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RESUMO

Objetivou-se com o referido estudo avaliar o acumulo e a remobilizagdo de compostos
nitrogenados em dois hibridos de palma de 6leo submetidos a déficits hidricos repetitivos, e
investigar se este processo serve de suporte ao sistema de defesa antioxidante com vistas a
atenuar a ocorréncia de danos celulares. Para isso, foram utilizadas mudas de palma de 6leo
(Elaeis guineensis Jacq.) de nove meses de idade de dois hibridos (Deli x Ghana e Deli x
Nigeria) as quais foram submetidas a trés regimes hidricos: plantas irrigadas (Controle) e a um
e trés eventos de déficit hidrico (1IWD e 3WD). As avaliagdes fisiologicas e amostragens
bioquimicas, para obter foram realizadas quando as redugdes na 4 nas plantas estressadas
correspondessem a aproximadamente 50% em relagdo as plantas controle. No que diz respeito
ao hibrido Ghana, nas plantas 1WD ocorreram reducdes em 4 de 27%, em Vemax de 36% em Ce
de 31% e elevacao de NPQ em 96%, enquanto que nas plantas 3WD observaram-se redugdes
em A de 16%, em gp de 9%, em Vemax de 20% em Cc de 19% e elevagdao de NPQ em 20% em
contraste as plantas Controle. Nas plantas 1WD do hibrido Ghana, foi observado que as folhas
maduras apresentaram maiores concentragdoes de carotenoides, € nas plantas 3WD, as folhas
maduras apresentaram maiores concentragdes de carotendides e nitrogénio e menores
concentragdes de aminoacidos em comparagdo as plantas Controle. Nas folhas jovens das
plantas 3WD desse mesmo hibrido, ocorreram menores concentragdes de nitrogénio e elevadas
atividades de SOD e APX em relagdo as plantas Controle. No hibrido Nigéria, as plantas IWD
e 3WD foram similares nas reducoes de 4 e ETR com 22% e 9% e na elevacao da Pr em 48%,
em contraste as plantas Controle. Além disso, nas plantas | WD ocorreram redu¢des em Fy’ F’
de 13%, em Vemax de 37%, em gm de 18%, em C. de 27%, e elevacdo em NPQ de 83%,
comparadas ao controle. Enquanto nas plantas 3WD observaram-se redugdes em Vemax de 19%
em relacdo as plantas Controle. Nas plantas 1WD do hibrido Nigéria, foi observado que as
folhas jovens apresentaram maiores concentragdes de proteinas e menores concentragdes de
carotendides. Nas plantas 3WD desse mesmo hibrido, foi observado que as folhas jovens
apresentaram maiores concentragdes de aminoacidos € menores concentragdes de carotenodides
em correspondéncia as plantas Controle. Desta forma, no hibrido Ghana ocorreu remobilizagao
de compostos nitrogenados de folhas maduras para folhas jovens, estando portanto relacionado
com o sistema antioxidante, acarretando redu¢ao da ocorréncia de danos celulares. E o hibrido
Nigéria ¢ menos sensivel ao déficit hidrico, apesar de apresentar danos ao aparato fotossintético.
Sendo assim, estes ajustes ndo sao conservados entre os dois hibridos.

Palavras-chave: Elaeis guineensis; secas sucessivas; espécies reativas de oxigénio; senescéncia

foliar; realocacgdo nitrogenada.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the accumulation and remobilization of nitrogenous
compounds in two oil palm hybrids subjected to repeated water deficits, and to determine
whether this process supports the antioxidant defense system in mitigating cellular damage. For
this purpose, nine-month-old oil palm seedlings (Elaeis guineensis Jacq.) of two hybrids (Deli
x Ghana and Deli x Nigeria) were subjected to three water regimes: irrigated plants (Control)
and one and three water deficit events (1WD and 3WD). Physiological assessments and
biochemical sampling were performed when reductions in photosynthetic rate (A) in stressed
plants corresponded to approximately 50% compared to control plants. In the Ghana hybrid,
1WD plants showed reductions in A by 27%, in Vemax by 36%, in Cc by 31%, and an increase
in NPQ by 96%. 3WD plants exhibited reductions in A by 16%, in gp by 9%, in Vemax by 20%,
in Ce by 19%, and an increase in NPQ by 20% compared to control plants. In 1WD Ghana
hybrid plants, mature leaves showed higher concentrations of carotenoids, and in 3WD plants,
mature leaves had higher concentrations of carotenoids and nitrogen and lower concentrations
of amino acids compared to control plants. In the young leaves of 3WD plants of the same
hybrid, lower nitrogen concentrations and higher activities of SOD and APX were observed
compared to control plants. In the Nigeria hybrid, IWD and 3WD plants were similar in
reductions of A and ETR by 22% and 9%, and in the increase of PR by 48%, compared to
control plants. Additionally, I WD plants showed reductions in v’ Fm’ by 13%, in Vemax by 37%,
in gm by 18%, in Cc by 27%, and an increase in NPQ by 83% compared to control. Meanwhile,
3WD plants showed reductions in Vemax by 19% compared to control plants. In 1WD Nigeria
hybrid plants, young leaves had higher protein concentrations and lower carotenoid
concentrations. In 3WD plants of the same hybrid, young leaves had higher amino acid
concentrations and lower carotenoid concentrations compared to control plants. It has been
deduced that in the Ghana hybrid, there was a remobilization of nitrogenous compounds from
mature leaves to young leaves, which is associated with the antioxidant system, resulting in a
reduction of cellular damage. In the Nigeria hybrid, it is concluded that it is less sensitive to
water deficits, although it shows damage to the photosynthetic apparatus. These adjustments

are therefore not conserved between the two hybrids.

Keywords: : Elaeis guineensis; successive droughts; reactive oxygen species; leaf senescence;

nitrogen relocation.
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1 INTRODUCAO

A palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq.) € cultivada em escala global por ser uma
cultura oleaginosa de ampla importancia em processos industriais, como a fabricacdo de
alimentos, cosméticos, medicamentos e biodiesel (ABRAPALMA, 2016a). Até 2020, o Brasil
destacava-se como nono produtor mundial de dleo de palma (SEDAP, 2020), sendo que
aproximadamente 98% da producdo brasileira de palma de 6leo advém de cerca de 186 mil ha
de lavouras que se concentram no estado do Para, com destaque para os municipios de
Tailandia, Tomé-Ag¢u, Moju, Concordia do Para e Acara, localizados no nordeste paraense

(IBGE, 2021).

A maioria dos cultivos de palma de 6leo no estado do Para ndo ¢ irrigado e a reposicao
hidrica do solo depende da precipitagcdo local. Embora as lavouras estejam instaladas em locais
com indices de precipitagdo anual médios considerados adequados ao desenvolvimento da
cultura, é importante ressaltar que as variagdes na frequéncia, distribuicdo e volumes das
chuvas, principalmente entre os meses de julho a novembro (periodo mais seco do ano na
Amazonia) podem levar as plantas a experimentarem periodos de déficit hidrico entre chuvas
sucessivas. Portanto, quando as lavouras ndo sao irrigadas, as plantas estdo sujeitas a eventos
de déficit hidrico e reidratagdo, caracterizando o que se chama de déficit hidrico repetitivo ou
recorrente. Esse estresse abidtico tende a ser mais expressivo em anos de ocorréncia de El Nifo,
quando as alteracdes nos padrdes de precipitagao resultam em secas mais prolongadas e severas

(Bastos, 2001; Cai et al., 2014; Raza et al., 2019).

A deficiéncia hidrica induz reducdes no crescimento vegetativo e na producao de plantas
como consequéncia das modificagdes fisioldgicas e bioquimicas que reduzem o grau de
turgescéncia dos tecidos e a producdo de fotoassimilados (Méndez et al., 2012; Corley et al.,
2018; Silva et al., 2017; Viana et al., 2019; Yehouessi et al., 2019; Yono et al., 2019). Dentre
as principais modificacdes fisioldgicas causadas pela deficiéncia hidrica em palma de dleo,
destacam-se as reducdes nas taxas de assimilacdo liquida de COz2 (4), condutancia estomatica
(gs) e transpiragdo (E), diminuicdo da atividade carboxilase da Rubisco, degradacdo de
pigmentos cloroplastidicos, alteragao no padrao de acimulo de carboidratos foliares, aumento
na incidéncia de danos foto-oxidativos e inducao de estresse oxidativo (Silva et al.,2017; Lopes
Filho et al., 2021). Em geral, quanto mais prolongado o periodo de déficit hidrico maior sera a

magnitude desses danos (Suresh et al., 2010; Silva et al., 2017).
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Algumas espécies vegetais sob condi¢des de déficit hidrico repetitivo sdo capazes de
ajustar o seu metabolismo para suportar de maneira mais satisfatoria o estresse, aclimatando
sua maquinaria fotossintética e mantendo taxas elevadas de 4 nos eventos de estresse
subsequentes (Galle et al., 2011; Ding et al., 2012; Fleta-Soriano & Munné-Bosch, 2016;
Menezes-Silva et al., 2017; Nosalewicz et al., 2018; Lopes Filho et al., 2021). Assim, plantas
que passaram por repetidos ciclos de déficit hidrico e reidratagdo regulam o processo
respiratorio para direcionar esqueletos de carbono para produg¢ao de metabdlicos essenciais a
fim de permitir uma melhor performance metabolica durante estresses futuros (Galle et al.,

2009; Hu et al., 2015; Menezes-Silva et al., 2017).

Entretanto, quanto mais intenso e prolongado for o estresse, maior sera a energia de
excitacdo luminosa em comparagdo com a utilizada no processo fotossintético, o que causa
reducdo na taxa de transporte de elétrons e posterior saturagcdo da cadeia transportadora de
elétrons (Gill & Tuteja, 2010; Foyer et al., 2012; Silva et al., 2016). Isto resultara em um
aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que poderdao induzir danos
oxidativos que levam a desestruturagao do fotossistema II (PSII) e a uma maior peroxidacao de
lipideos de membrana, de proteinas e até mesmo de acidos nucleicos (Gill & Tuteja, 2010;

Foyer et al., 2012; Silva et al., 2016).

Em plantas sob déficit hidrico foi demonstrado que danos foto-oxidativos podem ser
atenuados por mecanismos de eliminacdo de ROS, que incluem enzimas antioxidantes e
compostos antioxidantes ndo enzimaticos (Asada, 2006; Noctor et al., 2018). Em estudo
desenvolvido com plantas que passaram por um e trés eventos de déficit hidrico, foi
demonstrado que as primeiras, apesar de ativarem seus mecanismos de defesa aos excessos de
energia (dissipagdo térmica e fotorrespiragao) e eliminacao de ROS pelo aumento da enzima
peroxidase do ascorbato (APX), apresentaram maior degradacdo de clorofila a, maior
incidéncia de danos oxidativos ao PSII e maior ocorréncia de peroxidacdo lipidica que nas
plantas que passaram por trés ciclos de estresse (Lopes Filho et al., 2024). Desta forma, as
plantas submetidas a trés eventos de déficit hidrico apresentaram melhores ajustes nas
atividades de enzimas antioxidantes que plantas submetidas a um sé evento de estresse e
conseguiram atenuar de uma forma mais satisfatoria os danos oxidativos mediados pelo déficit

hidrico (Lopes Filho et al., 2024).

