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RESUMO

As mudangas climdticas e a intensificacdo da seca afetam a produtividade agricola, gerando
impactos socioecondmicos ¢ ameagando a biodiversidade e a seguranca alimentar. Diante disso,
estudos tém investigado os efeitos do estresse hidrico no desenvolvimento vegetal e os
mecanismos de defesa ativados, como a realocacdo de biomassa para as raizes. O rabanete
(Brassicaceae) ¢ uma hortalica que demonstra adaptacdes a condigcdes adversas, mas sua
produtividade ¢ comprometida quando a disponibilidade hidrica fica abaixo de 80% da
capacidade de retencdo de agua (CRA) do solo. Nesse contexto, biorreguladores como o 6xido
nitrico (NO) surgem como alternativas para mitigar os efeitos da seca. Este estudo avaliou a
eficacia do doador de NO, nitroprussiato de sédio (SNP), na morfofisiologia do rabanete sob
estresse hidrico. Durante 28 dias, plantas foram submetidas a trés regimes de irrigacao: irrigagao
diaria (80% CRA), suspensao da irrigacao dos 14 aos 21 dias apos a semeadura (DAS), e dos 21
aos 28 DAS. As plantas foram pulverizadas semanalmente com 15 mL de SNP (100 uM) ou agua
(0 uM, controle). O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado (DIC), em
arranjo fatorial 3 x 2 (regimes de irrigacdo x aplicacdo de solugdes), com dez repetigdes.
Avaliaram-se trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, pigmentos fotossintéticos,
extravasamento de eletrdlitos, teor relativo de agua e particdo de biomassa. Os resultados
demonstraram a relevancia da 4gua para o crescimento do rabanete e o potencial do SNP como
mitigador dos efeitos do estresse hidrico em plantas estressadas entre 14 e 21 dias apos a

semeadura (DAS), apesar do risco de, em certos casos, induzir estresse oxidativo.

Palavras-chave: Raphanus sativus L.. Biorregulador. Déficit hidrico.



ABSTRACT

Climate change and the intensification of drought affect agricultural productivity, generating
socioeconomic impacts and threatening biodiversity and food security. In this context, studies
have investigated the effects of water stress on plant development and the defense mechanisms
activated, such as biomass reallocation to the roots. Radish (Brassicaceae) is a vegetable that
exhibits adaptations to adverse conditions, but its productivity is compromised when water
availability falls below 80% of the soil’s water-holding capacity (WHC). In this scenario,
bioregulators such as nitric oxide (NO) have emerged as alternatives to mitigate the effects of
drought. This study evaluated the effectiveness of the NO donor sodium nitroprusside (SNP) on
the morphophysiology of radish under water stress. Over a period of 28 days, plants were
subjected to three irrigation regimes: daily irrigation (80% WHC), irrigation suspension from 14
to 21 days after sowing (DAS), and from 21 to 28 DAS. Plants were sprayed weekly with 15 mL
of SNP (100 uM) or water (0 uM, control). The experiment followed a completely randomized
design (CRD) in a 3 x 2 factorial arrangement (irrigation regimes X solution application), with ten
replications. Gas exchange, chlorophyll a fluorescence, photosynthetic pigments, electrolyte
leakage, relative water content, and biomass partitioning were evaluated. The results demonstrated
the importance of water for radish growth and the potential of SNP to mitigate the effects of water
stress in plants stressed between 14 and 21 days after sowing (DAS), despite the risk of, in some

cases, inducing oxidative stress.

Keywords: Raphanus sativus L.. Bioregulator. Water deficit.



1 INTRODUCAO

A crescente seca provocada pelas mudancgas climaticas que vem ocorrendo em nosso
planeta, pode oferecer grandes riscos para todo o mundo (Srivastav et al., 2021). Na
agricultura ndo ¢ diferente, culturas que sdo produzidas sob baixa disponibilidade hidrica
podem apresentar perda de produtividade e qualidade, além de causar impactos
socioeconomicos significativos (Pimentel, 2021), ameacando a biodiversidade e a seguranca
alimentar (Joly et al., 2020), o que provoca muitos impactos nas propriedades rurais que sdo
responsaveis por gerar muitos empregos.

