P. humifusa se diferenciam pelos tratamentos
de estresse hidrico e aplicacado de nutrientes. As diferencas observadas demonstram
que o efeito da aplicagédo de NPK pode ter influenciado no crescimento da planta,
sendo possivel observar a presencga de clorose em individuos que néo receberam a

aplicacao de nutrientes e foram submetidos ao estresse hidrico.

Figura 1. Plantas de P. humifusa aos 29 dias de estresse hidrico. A: sem aplicagdo de NPK
e sem restricdo hidrica; B: aplicagdo de NPK sem restricao hidrica; C: sem aplicagdo de NPK com
restricdo hidrica; D: aplicagao de NPK com restrigcao hidrica. Escala (A-D): 24cm.
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5.1 TEOR RELATIVO DE AGUA (TRA)

O teor relativo de agua (TRA) indicou que a restri¢ao hidrica reduziu o conteudo
de agua nas folhas de Pavonia humifusa (Figura 2). No entanto, ndo foram
observadas diferengas significativas no tratamento nutricional, independente do
tratamento hidrico.

Figura 2. Teor Relativo de agua (TRA) nas plantas de Pavonia humifusa submetidas a diferentes
regimes hidricos, com suplementagéo nutricional e sem suplementagao nutricional. Letras diferentes

mostram diferenca estatistica de acordo com teste SNK (p<0,05), letras maiusculas demonstram
diferenga pelo NPK e minuscula pelo estresse hidrico.
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5.2 PARAMETROS DE CRESCIMENTO

Pavonia humifusa apresentou um desenvolvimento superior da biomassa
quando suplementada com nutrientes. No entanto, observou-se que as plantas nao
suplementadas com NPK mantiveram parametros de crescimento estaveis em
relacdo a massa seca da parte aérea, massa seca das folhas e massa seca dos
caules (Figura 3 A, B e C). A massa seca das folhas ndo apresentou diferengas
estatisticas entre as plantas sob estresse hidrico com e sem suplementacdo de NPK
(Figura 4B). No entanto, os demais tratamentos mostraram uma reduc&o na biomassa
em condicoes de estresse hidrico. Da mesma forma, ndo foram observadas
diferencgas estatisticamente significativas na massa seca das raizes em nenhum dos

tratamentos (Figura 3D).
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Figura 3. Biomassa das plantas de Pavonia humifusa, submetidas a diferentes regimes hidricos e
suplementagao de nutrientes. Letras diferentes mostram diferenca estatistica de acordo com teste
SNK (p<0,05), letras maiusculas demonstram diferenca pelo NPK e minuscula pelo estresse hidrico.
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Houve decréscimo na relagao raiz/parte aérea no tratamento com adicéo de

NPK no controle, contudo no estresse ndo houve diferenca estatistica entre os dois

tratamentos (Figura 4A). Quanto ao numero de folhas, é possivel observar que as

plantas sem NPK ndao mostraram diferencas significativas, entretanto, as plantas

submetidas ao estresse hidrico e que receberam NPK produziram um maior numero

de folhas, quando comparadas a aquelas sem suplementacao e sem estresse hidrico
(Figura 4B).

Figura 4. Parametros biométricos de P. humifusa, no tratamento de controle e apds o estresse hidrico
em plantas com e sem a adicdo de nutrientes. Letras diferentes mostram diferenga estatistica de
acordo com teste SNK (p<0,05), letras maiusculas demonstram diferenca pelo NPK e minuscula pelo
estresse hidrico.
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5.3 PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

Nao houve diferengas significativas nos pigmentos fotossintéticos (clorofila a,
clorofila b e carotenoides) realizado apds os tratamentos com suplementagao de
nutrientes ou estresse por restrigao hidrica (p>0,05) (Tabela 1). O menor indice SPAD
foi obtido nas folhas de plantas sem suplementacdo com NPK, independente do
tratamento hidrico (Figura 5).