Interessantemente, em estudo piloto, foi observado que em plantas do hibrido Deli x

Ghana de palma de 6leo apresentaram senescéncia de folhas maduras e consequente perda de
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area foliar total quando submetidas a trés eventos de déficit hidrico intercalados por periodos
de reidratacao (i.e., déficit hidrico repetitivo ou recorrente), porém, esse padrdo de resposta nao
foi observado no hibrido Deli x Nigeria. Sabendo-se que no processo de senescéncia de folhas
maduras as principais fontes de nitrogénio sdo provenientes da degradacdo de proteinas
cloroplastidicas; especialmente a Rubisco (Peoples & Dalling, 1988), e que os compostos
nitrogenados resultantes da degradacdo sdo remobilizados para 6rgdos vegetativos jovens,

como folhas em expansao (Mae et al., 1983; Sage et al., 1987; Gallais et al., 2006).

Entdo, pode-se estabelecer como hipotese experimental, que a aclimatacdo de plantas
de palma de 6leo a eventos de déficit hidrico repetitivos envolve respostas na remobilizagdo de
compostos nitrogenados de folhas maduras para folhas juvenis como suporte ao sistema
antioxidante. Contudo, em face da diversidade genética, ¢ plausivel que esse mecanismo de
aclimatacdo ndo seja conservado dentre hibridos de palma de 6leo. Assim, objetiva-se avaliar
o acumulo e a remobilizagdo de compostos nitrogenados em dois hibridos de palma de 6leo
submetidos a sucessivos eventos de déficit hidrico simples e repetitivo a fim de investigar se
este mecanismo de remobilizagdo de compostos nitrogenados serve de suporte ao sistema de
defesa antioxidante e se essa seria uma resposta de curto prazo, ou seja, que aconteceria logo
nos primeiros dias de desenvolvimento do estresse, representando uma condi¢do de déficit

hidrico moderado.
2  REFERENCIAL TEORICO
2.1 A PALMA DE OLEO

A palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq.) é uma planta tropical nativa da Africa
Ocidental, de ciclo perene, podendo atingir até¢ 20 metros de altura. Possui folhas compostas,
com até sete metros de comprimento; apresenta um unico tronco reto, cilindrico e nao
ramificado; produz inflorescéncias do tipo racemo, que sdo estruturas ramificadas compostas
por muitas pequenas flores, tanto masculinas quanto femininas, que quando polinizadas podem
gerar frutos do tipo drupa, com polpa rica em 6leo no mesocarpo e semente também oleaginosa

(Penna, 2011; Corley & Tinker, 2016).

O ciclo de produgdo de frutos desta palmeira comeca entre trés a quatro anos apos o
plantio, com um pico de produtividade atingido entre sete a 18 anos de idade (Corley & Tinker,
2015). A espécie ¢ uma planta C3, o que significa que a mesma pode assimilar tanto o dioxido

de carbono (CO2) quanto o oxigénio (O2) através da Rubisco, sendo a fixagdo do O2 menos
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desejavel por induzir a fotorrespiragao. A fotossintese total da planta é garantida pelas inimeras
folhas compostas da copa, cujos foliolos de tamanhos variados e consideravel area superficial

otimizam a captura de luz solar para a ativacao dos fotossistemas (Corley & Tinker, 2016).

O cultivo da palma de 6leo tem crescido porque a demanda por 6leo de palma aumentou
devido a sua versatilidade e eficiéncia na produg¢ao, ja que a palma de 6leo € a cultura oleaginosa
com maior rendimento por hectare em relagdo as outras oleaginosas, como a soja ou o girassol
(FAO, 2023). A palma de 6leo também ¢ relevante para a seguranga alimentar global, pois o
6leo de palma ¢ um dos mais consumidos no mundo, pois ¢ utilizado em uma ampla gama de
produtos alimenticios, o que o torna essencial para a dieta de milhdes de pessoas. Além disso,
0 6leo de palma ¢ uma fonte rica de vitamina A e E, importantes para a saide humana, sendo

uma importante matéria prima para a producao de cosméticos (Silva et al., 2023; Silva et al.,

2024).

Os maiores produtores mundiais de palma de dleo sdo a Indonésia e a Malasia, que
juntas dominam o mercado global. Entretanto, ¢ notdria a expansdo desta cultura no Brasil, o
que pode ser evidenciado pelo aumento substancial de area plantada e producao de frutos nos
ultimos anos (IBGE, 2021). Em 2010, por exemplo, a area cultivada de palma de 6leo era de
aproximadamente 70 mil hectares, com uma produ¢ao de 310 mil toneladas de frutos. Em 2020,
a area de cultivo aumentou para cerca de 236 mil hectares e a produgao de frutos aumentou para
um milhdo de toneladas, o que representa um crescimento de mais de 200% em uma década

(IBGE, 2021).

O cultivo da palma de 6leo no Brasil tem se concentrado principalmente no estado do
Par4, particularmente no nordeste paraense nos municipios de Tailandia, Moju e Tomé-Acu, os
quais sdo responsaveis por cerca de 90% da produgdo nacional (Venturieri, 2023). O cultivo da
palma de dleo nestas regides ¢ de grande importancia e desempenha um papel crucial na
economia local e nacional, gerando empregos e contribuindo para a balanga comercial, visto
que o 6leo de palma ¢ utilizado tanto para consumo interno quanto para exportagdo. Segundo a
Associagdo Brasileira de Produtores de Oleo de Palma (ABRAPALMA), a industria de 6leo de
palma no Pard emprega diretamente cerca de 20 mil pessoas, além de proporcionar inimeras

oportunidades indiretas (ABRAPALMA, 2016b).

Devido ao evidente crescimento de interesse nesta cultura, diversas pesquisas t€ém sido

conduzidas a fim de melhorar a sustentabilidade dos métodos de cultivo, aumentando a
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produtividade das lavouras e a resisténcia a doencas. Avancos na edi¢ao de genes e cultura de
tecidos tém potencializado a clonagem de plantas superiores e a modificacdo de caracteristicas
especificas, enquanto estudos sobre sustentabilidade estdo propondo métodos para reduzir o

impacto ambiental da produgao de 6leo de palma. (Abdullah et al., 2015; Meijaard et al., 2020).

Em face das mudangas climaticas e da degradagdo ambiental, faz-se necessario
desenvolver novas tecnologias para garantir a sustentabilidade e a produtividade da palma de
0leo. Desse modo a importancia de pesquisas sobre a resposta da palma de d6leo a estresses
abidticos tém permitido elucidar diversos mecanismos fisioldgicos e moleculares que permitem
a planta tolerar condi¢des adversas, tais como a seca, a salinidade, as temperaturas extremas e

a toxicidade do solo.

Estudos recentes indicam que a palma de 6leo possui mecanismos fisioldgicos e
moleculares para tolerar periodos de déficit hidrico (Tezara ef al., 2021; Mejia-alvarado ef al.,
2024). Por exemplo, estudo que identificou genes associados ao estresse hidrico, revelando
proteinas e genes que podem servir como marcadores para a tolerancia a seca (Azzeme et al.,
2016) e que destaca a importancia das enzimas antioxidantes e dos genes de resposta ao estresse

na adapta¢do das plantas as condi¢des de seca (Core, 2022).
2.2 DEFICIT HIDRICO

O cultivo da palma de 6leo requer condi¢des climdticas especificas, tipicas de regides
tropicais umidas, com temperaturas médias entre 24 e 28°C e precipitagdo anual superior a 2000
mm (Basiron, 2007), pois ¢ uma planta muito sensivel a seca prolongada e prefere solos
profundos e bem drenados. No estado do Pard, maior produtor brasileiro de palma de 6leo, a
maior parte dos cultivos esta localizado na regido nordeste do Estado, onde ¢ atendido esses
requisitos edafoclimaticos, sendo essas areas consideradas de otima aptidao ao cultivo da
palmeira (Bastos, 2001). Ainda assim, e considerando-se que a maioria dos cultivos de palma
de 6leo ndo dispdem de sistemas de irrigacdo, a variabilidade das taxas de precipitagdo ao longo
do ano faz com que as plantas possam experimentar periodos de estiagem entre os meses de
julho a novembro, o que corresponde ao periodo mais seco do ano na Regido Amazonica (Cai
et al., 2014; Raza et al., 2019).Portanto, o déficit hidrico ¢ uma condicao de estresse abiotico

relevante que pode afetar negativamente a produgdo brasileira de palma de 6leo.

Os efeitos do déficit hidrico nas plantas sdo diversos, pois a agua ¢ essencial para

processos vitais como a fotossintese, a transpiragdo e o transporte de nutrientes. De maneira



Docusign Envelope ID: BD334964-AFA4-43C0-AE91-BCE273925CC0

13

geral, a falta de 4gua pode levar a uma reducdo na taxa fotossintética devido ao fechamento
estomatico, o que diminui a absor¢ao de CO:2 (Chaves et al., 2003). Ademais, a deficiéncia
hidrica do solo pode induzir alteragcdes no crescimento das raizes e da parte aérea das plantas,
pois as plantas frequentemente ajustam seu crescimento radicular para explorar melhor as
camadas mais profundas do solo em busca de dgua (Aroca et al., 2012; Gowda et al., 2012).
Em contraste, o crescimento da parte aérea ¢ reduzido, resultando em menor area foliar total da
planta e, consequentemente, diminuindo a capacidade de absor¢ao de luz para a fotossintese e

a producao de assimilados via fotossintese.

Além disso, o déficit hidrico pode induzir a producdo de ROS, que causam danos
celulares e afetam negativamente a integridade das membranas, o que pode ser um fator
limitante para o crescimento e produtividade (Mittler, 2002). Ressalta-se ainda que a
produtividade da palma de 6leo ¢ diretamente impactada pelo déficit hidrico, pois o estresse
leva a uma menor formacao de inflorescéncias femininas, diminui¢do do tamanho dos frutos o

que impacta diretamente no rendimento de 6leo (Yehouessi et al., 2019).
23 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

O déficit hidrico afeta diretamente a fisiologia das plantas, desencadeando uma série de
respostas bioquimicas e moleculares. Dentre essas respostas, 0 aumento na produgdo de ROS
tem sido considerado fundamental na sinaliza¢ao celular de resposta ao estresse (Petrov & Van
Breusegem, 2012; Noctor e Foyer, 2016). Contudo, quando o déficit hidrico persiste e a
producdo de ROS aumenta mais que a capacidade de defesa antioxidante da planta, essas
moléculas oxidativas, tais como o peréxido de hidrogénio (H20-), o anion superoxido (O27) e o
radical hidroxil (OH"), passam a oxidar compostos celulares diversos, tais como proteinas,
lipideos de membranas e acidos nucleicos, caracterizando-se o que se chama de estresse

oxidativo (Mittler, 2017).

Para lidar com a producdo excessiva das ROS, as plantas apresentam eficientes sistemas
de defesa antioxidante, o que inclui tanto enzimas antioxidantes quanto compostos
antioxidantes ndo enzimaticos (Hussain et al., 2019). Dentre as enzimas antioxidantes mais
importantes sdo frequentemente citadas a dismutase do superdxido (SOD), peroxidase do
ascorbato (APX), redutase da glutationa (GR), catalase (CAT) e peroxidases (POD), que
trabalham em conjunto para controlar os niveis celulares das ROS (Gill & Tuteja, 2010). Além

das enzimas, as plantas possuem diferentes compostos antioxidantes ndo enzimaticos, tais como
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0 ascorbato (ou acido ascorbico ou vitamina C), a glutationa, o tocoferol e os carotenoides, estes
ultimos relacionados a dissipagao de excessos de energia na forma de calor (Apel & Hirt, 2004;

Hasanuzzaman et al., 2020).