Campos et al. (2021) ressalta os danos que a limitacdo de agua oferece para o
funcionamento, crescimento e desenvolvimento de plantas. A intensidade e a permanéncia dos
danos causados pelo estresse hidrico nas plantas sdo variaveis, dependendo da fase de
desenvolvimento em que se encontram (Slette et al., 2019). Quando cultivadas em condi¢des
de estresse as plantas desencadeiam uma série de mecanismos proprios de defesa, por
exemplo, as espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas naturalmente, mas em
condi¢do de estresse, a sua producao pode aumentar, levando a um desequilibrio redox e
potencialmente a danos celulares (Apel e Hirt, 2004). Além disso, algumas espécies muitas
vezes realocam biomassa para raizes, a exemplo do rabanete (Raphanus sativus).

O rabanete pertencente a familia das Brassicaceae, ¢ considerado uma hortalica que
possui raiz tuberosa, com sabor picante, polpa crocante, fonte de vitaminas, possuidor de
bom valor nutricional e que vem sendo cada dia mais introduzido na dieta humana (Lana et
al., 2010), consumido preferencialmente in natura. O rabanete ja se mostrou também
promissor na preven¢do e tratamento de diabetes auxiliando na reducdo do acticar no sangue
(Banihani, 2017).

Dentre a vasta area de exploracdo em que o rabanete pode ser inserido, estdo
pesquisas sobre a sua produtividade e desenvolvimento em diferentes densidades
populacionais, além de diferentes possibilidades de sombreamentos e aplicagdes de
biorreguladores, no intuito de atenuar danos de estresses abidticos (Souza et al., 1999;
Lucchesi et al., 1976; Soares et al., 2023), demonstrando que o rabanete também ¢ um 6timo
instrumento de pesquisa. Segundo Rodrigues et al. (2013) a producdo e desenvolvimento do
rabanete sdo significativamente reduzidos, quando cultivado em condigdes abaixo de 80% de
agua disponivel no solo. Portanto, o uso de biorreguladores vem sendo cada dia mais
pesquisado para reverter esses danos, a exemplo de 4cido salicilico (Henschel et al., 2022),

carnitina (Santos et al., 2022) e 6xido nitrico (Ferreira et al., 2023).



O oxido nitrico (NO), apesar de ser um gas possuidor de auséncia de cheiro e
coloragdo, tem sido comumente citado em estudos na area da saude humana e vegetal.
Carvajal et al. (2017), reuniram dados sobre sua atuacao em diversos processos fisiologicos
em plantas tais como, o que vem tornando esse nicho de pesquisa cada dia mais ativo,
especialmente pela busca por maximizacdo da produtividade agricola. Nesse contexto, a
compreensdo do papel do NO torna-se crucial, visto que em resposta a estresses abidticos,
diversos produtos fisioldgicos podem sofrer aumento em sua produgdo causando
desequilibrio no funcionamento morfofisioldgico da planta, um cenério que a pesquisa com
NO busca entender e possivelmente controlar.

Mata-pérez et al. (2023), apontaram em estudo que o NO, auxilia a adaptagdo das
plantas sob essas condigdes, aliviando os danos causados pela expansdao da quantidade de
EROs e instabilidade redox, reajustando o equilibrio funcional da planta. Devido a sua
natureza gasosa, 0 NO vem sendo aplicado nas plantas principalmente a partir de doadores
mais estaveis, como € o caso do nitroprussiato de sodio (SNP) (Ferreira et al., 2023).

Apesar do potencial do SNP na mitigacdo do déficit hidrico ter sido comprovado em
outras espécies, sua aplicagdo em rabanete ainda necessita de estudos, para que seja possivel
entender a atua¢do dessa molécula como atenuante de estresse nesta espécie. Assim, 0
objetivo desse estudo foi avaliar a aplicagdo do nitroprussiato de sddio na mitigacdo do

déficit hidrico em plantas de rabanete.