Figura 5. indice SPAD de P. humifusa, no tratamento de controle e apds o estresse hidrico em plantas
com e sem a adicdo de nutrientes. Letras diferentes mostram diferenca estatistica de acordo com

teste SNK (p<0,05), letras maiusculas demonstram diferenga pelo NPK e minuscula pelo estresse
hidrico.
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5.4 ANALISE DE MALONDIALDEIDO (MDA) E PEROXIDO DE HIDROGENIO (H,05)

O estresse hidrico em plantas sem suplementagcdao com NPK aumentou o teor
de MDA em comparagao com os tratamentos que tiveram aplicacdo nutricional sob
restricdo (Figura 5A). Corroborando com o aumento dos teores de MDA no estresse
sem suplementacdo, os niveis de H,O, foram maiores em plantas deste mesmo

tratamento (Figura 5B).
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Figura 6. Concentragdo de MDA e H,0O, nos exemplares de P. humifusa, no tratamento de controle e
apos o estresse hidrico em plantas com e sem a adicdo de nutrientes. Letras diferentes mostram
diferenca estatistica de acordo com teste SNK (p<0,05), letras maiusculas demonstram diferenga pelo
NPK e minuscula pelo estresse hidrico.
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5.5 ANALISE METABOLICA (PROLINA E PROTEINA)

As plantas submetidas ao estresse hidrico que foram suplementadas com
NPK, apresentaram uma produgao significativa de proteina nas folhas, em
comparagao com as plantas que nao receberam suplementacao e também estavam
sob estresse hidrico (Figura 6A). Entretanto, nas raizes n&o apresentou diferengas
significativas pelos tratamentos (Figura 6B).

E possivel observar que os niveis de Prolina na P. humifusa aumentaram
significativamente com a aplicagdo de NPK em plantas no estresse hidrico em

comparagao com os demais tratamentos que n&o sofreram alteragéo (Figura 6C).

Figura 7. Quantificagdo de Proteinas totais soluveis na folha (A), quantificagdo de proteinas totais
soluveis na raiz (B) e teor de prolina (C) no tratamento de controle e ap6s o estresse hidrico em plantas
de P. humifusa com e sem a adicao de nutrientes. Letras diferentes mostram diferenca estatistica de
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acordo com teste SNK (p<0,05), letras maiusculas demonstram diferenga pelo NPK e minuscula pelo
estresse hidrico.
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5.6 ANALISE DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A aplicacdo de NPK aumentou a atividade enzimatica da SOD em condigbes
de estresse hidrico (Figura 7A). Entretanto as enzimas CAT e APX ndo demonstraram
diferencas significativas (p>0,05) (Figura 7 B e C).

Figura 8. Atividade enzimatica da Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Ascorbato
peroxidase (APX) em exemplares de P. humifusa, no tratamento de controle e apds o estresse hidrico
em plantas com e sem a adigdo de nutrientes. Letras diferentes mostram diferenca estatistica de
acordo com teste SNK (p<0,05), letras maiusculas demonstram diferenga pelo NPK e minuscula pelo
estresse hidrico.
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5.7 ANALISE MULTIVARIADA

Por meio da Analise Hierarquica de Cluster (ACH) foi possivel verificar o
desempenho da suplementacgao nutricional com NPK em plantas de P. humifusa em
resposta a restricao hidrica, separando os grupos de acordo com a aplicagao de NPK
(com ou sem suplementacgao) (Figura 8). Evidenciando a similaridade nas respostas,
os tratamentos com estresse hidrico associados a nao suplementagao com NPK,
representados por T2 e T4 respectivamente, foram agrupados por um dos clusters
criados na analise. Consequentemente, as plantas suplementadas com NPK e
mantidas sob estresse hidrico representadas por T1, demonstraram um
comportamento diferente das plantas que receberam suplementacao com NPK e que