Estudo recente mostrou que a exposicao de plantas a eventos repetitivos de déficit
hidrico pode levar a uma adaptagdo no sistema antioxidante das plantas de palma de 6leo (Lopes
Filho et al., 2024). Essa adaptacdo envolve ajustes na expressdo de genes relacionados as
enzimas antioxidantes, resultando em uma maior capacidade de plantas de palma de 6leo em
enfrentar episddios subsequentes de déficit hidrico (Mittler, 2002; Gill e Tuteja, 2010; Azzeme
et al., 2016). Com efeito, aumentos nas atividades de enzimas antioxidantes em resposta ao
déficit hidrico repetitivo t€ém sido observados em algumas espécies, tais como em mudas de
feijdo mungo (Vigna radiata L. cv. Binamoog-1) e Zea mays (milho) (Nahar et al., 2015;
Loutfy et al., 2020).

24  SENESCENCIA FOLIAR E REMOBILIZACAO DE NITROGENIO

A senescéncia foliar € um processo natural de envelhecimento das folhas que pode ser
acelerado por condi¢des de estresse, como a seca. Durante a senescéncia, ocorre a degradagao
controlada de componentes celulares, resultando na reciclagem de nutrientes, particularmente
o nitrogénio, para outras partes da planta. Este processo ¢ fundamental para a sobrevivéncia da
planta em condi¢des adversas, pois permite que nutrientes essenciais sejam redistribuidos para
novos O0rgaos ou estruturas vitais (Gregersen ef al., 2013). Durante a senescéncia foliar induzida
pelo estresse hidrico, proteinas e outros compostos nitrogenados sdo degradados, liberando
aminoacidos e amidas que sdo transportados para partes da planta em crescimento ou de maior

importancia fisiologica (Masclaux-Daubresse et al., 2010).

Sob condi¢des de déficit hidrico, a absor¢cao de nutrientes € prejudicada e as plantas
ativam mecanismos para acumular compostos nitrogenados, como aminoacidos, amidas e
compostos fenolicos (DaMatta et al., 2002; Verbruggen & Hermans, 2008; Xin et al., 2018).
Esses compostos (prolina, glicina betaina e poliaminas) ndo s6 servem como osmolitos
compativeis, ajudando na osmorregulacdo, mas também tém funcdes antioxidantes que
protegem as células contra o dano oxidativo causado pelas ROS (Rontein et al., 2002; Ashraf

& Foolad, 2007; Szabados & Savouré, 2010; Tiburcio et al., 2014; Dikilitas et al., 2020).

Atrelado a isso, o acumulo de compostos nitrogenados pode influenciar

significativamente o processo de senescéncia foliar. Estudos indicam que a prolina pode
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retardar a senescéncia foliar ao estabilizar estruturas celulares e atuar como antioxidante,
reduzindo o dano oxidativo nas folhas (Verbruggen & Hermans, 2008). Além disso, a presenga
de altos niveis de compostos fendlicos pode ajudar a mitigar os efeitos do estresse oxidativo
durante a senescéncia foliar, contribuindo para uma transicdo mais controlada e eficiente,
através da inducao da expressao de genes de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e peroxidases),
do fortalecimento estrutural das membranas celulares e da regulacdo positiva de vias de

sinalizagdo que respondem ao estresse (Agati ef al., 2012; Parvin et al., 2022).

A exposi¢do ao déficit hidrico repetitivo pode intensificar a senescéncia foliar, levando
a uma maior necessidade de remobilizacdo de nitrogénio. Durante a senescéncia foliar, a
prolina, um aminoacido acumulado em resposta ao estresse, pode atuar como um importante
mediador na remobilizacao de nitrogénio. A prolina nao sé protege as células contra o estresse
osmotico, mas também pode ser utilizada como uma reserva de nitrogénio, sendo convertida
em outros aminodcidos essenciais durante a recuperacdo (Szabados & Savouré, 2010). A
remobilizacao de nitrogénio e a senescéncia foliar sdo processos interligados que desempenham
papéis cruciais na adaptagdao das plantas de palma de 6leo ao estresse hidrico repetitivo. A
capacidade de redistribuir nutrientes de forma eficiente durante a senescéncia foliar pode

permitir que as plantas mantenham seu crescimento e desenvolvimento em condigdes adversas.
3 MATERIAL E METODOS
3.1  MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO

Mudas de palma de 6leo (Elaeis guineensis Jacq., Familia Arecaceae) de nove meses de
idade de dois hibridos (Deli x Ghana e Deli x Nigeria, doravante denominados simplesmente
de Ghana e Nigeria), produzidos por Servigos € Desenvolvimento Agricola (ADS) Costa Rica,
foram dispostas em viveiro da Fazenda Experimental da Universidade Federal Rural da
Amazobnia (UFRA), em Igarapé-Acu, Pard, Brasil (01° 07' 33" S e 47°. 37' 27" W). As mudas
foram cultivadas por trés meses em vasos de 50 L (49 cm de altura e 59 cm de didmetro)
preenchidos com uma mistura de solo, areia e esterco (3:2:1, v/v). A acidez do substrato foi
corrigida pela aplicacdo de 30 g de calcério dolomitico (Cantagalo®, Caieira Canta Galo Ltda,
Acarape-CE, Brasil) por vaso 30 dias antes do transplantio das mudas. Foram feitas fertilizagdes
com 30 g de Nitrofoska® (NPK 14-14-23) + Borax® 0,5% (EuroChem Group AG, Zug, Suica)
por vaso a cada 30 dias a partir do transplantio. A irrigacao das plantas foi realizada diariamente

através de gotejadores e volume hidrico foi estimado para que a capacidade de campo do
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substrato fosse diariamente restabelecida. Para isso, foi aplicado o método da curva de retengao
de agua no solo, sendo a umidade do substrato monitorada por tensidmetros instalados nos
vasos, a uma profundidade de 15 a 20 cm. Ao longo de todo o experimento, ndo foram

observadas incidéncias de pragas ou doencas.
3.2 TRATAMENTOS E DESENHO EXPERIMENTAL

Apos trés meses do transplantio (periodo de aclimatagdo), foram selecionadas 18 mudas
de cada hibrido considerando-se as similaridades em termos de altura da planta (1,5 £ 0,3 m),
circunferéncia do caule (30 £ 5 cm) e numero de folhas abertas (7 + 2 unidades). As plantas
selecionadas foram organizadas em trés grupos distribuidos em seis blocos, com espacamento
de 1,5 x 1,5 m entre os vasos. Durante a fase de imposicao dos regimes hidricos, as plantas
foram cultivadas sob radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) média de 900 umol fotons m >

s~!, a temperaturas de 29,3 a 25,2 = 2 °C (dia/noite), com umidade relativa do ar entre 60% e

90% e déficit de pressdo de vapor de 1,2 + 0,4 kPa (Fig. 1).

Figura 1: Condig¢des climaticas em dias, durante 31 dias (C) e em horas, durante 24 h (D), registradas
dentro da estufa com as mudas durante medi¢des fisiologicas. Tair, ¢ a temperatura do ar; RU ¢ a
umidade relativa do ar; VPD, é o déficit de pressio de vapor (DPV); e PAR ¢ a radiagdo

fotossinteticamente ativa. Dados para cada ponto de tempo nas figuras C e D sdo a média + SE.
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As plantas selecionadas foram separadas em trés grupos de seis individuos cada. Um
grupo permaneceu continuamente irrigado a capacidade de campo (WC, Controle); o segundo
grupo foi submetido a apenas um evento de déficit hidrico (1WD); e o terceiro grupo foi
submetido a trés eventos de déficit hidrico intercalados por periodos de reidratacdo (3WD). Os
eventos de déficit hidrico foram impostos pela suspensdo completa da irrigacdo até que o
potencial hidrico foliar na antemanha (Wpd4) alcancasse — 2,0 MPa. Para o tratamento 3WD, os
dois primeiros eventos de déficit hidrico foram intercalados pela reidratagao das plantas até que
as médias de Wpd, 4 e gs fossem similares ao das plantas controle. Um periodo de sete dias sob
irrigacdo plena foi aplicado as plantas recuperadas antes de um novo evento de déficit hidrico
ser aplicado (Lag Period). A inducdo dos regimes hidricos correspondeu a um periodo de

aproximadamente trés meses (Fig. 2).

Figura 2: Indugdo e avaliacdo dos tratamentos de regime hidrico controle (Control), déficit hidrico
simples (1WD) e déficit hidrico repetitivo (3WD). As setas azuis, vermelhas e verdes correspondem

respectivamente aos periodos em que as plantas foram irrigadas normalmente (+ IRR), que a irrigagdo
foi suspensa (— IRR) para a indugdo déficit hidrico (stress period) e que a irrigagdo foi retomada (+

IRR) para a recuperacdo fisioldgica das plantas (recovery period). Para o tratamento 3WD, as plantas
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foram irrigadas por sete dias entre eventos repetitivos de déficit hidrico (lag period). A avalia¢do dos

tratamentos foi ao longo dos sete primeiros dias do Round 3.

Treatment Induction
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Control .ar
| >
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As comparagdes fisiologicas dos tratamentos e as amostragens para as andlises bioquimicas
foram realizadas quando a suspensao de agua foi simultaneamente aplicada para as plantas dos
grupos 1WD e 3WD (round 3), representando respectivamente o primeiro € o terceiro evento
de déficit hidrico para esses tratamentos. Nesta ocasido, as plantas controle permaneceram
irrigadas conforme previamente descrito. As andlises fisiologicas e bioquimicas foram
realizadas entre o terceiro e quarto dia do round 3, quando as plantas estressadas (1WD e 3WD)
apresentarem redugdes na 4 de aproximadamente 50% em relagdo as plantas controle. Além
das determinacdes do Wpd, foram avaliadas as trocas gasosas foliares e a fluorescéncia da
clorofila e no mesmo dia foram realizadas amostragens foliares para analises bioquimicas, ao

final do periodo de luz (18:00 h).
3.3 POTENCIAL HIDRICO FOLIAR

As determinacdes de potencial hidrico de antemanha (Wp4) foram realizadas entre 4:00
e 5:00 h, utilizando-se como amostra um foliolo da por¢ao mediana da terceira folha expandida
a partir do apice da planta. Apos a coleta, o foliolo foi imediatamente encerrado em psicrometro

acoplado a um datalogger (PSYPRO, Wescor Inc., Logan, USA)(Silim et al., 2009).
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3.4  TROCAS GASOSAS E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA

As analises de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila foram realizadas
simultaneamente, entre 9:00 e 11:00 h, utilizando um analisador de gases a infravermelho (LC-
PRO, ADC BioScientific Ltd, United Kingdom) equipado com aparato de fluorescéncia (LC-
PRO, ADC BioScientific Ltd, United Kingdom). Como referéncia, foram selecionados os
mesmos foliolos opostos aqueles utilizados para a determinacao do Wpd. As trocas gasosas
foram realizadas sob radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) de 1100 pumol fotons m2s™' e
concentracdo de CO2 de 400 pmol mol ™! (Silva et al., 2016, 2017). Foram determinadas a 4, a
gs € arazdo entre concentragdo de CO2 subestomatica e ambiente (Ci/Ca). A taxa de respiragdo
mitocondrial no escuro (Rd) foi medida em folhas adaptadas ao escuro por pelo menos 2 h apos
o por do sol. Além disso, a respiragao mitocondrial na luz (RL) foi estimada como sendo a

metade da R4 (Pinelli & Loreto, 2003; Centritto et al., 2009). A frequéncia fotorrespiratéria da
Rubisco (Rp) foi estimada segundo Valentini et al. (1995), como Rp=1/12[ETR —4(4 + RL)].