2 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada em uma estufa com cobertura de plastico transparente,
situada no setor de experimentagao do Laboratorio de Producao de Mudas, pertencente ao
Centro de Ciéncias Humanas, Sociais e Agrarias da Universidade Federal da Paraiba
(CCHSA/UFPB), localizado em Bananeiras, Paraiba, Brasil. Durante o experimento, a
temperatura média registrada foi de 30,32 °C, variando entre 22,40 e 46,92 °C, e a umidade
relativa do ar manteve-se em 67%, oscilando entre 32% e 98%.

As plantas foram cultivadas em vasos de polietileno de 5 litros, com dimensdes de 17
cm de altura por 21cm de largura, preenchidos com substrato comercial Mecplant®, que é
uma mistura de casca de pinus bioativada e vermiculita enriquecida com calcério, macro e
micronutrientes, semeadas oito sementes por vaso. Apds a semeadura, cada vaso recebeu 5
gramas de fertilizante granulado NPK (10-10-10). No sétimo dia apds a semeadura (7 DAS),

foi realizado o desbaste, mantendo uma plantula por vaso. A colheita foi realizada aos 28



DAS.

Inicialmente, as mudas foram irrigadas com agua suficiente para atingir 100% da
capacidade de retencdo de agua (CRA) no substrato durante os primeiros 7 (sete) dias,
correspondendo a fase fenologica inicial (Lacerda et al. 2022). Posteriormente, foi iniciado o
manejo da irrigagdo para atender a trés regimes distintos, compreendendo: irrigacdo diaria,
restricdo da irrigagdo dos 14 aos 21 DAS; e restricdo da irrigagao dos 21 aos 28 DAS,
mantendo 80% da CRA para todos os tratamentos. O regime de 80% da CRA foi
estabelecido com base no método de lisimetria de pesagem (Santos et al. 2022).

Além disso, a cada 7 (sete) dias, as plantas foram tratadas com aplicagdes exodgenas
de nitroprussiato de sédio (SNP), um doador de 6xido nitrico, na concentragdo de 100 uM e
agua para o grupo controle, totalizando trés aplicacdes, aos 7, 14 ¢ 21 DAS. Utilizando um
pulverizador manual de 500 mL (Boulevard, Esteio, RS, Brasil), as folhas foram borrifadas
até completa saturacdo. Em ambas solugdes foi adicionado uma gota de polissorbato
surfactante 80 (Tween-80%, 0,03% v/v) para melhorar a aderéncia das solugdes, totalizando
um volume de 15 mL por planta.

Aos 27 DAS, realizou-se a medicao das trocas gasosas utilizando um analisador de
gas infravermelho (IRGA; LCpro-SD Portable Photosynthesis System, ADC BioScientific,
Reino Unido). Seis plantas de cada tratamento foram selecionadas para analise entre 8:00 e
9:00 da manha, empregando folhas completamente expandidas. A concentracdo de referéncia
de CO, utilizada foi ambiente, com uma radiagio fotossinteticamente ativa de 1000 umol m™
s, incluindo 10% de luz azul, um fluxo de ar de 200 pmol s™, além da temperatura ambiente
e umidade relativa. As varidveis mensuradas incluiram a taxa liquida de assimilagdo de
carbono (4), a condutancia estomatica (g,), a concentragdo interna de CO, (Ci) e a taxa de
transpiracao (£). Também foram calculados a eficiéncia no uso da agua (A/E) e a eficiéncia
de carboxilacao (A/Ci).

Simultaneamente, avaliou-se a fluorescéncia da clorofila a (ChIF) utilizando um
fluorometro portatil (OS-30p+, Opti-Sciences, EUA). Foram determinados os parametros de
fluorescéncia minima (F,), maxima (F),), variavel (¥,), o rendimento quantico maximo do
PSII (F,/F,,) e a razdo entre a fluorescéncia variavel e minima (¥,/F)), conforme descrito por
Tsimilli-Michael (2020).