foram mantidas com 70% de umidade do substrato (tratamento T3), (Figura 8).
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Figura 9. Analise hierarquica de cluster (ACH) de parametros de crescimento, fisiolégicos e
bioquimicos de P. humifusa no tratamento de controle e apds o estresse hidrico em plantas com e sem
a adicao de nutrientes. As chaves dos tratamentos a direita sdo: T1 - estresse com NPK; T2 - estresse
sem NPK; T3 - controle com NPK; T4 - controle sem NPK; NF = Numero de folhas; MSPA = Massa
seca da parte aérea; MSFolha = Massa seca da folha; MSCaule = Massa seca do caule; R_PA = Razao
parte aérea; TRA = Teor relativo de agua; Ca = Clorofila a; Cb = Clorofila b; Ct = Clorofila Total; Car =
Carotenoides; MDA = Malondialdeido; H*0O? = Peroxido de Hidrogénio; Proteina_F = Proteina da folha;
Proteina_R = Proteina da Raiz; Prolina = Prolina; SOD = Superéxido Dismutase; CAT = Catalase; APX
= Ascorbato Peroxidase
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Outros agrupamentos foram formados pela ACH com base nas variaveis
obtidas nas analises, seguindo a mesma similaridade e diferencgas estatisticas, com
os dados dos clusters em horizontal no grafico (Figura 8). Foram formados trés
grandes agrupamentos com subdivisbes em sequéncia. O primeiro agrupamento
englobou o teor de MDA com concentragao de peréxido e TRA com razao raiz/parte
aérea. O segundo grupo teve proteina da raiz, APX, CAT, numero de folhas, massa
seca de caule e massa seca de folha. No ultimo grupo estdo os pigmentos
fotossintéticos (Clorofila a, Clorofila b, Clorofila total e Carotenoides) com proteina de

folha, massa seca da raiz com massa seca da parte aérea e prolina com SOD.
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6. DISCUSSAO

Regides aridas como o dominio da Caatinga oferecem desafios para as
espécies vegetais como alta incidéncia solar, longos periodos de estiagem, altas
temperaturas e consequentemente baixa disponibilidade hidrica (Silva et al. 2017).
Dessa forma, a flora da regido encontra dificuldades em acessar os nutrientes do solo
podendo afetar o desenvolvimento de diversas espécies (Oliveira et al. 2021). A
alteracado da concentragao de nutrientes no solo prejudica diretamente a capacidade
de resposta a aclimatacao ao estresse hidrico das plantas, influenciando a taxa de
crescimento, atividade enzimatica, teor de clorofila e danos as membranas (Ru et al.
2023). Na caatinga, as espécies presentes na regido podem responder de formas
independentes a restricdo hidrica e nutrientes como NPK podem afetar essas
respostas. No presente estudo, avaliamos a resposta da espécie nativa Pavonia
humifusa (presente em areas de regeneracdo) em situagado de estresse hidrico e
controle com e sem suplementagao de nutrientes.

A P. humifusa é uma espécie nativa da Caatinga, um bioma caracterizado pelo
clima semiarido com longos periodos de estiagem, ma distribuicdo das chuvas e alta
incidéncia solar (Marques et al. 2020). Tendo em vista esses fatores, espera-se que
a P. humifusa, assim como as demais espécies do bioma, apresentem adaptagdes
que visam diminuir a evaporacao e perda excessiva de agua (Fernandes e Queiroz,
2018; Leal, 2005). Por meio do presente estudo, foi possivel demonstrar que a
restricdo hidrica por 29 dias foi capaz de gerar murcha foliar ocasionada pela perda
de agua dos tecidos e sintoma visual de clorose nas folhas (Figura 1C), principalmente
em plantas que nao receberam suplementacdo com NPK. Essa tendéncia foi
observada na manutencao dos parametros de crescimento, que foram influenciados
pela reducdo da disponibilidade hidrica, afetando a massa seca da parte aérea,
massa seca de folhas, massa seca de caule e o numero de folhas. Além disso, o
decréscimo na relagao raiz/parte aérea indicou que P. humifusa alocou mais recursos
de crescimento para as raizes sob condigbes de estresse hidrico (Figueirba et al.
2004; Taiz & Zeiger 2002). No entanto, a planta mostrou resultados positivos com a
aplicagao de NPK pelo aumento do crescimento, quando comparadas com plantas
que nao receberam nutrientes, além de nao apresentarem influéncia quanto ao teor

de agua na planta.
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No metabolismo da P. humifusa, foi observado uma resposta mais efetiva ao
estresse com aplicagao de NPK pelo aumento no acumulo de prolina, um importante
aminoacido que atua na defesa oxidativa contra as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e osmorregulador, auxiliando no estado hidrico das células apresentando
uma fungao essencial no ajuste osmoético, além de estimular a atividade enzimatica

e fornecer uma prote¢cdo molecular (Furlan et al., 2020; Moreno-Galvan et al., 2020;