Para determinar as curvas de resposta de 4 em funcdo da concentragdo subestomatica
de CO2 (C) (i.e., curvas 4/Cy), foi utilizada uma fonte de CO: para prover concentragdes desse
gés entre 0 a 1500 pmol CO2 mol™!. Corre¢des para vazamento de CO: e vapor d'agua foram
aplicadas a todos os dados de trocas gasosas conforme descrito por Rodeghiero et al. (2007) e
Flexas et al. (2007). A partir das curvas 4/Ci, a taxa maxima de carboxila¢do da Rubisco (Vemax),
a taxa méxima de transporte de elétrons (Jmax) € a utilizagdo de triose - fosfato (7PU) foram
calculadas ajustando-se o modelo mecanistico de assimilacdo de CO2 (Farquhar et al. 1980).
Os ajustes das curvas 4/Ci também observaram as recomendacdes detalhadas em Martins et al.
(2013). Posteriormente, os parametros fotossintéticos Vemax, Jmax € TPU foram normalizados
para 25 °C usando as equacdes de resposta a temperatura de Sharkey et al. (2007). A
concentragdo cloroplastidica de CO2 (Cc) e condutancia mesofilica (gm) foram estimadas

segundo Martins et al. (2013).

A fluorescéncia da clorofila foi determinada em foliolos adaptados ao escuro por pelo
menos 30 minutos. A determinagdo iniciou pela aplicacao de um pulso de luz modular (0,03
umol m2 s ') para determinar a fluorescéncia inicial (F,), seguindo-se de um pulso de luz
saturante (6000 pumol m™2 s™! por 0,8 s) para determinar a méxima fluorescéncia (Fm). Em
seguida, uma luz actinica continua (1200 pmol m2 s™') foi aplicada por 480 s para determinar
a fluorescéncia em estado estaciondrio (Fs). Na sequéncia, foram aplicados um pulso de luz

branca saturante (6000 umol m 2 s~! por 0,8s) e um pulso de luz vermelha distante (2 pmol m 2
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s~!) para obtencdo da fluorescéncia maxima (F’m) e Fo adaptado a luz (ou seja, F'o). A Fu/Fm,
a maxima eficiéncia fotoquimica do PS II no claro (F'v/F'm) € o coeficiente de extingdo nao
fotoquimica (NPQ) foram estimados conforme Krause & Weis (1991). O coeficiente de
extingdo fotoquimica (gr) foi calculado como gp = (F'm — Fs)/(F'm — Fo) (Kramer et al., 2004).
A taxa de transporte de elétrons (ETR) foi calculada como ETR = ®PSII x PPFD x f X a, em
que PPFD ¢ a densidade do fluxo de fotons fotossintéticos; f ¢ o fator de compartimentagdo de
energia entre PSII e PSI (f=0,5) e a ¢ a absorbancia da folha pelos tecidos fotossintetizantes
(o = 0,84; Maxwell & Johnson, 2000). O ETR/A foi calculado como um indicador de
fotorrespiracao (Bota et al., 2004).

3.5 ANALISES BIOQUIMICAS FOLIARES
3.5.1 Amostragens

As amostragens para as analises bioquimicas foram realizadas as 18h, nos mesmos dias
em que foram realizadas medigdes de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila. Este horario
foi escolhido por representar o periodo de maximo acimulo dos compostos, de modo que as
diferencas observadas serao resultado dos tratamentos ¢ nao devido ao horario de coleta. Na
ocasido, foram coletados foliolos obtidos de folhas jovens (primeira folha expandida a partir do
apice da planta) e maduras (terceira folha expandida a partir do dpice da planta), os quais foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e mantidos a —80 °C até posterior liofilizagao
por 72 h. O material seco obtido foi macerado a pd fino e armazenado a — 20 °C até o

momento das analises.
3.5.2 Analises bioquimicas a partir de extratos etandlicos
3.5.2.1 Preparagdo dos extratos etanolicos

Amostras de 20 a 30 mg de material vegetal liofilizado foram transferidos para
microtubos mantidos em gelo. Em seguida, as amostras foram misturadas a 350 puL de etanol
(EtOH) 99,8% (v/v) utilizando-se voértex e, apds incubagdo a 70-75 °C por 20 minutos, as
amostras foram centrifugadas a 5000 g por 5 min a 4 °C. Os sobrenadantes foram coletados
para novos microtubos e a extragdo etanodlica repetida para o residuo da centrifugagdo como
descrito anteriormente. O sobrenadante obtido dessa segunda extracdo etandlica foi combinado
ao sobrenadante da extragdo anterior. Uma terceira extragdo etanolica foi realizada em

procedimento similar aos anteriores, exceto pela utilizagdao de 350 uL de EtOH 50% (v/v) para
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ressuspender o residuo. Como resultado, o ultimo sobrenadante obtido foi combinado aos dois
anteriores, constituindo o extrato etandlico final utilizado para as analises de peroxido de
hidrogénio (H202), aldeido maldnico (MDA), aminoacidos totais, prolina, pigmentos
cloroplastidicos e compostos fendlicos. Os residuos finais das extracdes etanolicas foram

armazenados a — 20 °C para as analises posteriores de proteinas soluveis totais.
3.5.2.2 Peroxido de hidrogénio

A concentracdo de peroxido de hidrogénio (H202) foi determinada a partir da amostra
obtida na extracdo etandlica. As amostras foram diluidas tomando 10 p L de extrato em 90 p L
de EtOH 70% (v/v). Dessa dilui¢ao, uma aliquota de 10,8 pn L foi usada na reagao pelas adigdes
de 34,2 n L de agua destilada, 45 p L de tampao fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e 90 pL.
de iodeto de potassio 1 M. Apds homogeneizagdo em vortex, as absorbancias (Abs) das
amostras foram obtidas a 390 nm e as concentragdes de H202 foram calculadas utilizando-se

curva padrao de H202 (Velikova et al., 2000).
3.5.2.3 Aldeido malénico

A peroxidagao lipidica foi determinada medindo-se a formagao de aldeido mal6nico
(MDA). Para isso, amostras de 250 puL do extrato etanolico foram misturados a 250 pL. de acido
tricloroacético (TCA) 20% e acido tiobarbittrico (TBA) 0,5% e levadas ao banho maria a 95
°C por 30 min. A reagao foi paralisada em banho de gelo e as amostras centrifugadas a 3000 g
por 10 min a 4 °C. Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para a obtengdo das Abs
especificas e ndo especificas determinadas a 532 e 600 nm, respectivamente. As concentragdes
de MDA foram calculadas com base no coeficiente de extingdo molar do mesmo (155 mM™!

cm ') segundo Hodges et al. (1999) e Landi (2017) descritos por Lopez-Hidalgo et al. (2020).
3.5.2.4 Aminodcidos totais

A quantificacdo de aminoécidos foi realizada pelo método de ninhidrina. Para isso,
foram adicionados em um microtubo 10 puL do extrato etandlico, 50 uL. de tampao de citrato de
sodio 1 M, 0,2% (p/v) de acido ascérbico (pH 5,2), 100 pL de ninidrina 1% (p/v) preparada em
EtOH 70% e 40 pL de 4gua destilada. Ap6s homogeneizagdo em vortex, as amostras foram
levadas ao banho maria por 20 min a 80 °C. Apos paralisacdo da reagd@o em banho de gelo, as

Abs das amostras foram obtidas a 570 nm. A concentracdo de aminoacidos totais foi obtida por
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meio da curva padrao utilizando glicina 1 mM em EtOH 70% como padrao (Lopez-Hidalgo et

al., 2020).
3.5.2.5 Prolina

A quantificacdo de prolina foi realizada segundo Carillo & Gibbon (2011), usando 50
pL de extrato etandlico e 100 uL. de uma solugdo de acido acético 60% (v/v), ninhidrina 1%
(p/v) e EtOH 20% (v/v). As amostras foram homogeneizadas em vortex e incubadas por 20 min
a 95 °C. A reagao foi paralisada em banho de gelo e posteriormente as Abs das amostras foram

obtidas a 570 nm. A concentracdo de prolina foi estimada por meio de curva padrao de prolina.
3.5.2.6 Pigmentos cloroplastidicos

Em uma microplaca foram adicionados 50 pL do extrato etanolico e 120 uL. de EtOH
99,8%, totalizando 170 uL por pogo. As Abs das amostras foram obtidas diretamente em leitor
de microplacas a 470 nm, 646,8 nm e 663,2 nm. As concentracdes de clorofila (Chl) a e b e de

carotenoides totais (Carrot) foram calculadas conforme descrito em Lichthenthaler (1987).
3.5.2.7 Compostos fenolicos

Amostras de 10 pL. do extrato etandlico foram diluidas em 90 pL de EtOH 70% (v/v) e
uma aliquota de 50 pL das amostras diluidas foram adicionadas em um microtubo com 50 pL
de EtOH 99,8% e 200 pL do reagente Folin-Cicateau 10% (v/v). As amostras foram incubadas
no escuro por 2 min e em seguida foi adicionado 800 pLL de Na2CO3 700 mM (p/v). As amostras
foram incubadas no escuro por 2 h, seguindo-se da determinacdo da Abs a 720 nm (Ainsworth

& Gillespie 2007).
3.5.2.8 Proteinas soluveis totais

O residuo da extracdo etandlica foi ressuspendido em 350 pL de EtOH 99,8%
utilizando-se um vortex. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 5000 g a 4°C por 5 min.
O sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado ao pellet 400 uL de NaOH 0,1 M
(p/v), seguindo-se de homogeneizagdo em vortex e incubagdo por 1 h a 80 °C. Apds paralisagdo
da reacao em banho de gelo, a quantificacdo das proteinas soluveis totais foi realizada pelo
método de Bradford (1976). Usando uma aliquota de 5 pL da amostra, as Abs das amostras

foram obtidas a 595 nm, e a concentracdo foi obtida por meio da curva padrao.
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3.5.3 Atividades de enzimas antioxidantes
3.5.3.1 Obteng¢do dos extratos enzimaticos

O extrato enzimatico foi obtido de acordo com o protocolo de Biemelt et al. (1998),
utilizando-se 100 mg de amostra liofilizada a qual foi misturada a 1500 pL de meio de extragdo
contendo tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM e acido ascorbico 10
mM. Apos centrifugacao a 13000 g por 10 min a 4 °C, o sobrenadante foi coletado e usado na

determinac¢do das enzimas antioxidantes.
3.5.3.2 Dismutase do superdxido

A atividade da dismutase do superdxido (SOD, EC 1.15.1.1) foi determinada de acordo
com Giannopolitis e Ries (1977). A reagdo foi conduzida em meio de reagdo contendo tampao
fosfato de potéssio 52,5 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM, azul de nitrotetrazolio (NBT) 0,075 mM,
metionina 13 mM, riboflavina 2 pM, 8,7 pL de dgua destilada e 3 pL de extrato enzimatico, em
um volume final de 190 pL. O ensaio de atividade foi iniciado na presenga de luz branca (122
umol fotons m2 s7!) e finalizado apds 7 min, interrompendo-se o fornecimento de luz. As
absorbancias das amostras foram determinadas a 560 nm e a atividade da enzima foi expressa
em unidades (U) min"' mg ™! proteina. Nesse caso, 1 U de SOD equivale a quantidade de enzima

necessaria para inibir a redu¢cdo do NBT em 50%.
3.5.3.3 Peroxidase do ascorbato

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.1) foi determinada em meio
de reacao contendo tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), ascorbato 0,5 mM, H202 0,1
mM, 8,5 pL de 4gua destilada e 0,5 pL de extrato, em um volume final de 180 pL. A atividade
da APX foi determinada pela oxidag@o do ascorbato a 290 nm e os resultados foram expressos

em nmol AsA min"! mg ! proteina (Nakano & Asada, 1981).
3.5.4 Anailises elementares de carbono e nitrogénio

Os teores de carbono (C) e nitrogénio (N) nos foliolos de folhas jovens e maduras foram
determinados pelo método de ultra combustao utilizando um analisador Leco CN-628S (Leco
Corporation, St Joseph, MI, EUA). Foram utilizados aproximadamente 100 mg de material
vegetal liofilizado moido a p6 fino. As amostras foram incubadas a 60 °C por 12 h antes da

analise para remover qualquer umidade residual. A combustdo das amostras foi conduzida a
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950 °C, utilizando He (H20 < 3 ppm, O2 < 2 ppm) como gas de arraste a uma pressao de 669
mm Hg. Uma curva padrio foi construida usando padrdes de folhas de pomar (Leco 502-055-
44 a 52% C e 2,0 ou 2,8% N) e fenilalanina (Leco 502-642-65 a 4% C e 8,5% N). As

concentragdes de carbono e nitrogénio das amostras foram expressas em g C ou N kg! MS.
3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados fisiologicos e bioquimicos foram avaliados separadamente para cada hibrido,
visto que nao se objetivou neste trabalho fazer comparagdes entre esses materiais vegetais.
Primeiramente, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para checar se a distribuicdo dos dados
seguia a normalidade. Para ambos os hibridos, os dados de SOD foram transformados
utilizando-se a funcdo Logl0 e os dados de APX foram transformados utilizando-se a funcao

raiz quadrada de (x+1). A homogeneidade das variancias foi examinada pelo teste de Bartlett.

Os dados de potencial hidrico, trocas gasosas e crescimento de cada hibrido foram
submetidos a andlise de varidancia (ANOVA), considerando-se o delineamento experimental de
blocos ao acaso, os regimes hidricos (C, IWD e 3WD) e cinco repeti¢cdes. Os dados de SOD,
APX, MDA e H20: foram submetidos a ANOVA considerando-o delineamento em blocos ao
acaso em esquema fatorial 3 x 2 (trés regimes hidricos e duas idades de foliolos), com cinco
repeti¢des. As médias foram comparadas pelo Teste de Duncan (P < 0,05), utilizando-se o

software R (v. 4.3.2, 2023).

Os dados de aminoacidos, proteinas soluveis totais, prolina, compostos fenolicos,
clorofilas, carotendides, carbono e nitrogénio foram apresentados para cada hibrido utilizando-
se heatmaps. Para isso, os dados foram inicialmente avaliados pelo teste t de Student (P < 0,05)
bicaudal nao-pareado comparando o comportamento de cada tratamento de estresse em relagao
ao controle (i.e., IWD x C e 3WD X C). Essa andlise foi realizada para foliolos jovens e
maduros para cada hibrido (Ghana e Nigeria) separadamente. Os valores médios dos dados
foram normalizados como Log2 fold-change (relativo ao C) a partir dos mesmos pressupostos

utilizados para o teste t de Student (P < 0,05).

Os dados de ntimero de folhas jovens, nimero de folhas maduras e a razao folha joven

e folha madura foram obtidos por contagem e a area foliar segundo Gomes et al. (2009).
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4 RESULTADOS
4.1 POTENCIAL HIDRICO DE ANTEMANHA

No hibrido Ghana, os valores médios de potencial hidrico foliar na antemanha nas
plantas estressadas foram de — 0,9 MPa nas plantas do tratamento 1WD e — 0,82 MPa no
tratamento 3WD, sendo significativamente inferiores aos valores obtidos para plantas controle

(= 0,06 MPa) (Fig. 3A). No hibrido Nigeria, o tratamento 1 WD apresentou média de potencial
hidrico foliar na antemanha de — 0,9 MPa ¢ o tratamento 3WD de — 0,78 MPa. Esses valores

foram significativamente inferiores que a média das plantas controle (— 0,09 MPa) (Fig. 3B).

42  ALTERACOES NAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES, PEROXIDO DE
HIDROGENIO E PEROXIDACAO LIPIDICA

No hibrido Ghana, as atividades da SOD foram similares entre foliolos jovens e maduros
das plantas controle, comportamento este também observado nas plantas 1WD (Fig. 4A). Nas
plantas 3WD, a atividade da SOD foi 27% maior nos foliolos jovens em relacdo aos foliolos
maduros (Fig. 4A). As atividades da APX foram superiores nos foliolos jovens em todos os
tratamentos, com destaque para o tratamento 3WD em que a atividade da APX nos foliolos
jovens foi 107% maior que nos foliolos maduros (Fig. 4B). As concentragdes de H2O2 nao
foram influenciadas pelo grau de expansao dos foliolos em nenhum regime hidrico (Fig. 4C).
Por outro lado, independentemente do regime hidrico, foi observado que as concentragdes de

MDA foram sempre menores nos foliolos maduros que nos foliolos jovens (Fig. 4D).
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Figura 3: Médias de potencial hidrico de antemanha(Wpd) em dois hibridos de palma de 6leo (Ghana e
Nigeria) submetidos a plena irrigacdo (Controle) e a um (1WD) e trés (3WD) eventos de déficit hidrico.
Os dados sdo as médias + o erro padrdo. Letras diferentes denotam diferengas significativas entre

regimes hidricos para cada hibrido avaliado separadamente (Teste Duncan, P < 0.05).
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Ainda para o hibrido Ghana, foi possivel observar que as atividades da SOD e da APX
nos foliolos jovens comparados em plantas de diferentes regimes hidricos foram cerca de 29%
e 46% maiores nas plantas 3WD que nas plantas controle, respectivamente (Fig. 4A e B). Nos
foliolos maduros, as atividades dessas enzimas ndo diferiram significativamente entre plantas
controle, IWD e 3WD (Fig. 4A e B). Tanto para foliolos jovens quanto para os foliolos
maduros, as concentracdes de H2O2 ¢ MDA nao foram influenciadas pelos déficits hidricos

simples (1WD) e repetitivo (3WD) (Fig. 4C e D).

Nas plantas controle do hibrido Nigéria, as atividades da SOD e da APX foram 17% e
66% maiores nos foliolos jovens que nos foliolos maduros (Fig. 4E e F). Nas plantas 1WD a
atividade da SOD foi 15% maior nos foliolos jovens que nos maduros, e a atividade da APX
foi estatisticamente similar entre foliolos jovens e maduros (Fig. 4E e F). No tratamento 3WD
nao houve influéncia na atividade da SOD pelo grau de expansdo dos foliolos (Fig. 4E e F). As
concentragdes de H20:2 nas plantas controle deste hibrido ndo diferirem entre foliolos jovens e
maduros (Fig. 4G), enquanto nas plantas 1WD e 3WD as com centracdes de H202 foram
aproximadamente 13% menores nos foliolos maios jovens em relagdo ao tratamento Controle
(Fig. 4G). Nao houve qualquer efeito significativo do grau de expansao dos foliolos (foliolos

jovem vs. maduro) na concentracao de MDA nas plantas controle, IWD e 3WD (Fig. 4H).
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Figura 4. Atividades da dismutase do superdxido (SOD) e da peroxidase do ascorbato (APX) e
concentra¢des de peroxido de hidrogénio (H,0) e aldeido maldnico (MDA) em foliolos jovens e
maduros de dois hibridos de palma de 6leo (Ghana e Nigéria) submetidos a plena irriga¢do (controle) e
ao déficit hidrico simples (1WD) e repetitivo (3WD). Os dados sdo as médias + erro padrdo. Letras
maiutsculas diferentes denotam diferencas significativas entre médias para foliolos de um mesmo grau
de expansao coletados de plantas sob diferentes regimes hidricos. Letras mintsculas diferentes denotam
diferencas significativas entre médias de foliolos jovens e maduros comparados sob um mesmo regime

hidrico. Todas as comparagdes de médias foram realizadas pelo teste Duncan (P < 0.05).
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Foliolos jovens do hibrido Nigéria obtidos de plantas submetidas aos diferentes regimes
hidricos (controle, IWD e 3WD) apresentarem similares atividades da SOD e da APX (Fig. 4E
e F). Nesses foliolos, a concentracao de H20: foi maior nas plantas controle e menor nas plantas
1WD, enquanto as plantas do tratamento 3WD apresentaram um comportamento intermediario
(Fig. 4G). Os foliolos jovens das plantas controles também apresentaram maior concentracao
de MDA que os tratamentos de déficit hidrico, cujas concentracdes de MDA foram similares
entre si (Fig. 4H). Nos foliolos maduros, as atividades da SOD e da APX e as concentragdes de
MDA nao foram influenciadas pelos regimes hidricos (Fig. 4E, F e H), mas as concentra¢des

de H20: foram 20% maiores nas plantas 1WD e 3WD que nas plantas controle (Fig. 4G).

43  AMINOACIDOS, PROTEINAS SOLUVEIS TOTAIS, PROLINA, COMPOSTOS
FENOLICOS, CARBONO E NITROGENIO

No hibrido Ghana, as concentra¢des de aminoacidos totais nos foliolos jovens foram
semelhantes entre plantas controle, IWD e 3WD (Fig. 5). Nos foliolos maduros, a concentragao
de aminoécidos foi similar entre plantas controle e 1WD e significativamente reduzida nas
plantas 3WD em relagdo ao controle irrigado (Fig. 5). Tanto nos foliolos jovens quanto nos
foliolos maduros, foi observado que as concentracdes de proteinas soluveis totais, prolina,
compostos fenolicos, clorofila e carbono nao foram influenciadas pelo déficit hidrico simples e
repetitivo (Fig. 5). Nos foliolos jovens do hibrido Ghana, a concentragdo de carotenoides totais
ndo foi influenciada pelo déficit hidrico simples e repetitivo, mas nos foliolos maduros a
concentragdo de carotenoides totais foi significativamente maior nos tratamentos 1WD e 3WD
comparados ao controle (Fig. 5). Tanto nos foliolos jovens quanto nos foliolos maduros, foi
observado que o déficit hidrico simples (1WD) nao alterou o teor de N total. Por outro lado,
nas plantas estressadas do tratamento 3WD, o teor de N total nos foliolos jovens foi reduzido
significativamente em relacdo ao controle, enquanto nos foliolos maduros o teor de N total foi

significativamente maior nas plantas 3WD que nas plantas controle (Fig. 5).