Saddique et al., 2020). Adicionalmente, a biossintese de prolina a partir do
aminoacido glutamato usa o cofator NADPH (NADPH-NADP+ + e- + H+), no qual o

NADP+ liberado pode voltar a receber elétrons (e-) e diminuir a formagéao de O,- em

condigdes de restrigdo hidrica (Ru et al., 2023). Em condigdes ambientais extremas,
como o estresse hidrico, a planta aumenta a expressao de genes como a P5CS (delta
1-pirrolina-5-carboxilato sintase) responsaveis pela biossintese da prolina. Esse
estresse desencadeia uma série de modificagbes metabdlicas que ajudam a planta
a tolerar as condi¢gdes adversas. Um dos recursos utilizados pela planta é o aumento
da expressao de genes que fagam parte da biossintese de prolina, como a P5CS
(delta 1-pirrolina-5-carboxilato sintase) (Zulfigar, 2023; Rai, 2013). O presente estudo
constata que a aplicacdo de NPK pode ter afetado o metabolismo de aminoacidos em
P. humifusa e/ou regulado a enzima regulatéria da biossintese de prolina P5CS (delta
1-pirrolina-5-carboxilato sintase), sendo a enzima P5CS altamente responsiva a
estresse hidrico em plantas (Silva, 2024).

Dos macronutrientes utilizados na suplementacdo, o Nitrogénio possui um
papel de destaque por ser um elemento essencial na estrutura de moléculas
primordiais para o desenvolvimento da planta, como o ATP, NADP, NADPH, clorofila
e proteinas (Song et al. 2019). Ademais, o nitrogénio esta presente em diversos
processos fisiolégicos foliares, como a fotossintese, e as proteinas sdo um dos
principais constituintes bioquimicos que possui o nitrogénio em sua constituicdo com
a enzima rubisco (Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase) contendo 30-50%
de N nas folhas (Féret et al. 2021). Corroborando com o resultado obtido no presente
estudo, a suplementacdo de NPK no estresse hidrico auxiliou de forma positiva com
aumentou o teor de proteina nas folhas da P. humifusa.

A variagédo na quantidade de agua nos tecidos foliares (TRA) com o estresse

hidrico pode promover variacdes nos teores de pigmentos, dessa forma, foi feita a
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analise do indice de clorofilas totais usando o clorofildmetro SPAD antes da restricao
hidrica, no qual quantifica in vivo o teor de clorofila total. Adicionalmente, o SPAD
fornece indicativo do status de N em plantas (Yuan et al. 2016). Nao foi possivel
detectar um efeito deletério nos pigmentos pelo estresse hidrico, sendo possivel uma
retomada da fotossintese em condi¢des de reidratacéo (Dinakar, Djilianov e Bartels,
2012). Os resultados indicam o aumento dos teores de clorofila apds a aplicagdo de
NPK, mas com o estimulo ao crescimento e posterior aplicagcao do estresse hidrico,
o teor de pigmentos tende a entrar em homeostase em P. humifusa.