No hibrido Nigéria, as concentragdes de aminoacidos nos foliolos jovens e maduros ndo
diferiram entre plantas controle e 1WD. Nas plantas submetidas ao déficit hidrico repetitivo
(3WD), as concentragdes de aminoacidos nos foliolos jovens aumentaram significativamente
em relagdo ao controle, mas permaneceram inalteradas nos foliolos maduros (Fig. 5). A
concentragdo de proteinas soluveis totais em foliolos jovens foi maior no tratamento IWD que
no controle, enquanto nenhuma diferenga significativa foi observada entre plantas controle e

3WD (Fig. 5). Além disso, a concentragdo de proteinas em foliolos maduros ndo foi
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influenciada pelo déficit hidrico simples ou repetitivo (Fig. 5). Tanto nos foliolos jovens quanto
nos foliolos maduros deste hibrido, ndo foram observadas diferencas significativas nas médias
de prolina, compostos fenoélicos, clorofilas, nitrogénio e carbono entre plantas irrigadas e
estressadas (Fig. 5). Nos foliolos jovens, houve significativa redu¢do na concentracdo de
carotenoides totais nas plantas estressadas 1 WD e 3WD comparadas ao controle, mas, por outro
lado, a concentragdo de carotenoides totais nos foliolos maduros foi similar entre plantas

irrigadas e estressadas por um ou trés eventos de déficit hidrico (Fig. 5).

Figura 5: Variagdes nas concentragdes de aminodcidos, proteinas, prolina, compostos fenolicos,
clorofilas, carotenoides, nitrogénio e carbono em foliolos jovens e maduros de dois hibridos de palma
de 6leo (Ghana e Nigéria) submetidos a plena irrigacdo (controle, WC) e a um (1WD) e trés (3WD)
eventos de déficit hidrico. Os valores médios de cada varidvel para as plantas estressadas foram
normalizados como Log FC relativos ao tratamento WC. As analises estatisticas foram realizadas
separadamente para cada hibrido e para cada estadio de desenvolvimento do foliolo (foliolo jovem ou
maduro de forma que os asteriscos denotam diferencas significativas pelo teste t de Student (P < 0,05)

para as comparacoes IWD x WC e 3WD x WC.
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4.4 TROCAS GASOSAS FOLIARES E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA

No hibrido Ghana, as médias de 4 foram respectivamente reduzidas em 27% e 16% nas
plantas submetidas a um e trés eventos de déficit hidrico em relagdo ao controle (Fig. 6A).
Entretanto, as médias de gs, Ci/Ca ¢ ETR foram semelhantes entre plantas irrigadas e estressadas
por um ou mais eventos de déficit hidrico (Fig. 6B, C e D). As médias de Jmax € Fv’ Fm’ nao
diferiram estatisticamente entre plantas controle e estressadas 1WD e 3WD (Fig. 7A e B). Nesse
hibrido, foi observado que as médias de gp foram similares entre plantas controle ¢ 1WD, mas
esta variavel foi significativamente reduzida (9%) no tratamento 3WD em relagdo ao controle
(Fig. 7C). O NPQ foi maior nas plantas estressadas que nas plantas controle, contudo, esses
aumentos foram mais expressivos nas plantas 1WD (96%) que nas plantas 3WD (20%) (Fig.
7D).

Em relac¢do ao controle, as médias de Vemax € Cc no hibrido Ghana foram 36% e 31%
menores nas plantas do tratamento 1WD e 20% e 19% menores nas plantas do tratamento 3WD
(Fig. 8A e D). As médias de gm ndo diferiram significativamente entre regimes hidricos (Fig.
8C). As médias de Pr foram similares entre plantas controle e 3WD, mas foram 71% maiores

nas plantas IWD em relacdo aos demais regimes hidricos (Fig. 8B).

No hibrido Nigéria, os efeitos do déficit hidrico simples e repetitivo nas taxas de 4 e
ETR foram similares. Nesse caso, as médias de 4 ¢ ETR foram respectivamente reduzidas em
22% e 9% nas plantas IWD e 3WD em relacdo ao controle (Fig. 6E e H). As médias de gs e
Ci/Ca foram estatisticamente iguais nos trés regimes hidricos (Fig. 6F e G). As médias de Jmax
e gp foram semelhantes estatisticamente entre as plantas dos diferentes regimes hidricos (Fig.
7E e G). A média de F\v’F’ foi similar entre plantas 3WD e controle, mas foi significativamente
reduzida em 13% nas plantas 1WD comparadas ao controle (Fig. 7F). O NPQ ndo diferiu
estatisticamente entre plantas controle ¢ 3WD, mas foi expressivamente maior (83%) nas

plantas 1WD que nos demais tratamentos (Fig. 7 H).

Ainda no hibrido Nigéria, os tratamentos estressados apresentaram redugdes
significativas na Vemax em relagdo as plantas controle, sendo essas redugdes mais expressivas
no tratamento 1WD (37%) e 3WD (19%) (Fig. 8E). A Pr nas plantas estressadas 1WD e 3WD
foram igualmente aumentadas em aproximadamente 48% em relagdo as plantas controle (Fig.
8F). A gm e a Cc ndo diferiram estatisticamente entre plantas controle e 3WD, mas essas
varidveis foram significativamente reduzidas em 18% e 27% no tratamento 1WD em relagado

ao controle (Fig. 8G ¢ H).
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Figura 6: Variagdes na taxa de assimilacdo liquida de CO; (4) (A e E), condutancia estomatica ao vapor
d’agua (gs) (B ¢ F), razdo entre a concentracdo de CO, subestomatica e ambiente (Ci/C,) (C e G) e taxa
de transporte aparente de elétrons (ETR) (D ¢ H) em foliolos maduros de dois hibridos de palma de 6leo
(Ghana e Nigéria) submetidos a plena irrigacdo (Controle) e a um (1WD) e trés (3WD) eventos de déficit
hidrico. Os dados sdo as médias + o erro padrao. Letras diferentes denotam diferengas significativas

entre regimes hidricos (Teste Duncan, P < 0,05).
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Figura 7: Variagdes na taxa maxima de transporte de elétrons (Jmax) (A ¢ E), eficiéncia maxima do
fotossistema dois (PSII) (Fv’Fn’) (B e F), extingdo fotoquimica (gp) (C e G) fragdo de centros do PSII
que estdo abertos (NPQ) (D ¢ H) em foliolos maduros de dois hibridos de palma de 6leo (Ghana e
Nigéria) submetidos a plena irrigacdo (Controle) e a um (1WD) e trés (3WD) eventos de déficit hidrico.
Os dados sdo as médias + o erro padrdo. Letras diferentes denotam diferengas significativas entre

regimes hidricos (Teste Duncan, P < 0,05).
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Figura 8: Médias da velocidade maxima de carboxilagdo da Rubisco (Vemax) (A e E), taxa de
fotorrespiragdo (Pr) (C e D), condutancia mesofilica do CO2 (gm) (E ¢ F) concentragdo de CO2 nos
cloroplastos (C;) (G e H) em foliolos maduros de dois hibridos de palma de 6leo (Ghana e Nigéria)
submetidos a plena irrigagdo (Controle) e a um (1WD) e trés (3WD) eventos de déficit hidrico. Os dados

sdo as médias + o erro padrdo. Letras diferentes denotam diferengas significativas entre regimes hidricos

(Teste Duncan, P < 0,05).
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4.5 CRESCIMENTO EM NUMERO DE FOLHAS E AREA FOLIAR

No hibrido Ghana, o nimero de folhas jovens ndo variou significativamente entre
regimes hidricos (Fig. 9A). O numero de folhas maduras, a razao entre folhas jovens e maduras
e a area foliar total também nao diferiram entre plantas controle e 1WD, mas essas variaveis
foram respectivamente reduzidas em 37%, 50% e 37% nas plantas 3WD compradas ao controle

irrigado (Fig. 9B, C e D).

No hibrido Nigeria, ndo houve diferenga significativa entre regimes hidricos em nenhum

dos parametros de crescimento avaliados (Fig. 9E, F, G e H).
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Figura 9: Variagdes no ntimero de folhas jovens (A ¢ E), nimero de folhas maduras (B ¢ F), razdo entre
folha jovem e folha madura (C e G) ¢ area foliar (D ¢ H) em de dois hibridos de palma de 6leo (Ghana
e Nigéria) submetidos a plena irriga¢do (Controle) e aum (1WD) e trés (3WD) eventos de déficit hidrico.
Os dados sdo as médias + o erro padrdo. Letras diferentes denotam diferengas significativas entre

regimes hidricos (Teste Duncan, P < 0,05).
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5 DISCUSSAO

5.1 ALTERACOES NAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES, PEROXIDO DE
HIDROGENIO E PEROXIDACAO LIPIDICA

Plantas sadias, bem nutridas e ndo estressadas produzem normalmente uma certa
concentragdo de ROS em decorréncia de seu metabolismo basal. Os principais sitios de
producao de ROS sdo as cadeias de transporte de elétrons cloroplastidica (reagdes fotoquimicas
da fotossintese) e respiratoria (Carvalho et al, 2016). Outros processos metabodlicos, em
diferentes compartimentos celulares que apresentam alto fluxo de elétrons, como as
mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos também podem levar a produgdo basal de ROS

(Carvalho et al., 2016).

Em plantas sob estresse, particularmente sob déficit hidrico, pequenos aumentos na
concentragdo de ROS tém sido considerados como respostas sinalizadora para que a planta
desencadeie respostas adaptativas, por meio da regulacao redox, que esta firmemente inserida
em quase todos os aspectos do desenvolvimento das plantas, interagindo com os principais
reguladores de desenvolvimento e de defesa das plantas como: auxinas, acido abscisico,
citocininas, acido salicilico, 4cido e etileno, que podem influenciar profundamente as fungdes

das plantas e o destino celular (Noctor et al., 2018).

Por outro lado, em plantas sob déficit hidrico, a producdo de ROS tende a aumentar
consideravelmente. Essas moléculas sdo altamente reativas e podem causar danos severos a
proteinas, lipidios e acidos nucleicos, comprometendo a integridade celular e a funcionalidade
metabolica (Mittler, 2002). Para mitigar os efeitos deletérios do déficit hidrico, as plantas
ativam uma série de mecanismos adaptativos, entre os quais se destaca o aumento da atividade
de enzimas antioxidantes. Como relatado em outros estudos, tais como em mudas de feijao
mungo (Vigna radiata L. cv. Binamoog-1), Coffea canephora (caf¢) e zea mays (milho)

(Pinheiro et al., 2004; Nahar et al., 2015; Loutfy et al., 2020).

Desta forma, também foi observado no hibrido Ghana do presente estudo, em que as
maiores atividades das enzimas antioxidantes SOD e APX foram em folhas jovens que
passaram por ciclos repetidos de déficit hidrico. As enzimas sdo essenciais para a detoxificacao
das ROS e a protecdo das células vegetais. E como s6 foi observado aumento significativo apos
o terceiro ciclo de déficit hidrico, entende-se que repetidos ciclos induziram uma maior

estabilidade da enzima, o que pode permitir uma resposta antioxidante mais eficiente durante
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subsequentes episodios de estresse, como foi relatado no estudo desenvolvido com soja
(Glycine max) por Kim et al. (2020), arroz (Oryza sativa) por Tarun et al. (2020), em dois
hibridos de trigo de iverno por Popova et al. (2023) e palma de 6leo por Lopes Filho et al.
(2024).

No presente estudo também as plantas que passaram por ciclos repetidos de déficit
hidrico (3WD) mostraram uma capacidade aumentada de manter niveis baixos de peroxido de
hidrogénio, sugerindo uma adaptagdo eficaz através do fortalecimento do ciclo antioxidante.
Entretanto, as folhas jovens sdo mais sensiveis ao déficit hidrico do que as folhas maduras, visto
que além do aumento nas atividades das enzimas, elas apresentam naturalmente médias altas
de MDA, o que sugere maior degradagao de lipideos de membrana, como também foi observado
em soja (Glycine max) (Kim et al., 2020). Isto se d& porque as folhas jovens possuem uma
composi¢do bioquimica que as tornam mais suscetiveis ao dano oxidativo. Elas tém menores
concentragdes de antioxidantes como ascorbato e glutationa, € como ainda estdo em
desenvolvimento, o que as torna menos robustas contra os danos fisicos e quimicos, as paredes
celulares sdo menos lignificadas e mais permeéveis, facilitando a infiltragdo e danos (Gill &

Tuteja, 2010; Cosgrove, 2005).

Por outro lado, o hibrido Nigeria apresentou, em comparagdo ao hibrido Ghana, um
comportamento metabolico diferente, pois nas folhas jovens das plantas estressadas ndo ocorreu
aumento das enzimas antioxidantes € nem de MDA, porém ocorreu uma redugdo de peréxido
de hidrogénio. Entretanto, no mesmo hibrido, o comportamento metabdlico nas folhas maduras

ja diverge em relag@o ao peroxido de hidrogénio e MDA.

Em folhas jovens a reducdo de perdxido de hidrogénio sem alteracdo nas enzimas
antioxidantes e MDA ¢ um fendmeno que destaca a complexidade das respostas adaptativas das
plantas. Sugerindo que essa resposta pode ser mediada por ajustes metabdlicos e mecanismos
de detoxificacdo nao enzimaticos que minimizam a produ¢ao de ROS (Noctor & Foyer, 1998;
Nabhar et al., 2015). E com essa eficiéncia de neutralizacdo pelo sistema ndo enzimatico,
consequentemente também houve reducdo de aldeido maldnico nas folhas jovens, visto que

com a redugdo de ROS, reduz também a peroxidag¢ao lipidica e degradacdo de membranas.

Nas folhas maduras estressadas ocorreu aumento de peroxido de hidrogénio (H202) sem
alteragdes significativas nas médias de MDA. Uma explicacdo ¢ que os sistemas de

detoxifica¢do ndo enzimaticos, podem ser suficientemente eficazes para neutralizar o H20-. Isso
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pode evitar a necessidade de um aumento na atividade das enzimas antioxidantes, mantendo os

niveis de MDA baixos e prevenindo danos oxidativos significativos (Noctor & Foyer, 1998).

Diante do comportamento metabdlico dos dois hibridos, pode-se concluir que em ambos
o déficit hidrico afetou mais o sistema antioxidante das folhas jovens, visto que sdo mais
suscetiveis a danos causados pelo estresse devido a sua composicao bioquimica e estrutura
celular em desenvolvimento. Porém, a forma que respondem ao déficit hidrico repetitivo €
diferente, Ghana responde prioritariamente através do sistema enzimatico antioxidante, e
Nigeria possivelmente priorizou o sistema ndo enzimatico. Mas em ambos as folhas maduras
ndo foram muito afetadas, o que pode ser explicado por sua maior estabilidade e menor
sensibilidade ao déficit hidrico, visto que as avaliagdes foram feitas para obter resposta a curto

prazo e o déficit hidrico ainda nao foi severo.
52  COMPOSTOS NITROGENADOS, CARBONO E PIGMENTOS

O déficit hidrico repetitivo pode causar tanto a diminui¢do quanto o aumento temporario
dos niveis de nitrogénio nas folhas das plantas, dependendo das condigdes especificas e das
estratégias adaptativas das plantas. Desta forma, no hibrido Ghana, nas folhas jovens que ja
estavam no terceiro ciclo de déficit hidrico (3WD) ocorreram baixas concentracdes de
nitrogénio, porém as folhas maduras do mesmo tratamento apresentaram altas concentragdes

de nitrogénio.

Nas folhas jovens, a redugdo dos teores de N pode ser explicada pela diminui¢ao na
absorcdo de nitratos pelas raizes, devido a limitacdo do fluxo de 4gua no solo para a planta. A
dgua atua como um meio de transporte para os nutrientes, € a sua escassez pode reduzir a
mobilidade e a disponibilidade de nitrogénio (Bista et al., 2018), e como as folhas jovens
tendem a ser mais sensiveis ao déficit hidrico podem expressar mais rapido a deficiéncia na
absor¢do do nitrato. E nas folhas maduras, o aumento pode ser atribuido ao déficit hidrico
repetitivo e a senescéncia foliar observada neste hibrido, o que pode levar ao aumento nos niveis
de nitrogénio nas folhas de plantas, devido a mecanismos de redistribuicdo de nutrientes,
degradacdo de compostos nitrogenados e concentragdao relativa resultante da redugdo da

biomassa foliar.

Estudos de perfil metabolico indicam que aminodcidos se acumulam em folhas
senescentes (Masclaux et al., 2000; Schippers et al., 2007). Como também estes podem ser

realocados para sintese de novas proteinas. Dessa forma, a presenca de aminoécidos livres
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contribui para a manutencdo da homeostase energética nas folhas senescentes e,
simultaneamente, esses aminodcidos sdo transportados para tecidos dreno, como as folhas
jovens, onde podem ser usadas na sintese de proteinas, o que pode explicar a reducao nos teores

de aminoacidos livres.

E nas folhas maduras estressadas deste hibrido, também ocorreu aumento significativo
de carotenoides, constatando a resposta ndo enzimatica para mitigar os efeitos negativos do
estresse oxidativo, pois eles ajudam a neutralizar espécies reativas de oxigé€nio, estabilizam
membranas celulares e contribuem para a fotoprotecdo (Sun et al., 2022; Chormova et al.,
2023). A exemplo da violaxantina e a zeaxantina, que participam do ciclo das xantofilas, e
regulam a dissipacao de excesso de energia luminosa em calor, prevenindo danos as estruturas

fotossintéticas (Takemura et al., 2021).

Como também, existe uma relacdo entre os altos teores de nitrogé€nio e a sintese de
carotenoides em plantas. Em tomates foi verificado que, quando cultivados em estufa, a
aplicacdo de alto concentragdes de nitrogénio aumentou significativamente a soma total de
carotenoides, por tanto, N e carotenodides sdo positivamente correlacionados (Chormova et al.,
2023). Além disso, a regulacdo da biossintese de carotendides em plantas ¢ influenciada por
varios fatores, incluindo a disponibilidade de nutrientes. Desta forma, o nitrogénio, sendo um
nutriente crucial, desempenha um papel significativo nesse processo. Além disso, a
disponibilidade de nitrogénio pode afetar a expressao e a atividade de enzimas envolvidas na
sintese de carotenoides, influenciando assim os niveis de carotenoides (Sun et al., 2022). Isso
indica que neste hibrido, o niveis mais altos de nitrogénio podem esta diretamente relacionadas
aos de carotenoides, possiblitando uma relagdo entre o sistema antioxidante e a remobilizagao
nitrogenada, visto que elevadas concentracdes de carotendides podem explicar as maiores

concentragdes de N, apesar de menores teores de aminodcidos livres.

No hibrido Nigeria s6 as folhas jovens apresentaram diferengas significativas nos
compostos, aminoacidos, proteinas e carotenoides, entre o tratamento controle e as plantas
estressadas. Foi observado elevadas concentracdes de aminoécidos nas plantas 3WD e de
proteinas nas plantas 1WD, como também reduzidas concentragdes de carotendides em 1WD e
3WD. Este fendmeno ocorre devido a degradagao das proteinas, liberando aminoécidos como

prolina, glutamina e asparagina (Hildebrandt, 2018; Ingrisano ef al., 2023).

A acumulagdo de aminoacidos livres serve como um mecanismo adaptativo, permitindo

que a planta mantenha a integridade celular e continue seus processos metabolicos essenciais
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mesmo sob condi¢des adversas. Como também certas proteinas sdo expressas diferencialmente
como forma adaptativa das plantas para enfrentar situacdes como estresse abiodtico. Essas
proteinas incluem enzimas antioxidantes, proteinas de choque térmico e proteinas relacionadas

ao metabolismo osmotico (Kosova et al., 2011).

A deficiéncia hidrica também pode induzir a produgdo de proteinas envolvidas no
metabolismo osmoético, como as aquaporinas e proteinas relacionadas a sintese de osmolitos.
Essas proteinas ajudam na manutengdo da homeostase hidrica e na estabiliza¢cdo das membranas
celulares (Bartels & Sunkar, 2005). Estudos demonstram que a expressdo de aquaporinas
aumentou significativamente sob estresse hidrico, ajudando a manter o fluxo de agua nas células

(Mishra et al., 2023).

Além disso, foi observado menores médias de carotenodides nas folhas jovens, e sabe-
se que essas folhas sdo particularmente vulneraveis ao deficit hidrico devido a sua alta taxa
metabolica e menor capacidade de armazenamento de recursos. Estudos mostram que o déficit
hidrico pode causar uma redugdo significativa nos niveis de carotendides nas folhas,
comprometendo sua capacidade de fotoprotecdo (Havaux, 1998). Essa reducdo nos
carotendides pode estar relacionada a degradacdo acelerada desses pigmentos ou a inibi¢ao de
sua biossintese. Como foi observado por Mibei ef al. (2016) em um estudo desenvolvido com
berinjelas africanas (Solanum aethiopicum e S. macrocarpon), que sob deficit hidrico

apresentaram reducdes nos teores de carotenodides.

As mudangas nos conteudos bioquimicos evidenciam que em ambos os hibridos as
folhas jovens sdo mais sensiveis ao déficit hidrico, porém a forma que estes respondem ao
déficit ¢ diferente. Ghana apresentou mais mudangas significativas nas folhas maduras das
plantas 3WD, o que pode ser explicado como uma adaptacao e resposta ao deficit repetitivo,
visto que foi observado a senescéncia de folhas maduras neste hibrido. Entretanto, o hibrido
Nigeria apresentou mudangas significativas nas folhas jovens das plantas estressadas, porém
nas folhas maduras foi observado maior estabilidade diante do estresse, sugerindo que sob
déficit hidrico repetitivo ou nao, este hibrido consegue se manter mais estavel durante

deficiéncia moderada de 4gua.
53  TROCAS GASOSAS FOLIARES E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA

No presente estudo, as redugdes na A das plantas estressadas, de maneira mais

expressiva em 1WD, indicam que o hibrido Ghana tem um aparato fotossintético
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consideravelmente sensivel ao déficit hidrico. Redugdes em A também foram observadas em
outros estudo com palma de o6leo, s6 que neste estudo se apresentou mais atenuada por as
analises serem feitas nos primeiros dias de estresse, em que o défict hidrico nao € severo (Silva
et al., 2016; 2017; Lopes Filho ef al., 2021). E essa assimilacdo de CO2 se mostrou reduzida
sem alteragdes na gs, na Ci/Ca ¢ na ETR. Este fendmeno sugere que limitagdes bioquimicas
dentro das folhas, em vez de limitagdes estomaticas, sdo os principais responsaveis pela
diminui¢do da fotossintese. Uma das principais razdes para esta diminui¢do € a inibicdo da
atividade da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), que ¢

fundamental no ciclo de Calvin-Benson para a fixagao de COx.

Além disso, a sintese de ATP e NADPH pode ser afetada pelo estresse hidrico, levando
a uma menor regeneragao da ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP) e, consequentemente, a uma
reducdo na fixacdo de CO2 (Lawlor & Cornic, 2002). O que foi evidenciado neste estudo pelas
reducdes nas taxas de Vemax das plantas estressadas. Esses efeitos podem ocorrer sem mudancas
significativas na gs, indicando que as limitacdes nao-estomaticas sdo dominantes (Lawlor &
Tezara, 2009). E como a reducao foi mais expressiva em 1WD que em 3WD, sugere-se que o
déficit hidrico repetitivo, neste hibrido, induz uma resposta favoravel a fotossintese ao final do
periodo experimental, como também foi observado em trabalhos anteriores com palma de 6leo

(Lopes Filho et al., 2021).