A restricdo hidrica promove o fechamento estomatico, redugdo da taxa de
assimilagado de CO;, e aumento da produgédo de EROs (De Moraes Campos, Santos
e Nacarath, 2021; Barbosa, De Souza e Nascimento, 2023). O aumento da produgéo
de EROs em plantas pode levar ao aumento da concentragdo de anion superoxido
(O2-) com consequente aumento de danos de membrana e peroxidacéao lipidica, no
qual foi determinado no presente trabalho pela quantificacdo de Malondialdeido
(MDA) e peroxido de hidrogénio (H203). Adicionalmente, o aumento na produgéo de
EROs pode gerar aumento na produgéao de H,O; pelo aumento da produgéo de O,-
e detoxificacdo dessa radical pela atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD)
(Sun et al. 2020). A aplicagdo de NPK pode modular o estresse oxidativo por afetar
a atividade de enzimas antioxidativas, prolina, aminoacidos, carboidratos e regular o
potencial hidrico vegetal (Ru et al., 2023, Khan et al. 2023). Os resultados indicam
que a Pavonia humifusa demonstrou uma adaptacgao significativa ao estresse hidrico
apdés a suplementacdo com NPK. As plantas submetidas ao estresse sem a
suplementagao apresentaram maior teor de MDA, sugerindo que a auséncia de NPK
intensificou o0 dano oxidativo. Esse aumento de MDA pode estar relacionado a menor
capacidade antioxidante, evidenciando que a suplementacdo com NPK favoreceu a
modulagdo enzimatica e o acumulo de metabdlitos compativeis, como a prolina,
contribuindo para a manutengédo da integridade celular e a tolerédncia ao estresse
hidrico. Ademais, os resultados de MDA e H,O, sugerem que a suplementagcédo com
NPK diminuiu o estresse oxidativo em P. humifusa em condi¢des de restri¢cao hidrica.

A atividade antioxidante nas plantas ocorre pela presencga natural de EROs no
organismo, mas cenarios de estresse acarretam um aumento dessas moléculas se
tornando uma problematica (Zandi e Schnug, 2022). Como mecanismo de defesa
enzimatico, a planta aumenta a produgao de enzimas como a superoxido dismutase

(SOD) que atua sobre o anion superoxido (O,-) formando peréxido de hidrogénio
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(H20,), no qual é posteriormente catalisado a oxigénio molecular (O,) pela agcado da
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (SOUZA et al., 2020). Foi verificado
que na presenca de nutrientes, a P. humifusa pareceu ser menos suscetivel ao
estresse hidrico pelo aumento da atividade enzimatica da SOD (Figura 8). A presenca
do nitrogénio na suplementacéo pode promover uma expressao de genes de resposta
contra o estresse hidrico, relacionando a relevancia da suplementacdo para a
ativagdo da atividade da SOD (You e Chan, 2015). O H,O, também pode ser
considerado uma ERO, mas causando menor dano oxidativo comparado com Oo-,
além de possuir fungao sinalizadora por regular a atividade de proteinas fatores de
transcricdo (Ru et al. 2023). As atividades da CAT e APX ndo foram afetadas pelo
tratamento hidrico ou nutrientes (p>0,05) (Figura 8), evidenciando o controle n&o
enzimatico de H,O, que pode ocorrer em P. humifusa, além de outras vias enzimaticas
nao analisadas no presente estudo.

A importancia da suplementacdo de NPK para as respostas das plantas de P.
humifusa em regime de restricdo hidrica foi destacada pela Analise Hierarquica de
Cluster (ACH), quando comparadas com as plantas sem restricao hidrica, mostrando
respostas agrupadas de acordo com a suplementacdo nutricional (com e sem
aplicacdo de NPK). Os tratamentos de controle e restricdo que n&o receberam
suplementacgao nutricional, obtiveram respostas semelhantes quando comparados
aos demais tratamentos com suplementagcdo que responderam positivamente.
Destacando o tratamento com NPK em estresse hidrico, a P. humifusa apresentou

ser menos suscetivel ao estresse hidrico pelo aumento da atividade enzimatica.

7. CONCLUSOES

A restricao hidrica € um desafio enfrentado por espécies da Caatinga, causado
pelo ambiente semiarido e pela alteracdo na concentracdo de nutrientes do solo, o
que pode afetar o crescimento e a abundancia das plantas. No presente estudo com
plantas de P. humifusa, foi observado que exemplares suplementados com NPK
apresentaram melhor crescimento sob estresse hidrico. Nao houve efeito negativo
nos pigmentos, e a fotossintese pode ser possivelmente retomada apoés reidratagao.
A suplementagdo com NPK reduziu o estresse oxidativo, evidenciado pela diminui¢gao

de MDA e H,0,, e aumento dos niveis de SOD e prolina, promovendo uma melhor
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adaptacao da planta. Assim, o NPK mostrou ter um papel positivo no combate ao

estresse hidrico em P. humifusa.
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