Em Ghana também foi observada uma diminui¢do na gp € um aumento na NPQ,
enquanto a ETR, a Jmax € a Fv'/Fm' permaneceram inalterados. Esses achados sugerem um ajuste
nos mecanismos fotoprotetores e uma manutencado da eficiéncia fotossintética basica, mesmo
sob condicdes de estresse. A diminuicdo em ¢gp indica uma redu¢do na capacidade da planta de
utilizar a energia absorvida na fotossintese, o que também foi observado em outros estudos com
diversos materiais de palma de 6leo (Liberato et al., 2006; Suresh et al., 2010, 2012; Bayona-
Rodriguez et al., 2016). Esse fendmeno pode ser atribuido a uma menor disponibilidade de CO2
devido ao fechamento parcial dos estdmatos, embora a gs ndo seja necessariamente alterada
significativamente, e por outro lado, o aumento na NPQ reflete um aumento nos mecanismos
de dissipacao de energia excedente como calor, um processo vital para proteger a maquinaria

fotossintética contra danos foto-oxidativos (Lawlor e Cornic, 2002).

O aumento na NPQ sob estresse hidrico indica que as plantas estdo ativando suas defesas
fotoprotetoras para evitar o acumulo de energia excessiva que ndo pode ser utilizada na

fotossintese (Baker, 2008). E a manutencao de ETR, Jmax € F\'/Fm' sugere que esses parametros
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ndo sdo afetados inicialmente de maneira negativa pelo estresse hidrico. Isso pode ser resultado
de ajustes metabdlicos que mantém a funcionalidade bésica dos processos fotossintéticos,
mesmo quando a disponibilidade de 4gua ¢ limitada (Murchie & Lawson, 2013). Esses
mecanismos de dissipagdo de energia sdo cruciais para a sobrevivéncia das plantas em
condi¢des adversas, mantendo a integridade dos processos fotossintéticos essenciais (Lawlor e

Cornic, 2002).

Neste hibrido foi observado também a diminui¢do na Vemax € na Cec, 0 aumento na Pr, €
a auséncia de alteragdo na gm. Isto ocorre porque a redugdo na disponibilidade de 4gua afeta a
atividade da Rubisco, possivelmente devido a mudancas na hidratagdo das folhas e no estado
redox das células (Lawlor e Cornic, 2002). Além disso, a Cc também diminui, devido a
limitacao na difusdo de CO: para o interior das células fotossintéticas. Associado a isto, alguns
estudos indicam um aumento na Pr em certas condigdes de estresse hidrico, o que pode ser
atribuido a atividade oxigenase da Rubisco, que reage com oxigénio em situacoes limitadas de
COz2 (Lawlor e Cornic, 2002). Surpreendentemente, estudos indicam que gm pode permanecer
relativamente estdvel mesmo sob estresse hidrico, essa estabilidade sugere que a difusdo do
CO: dentro do mesofilo ndo € o principal fator limitante da fotossintese sob estresse hidrico em
plantas de palma de 6leo (Lawlor & Tezara, 2009). Em vez disso, as limitacdes parecem estar

mais associadas a capacidade bioquimica de fixacao de carbono.

No hibrido Nigeria, a reducdes na A foram semelhantes, ndo diferindo
significativamente entre WD e 3WD, o que sugere que neste hibrido no inicio do déficit ndo
apresentou diferenca entre as plantas que estava sendo estressadas pela primeira vez e as que ja
estavam no terceiro ciclo de déficit hidrico. Sem altera¢des na gs e Ci/Ca, mas com redugdes no
ETR das plantas estressadas. Isso pode ocorrer porque o estresse hidrico pode levar ao aumento
da producdo de ROS nas folhas, que causam danos aos componentes celulares, incluindo

proteinas envolvidas no transporte de elétrons e na fixagao de COa.

As ROS podem danificar diretamente a Rubisco e outras enzimas fotossintéticas,
resultando em uma menor capacidade de fixagdo de CO2 e reducdo no ETR (Mittler, 2002). A
pesquisa realizada por Bayona-Rodriguez & Romero (2024) revelou que o déficit hidrico leva
a uma diminuicao significativa na assimilagdo de CO2, que ¢ acompanhada por uma queda na
ETR. E outro estudo de Moustakas et al. (2022) demonstrou que a redugdo na ETR sob estresse
hidrico ¢ frequentemente associada ao aumento da producdo de ROS, que podem causar danos

oxidativos as estruturas celulares, afetando ainda mais a capacidade fotossintética da planta.
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A FV'/Fn' € um indicador da eficiéncia da conversido de energia luminosa em energia
quimica durante a fotossintese. Uma diminui¢do neste parametro sob estresse hidrico sugere
que a eficiéncia do PSII estd comprometida. Essa reducdo pode ser atribuida a danos nos
componentes fotossintéticos ou a uma regulacdo para evitar danos maiores, indicando um
estado de fotoinibicdo (Maxwell & Johnson, 2000). E o aumento na NPQ permite a planta
dissipar o excesso de energia luminosa como calor, ele aumenta em resposta ao acumulo de
energia nao utilizada, uma estratégia crucial para a sobrevivéncia em condi¢des adversas
(Baker, 2008). No hibrido Nigeria as plantas 1WD demonstraram uma diminui¢do em Fv'/Fm'
e um aumento em NPQ sob estresse hidrico, sem alteragdes significativas em Jmax € gp. Esses
achados indicam que, embora a eficiéncia fotossintética seja reduzida, a planta ativa
mecanismos fotoprotetores robustos para dissipar o excesso de energia luminosa, evitando
danos maiores aos fotossistemas, como também foi observado nos estudos de Bayona-

Rodriguez e Romero (2024).

Neste hibrido além de apresentar nas plantas estressadas aumento no Pr e redugdes em
Vemax € Ce, apresentou também redugdes na gm, o que se refere a facilidade com que o didxido
de carbono se difunde do espago intercelular nos estdmatos para o cloroplasto, onde ocorre a
fotossintese. Sob condi¢des de estresse hidrico, a gm pode diminuir significativamente, afetando
a capacidade da planta de fixar carbono e realizar a fotossintese de maneira eficiente. O déficit
hidrico reduz a gm em plantas devido a desidratagdo das células do mesofilo e ao colapso parcial
da estrutura das folhas, o que dificulta a difusdo do CO: (Flexas et al., 2004, 2007; Silva et al.
2016). Além disso, a reducdo na gm pode levar a um aumento na fotorrespiragdo, como foi

observado, resultando na perda de carbono e energia.

Quanto aos pardmetros de trocas gasosas e fluorescéncia, pode-se sugerir que apesar dos
dois hibridos apresentaram respostas semelhantes ao déficit hidrico, Ghana apresentou
respostas mais eficientes e mais estabilidade nas plantas que ja estavam no terceiro ciclo de
déficit hidrico (3WD), como também apresentou menos danos ao aparato fotossintético no
inicio do déficit hidrico. E Nigeria, ndo apresentou consideraveis diferencas quanto aos regimes
hidricos, e foram observados danos ao aparato fotossintético, limitagao na cadeia transportadora

de elétrons e na difusdo do COa.
54  CRESCIMENTO EM NUMERO DE FOLHAS E AREA FOLIAR

Quanto aos pardmetros de crescimento, o hibrido Ghana apesar de ndo apresentar

diferencas significativas no nimero de folhas jovens, nos demais parametros, nimero de folhas
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maduras, razdo folha jovem e madura e area foliar, observou-se redugdes significativas nas
plantas 3WD. Isso se deve ao processo de senescéncia foliar observado nestas plantas, em que
as folhas maduras estavam se tornando senescentes nas plantas que sofreram déficit hidrico

repetitivo, corroborados por alteragdes nos teores de N e aminoécidos.

A senescéncia foliar induzida por deficit hidrico ¢ um mecanismo que a planta utiliza
para reducdo da area foliar, tendo como resultado direto a reducdo da transpiracdo e a
conservagao da dgua no solo (Anjum et al., 2011). Ela envolve a degradacao de clorofilas,
carboidratos, lipidios, proteinas cloroplastidicas e dacidos nucleicos e contribui para a
mobilizagdo desses nutrientes de folhas velhas para tecidos em crescimento, como folhas jovens

(Roberts ef al., 2012; Koyama, 2014).

Verificou-se senescéncia de folhas induzida por deficit hidrico em palma de 6leo , cana-
de-agucar, milho-pipoca e duas linhagens de tomates (TOM-684 e M-82), em que ocorreu
antecipagdo da senescéncia foliar quando a irrigagdo foi interrompida, e gendtipos mais
sensiveis ao deficit sofreram aceleracao da senescéncia e da abscisao foliar (Vieira et al., 2013;
Morales et al., 2015; Chagas et al., 2019; Oliveira et al., 2020). Assim, este hibrido apresenta

a senescencia como resposta positiva ao deficit hidrico e aclimatagdo quando este € repetitivo.

Entretanto, no hibrido Nigeria ndo foi observada senescéncia, nem alteragdes
significativas nos parametros de crescimento avaliados em nenhum dos tratamentos.
Demonstrando que essas plantas ndo apresentaram inicialmente danos ou adaptagdes

morfoldgicas visiveis causadas pelo déficit hidrico nesses parametros.

6 CONCLUSAO

No hibrido Ghana foi observado nas plantas que estavam sob déficit hidrico repetitivo
(3WD) a ocorréncia de senescéncia de folhas maduras que sugerem a ocorréncia de
remobilizacdo nitrogenada de folhas maduras para folhas jovens. Ademias, este processo tem
relacdo com o sistema antioxidante, reduzindo a ocorréncia de danos celulares. Foram
observadas altas concentragdes de N e carotenoides e baixas concentragdes de aminoacidos
livres nas folhas maduras e menores concentracdoes de N e elevada atividade de enzimas
antioxidantes nas folhas jovens, bem como ndo ocorreram alteragdes significativas nos

parametros fotoquimicos.
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O hibrido Nigeria apesar de ser menos sensivel ao déficit hidrico, apresentou danos ao
aparato fotossintético, pois foram observadas redu¢cdes em ETR e Fv’Fm’ nas plantas que
estavam passando por déficit pela primeira vez (1WD), o que ndo foi observado nas plantas que
estavam sob déficit hidrico repetitivo (3WD), sugerindo uma aclimatacdo ao estresse ou
memoria ao estresse. Também ocorreram alteragdes bioquimicas significativas somente nas
folhas jovens e ndo houve ativagdo do sistema antioxidante, pois ndo foram observadas
alteracoes nas atividades das enzimas antioxidantes, bem como observou-se¢ baixas

concentragdes de carotenodides neste hibrido.

Assim, 0s ajustes metabolicos observados ndo se mostraram conservados entre hibridos,
ou seja, o padrdo de resposta diferiu em varios aspectos. Avaliando-se os dados observados em
conjunto, conclui-se que o hibrido Ghana se mostrou mais sensivel ao déficit hidrico, pois
ativou seu sistema antioxidante para atenuar as modificacdes causadas pelo estresse,

aclimatando apo6s o terceiro ciclo de déficit.
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