Aos 28 DAS, foi realizada a colheita das plantas para analises ndo destrutivas e
destrutivas. Folhas completamente expandidas de dez plantas por tratamento foram utilizadas
para a quantificagdo dos pigmentos fotossintéticos através do clorofiLOG, obtendo duas

leituras de duas folhas para cada repeticao.



Para a andlise do extravasamento de eletrodlitos, seguindo o método de Bajji et al.
(2002), realizaram-se cinco repeti¢cdes por tratamento, onde dez discos foliares (1 cm?) foram
lavados e incubados em 8 mL de 4gua destilada durante 6 horas. A condutividade elétrica
inicial (CEi) e final (CEf) da solucdo foi medida com um condutivimetro portatil (Modelo
CD-860, Instrutherm®), e os resultados foram expressos em porcentagem, utilizando a
formula (CEi/CEf) x 100.

Para determinar o teor relativo de dgua, conforme Barr e Weatherley (1962), quatro
repeticoes foram utilizadas. Dez discos foliares (1 cm?) foram coletados e pesados
imediatamente para obter a massa fresca (MF). Apos 6 horas de incubagdo em 4gua destilada,
foram pesados novamente para calcular a massa turgida (MT). Posteriormente, foram secos a
65°C por 24 horas, para obter a massa seca (MS) e o conteudo relativo de 4gua, calculado por
[((MF-MS)/(MT-MS) x 100], expresso em porcentagem.

A particdo de biomassa e os parametros de crescimento foram avaliados separando
cinco plantas de cada tratamento em parte aérea e radicular com um bisturi. O diametro e o
comprimento da raiz globular foram medidos com um paquimetro Vernier. Todas as partes
foram pesadas para obter a massa fresca da parte aérea (MFA) e da parte radicular (MFR).
Em seguida levadas a estufa de circulacdo for¢ada de ar a 65° C até atingir massa constante,
determinando assim a massa seca da parte aérea (MSA) e da parte radicular (MSR). Com a
massa seca pdde ser calculada a razdo parte aérea/raiz (MSA/MSR).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 3 x 2 (trés regimes de irrigagdo x duas solugdes aplicadas), resultando em 6
tratamentos com 10 repeticdes cada, totalizando 60 plantas. Cada unidade experimental foi
composta por um vaso contendo uma planta. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) pelo teste F e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P <

0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas que receberam irrigagdo continua tiveram maior produgdo de massa seca,
tanto nas folhas (MSF) quanto nas raizes (MSR), do que as plantas que passaram por seca ou
foram reidratadas depois da seca (Figura 1b-c). Por outro lado, a aplicagdo de nitroprussiato
de s6dio (SNP) ajudou a reduzir os efeitos negativos da seca na massa foliar (MSF) e também
diminuiu o estresse causado pela re-irrigagdo na massa das raizes (MSR), quando comparado

com plantas que ndo receberam o SNP (plantas controle) (Figura 1b-c). Apesar da aplicacdo



de SNP ndo ter interferido na razdo parte aérea/raiz, as plantas bem irrigadas obtiveram uma
menor razdo quando comparadas com as demais plantas (Figura 1d). As aplicagdes e
imposicoes hidricas ndo resultaram efeitos significativos para o didmetro da raiz (Figura le).
O extravasamento de eletrélitos (EE) foi menor nas plantas bem irrigadas, no entanto a
combinac¢do da re-irrigacdo com aplicagdo de SNP reduziu esse dano enquanto, nas plantas
que tiveram a irrigagdo suspensa a partir dos 21 DAS nao houve reducao (Figura 1 f). Ja o
conteudo relativo de agua (CRA) foi reduzido apenas em plantas tratadas com SNP e sem
irrigacao dos 21 aos 28 DAS (Figura 1g).
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Figura 1. Massa seca aérea ¢ radicular, razdo parte aérea/raiz, diametro da raiz, extravasamento de eletrolitos e
conteudo relativo de agua em plantas de rabanete aos 30 dias ap6s a semeadura. As linhas dentro da caixa
mostram os valores medianos cercados por caixas inferiores e superiores indicando o primeiro e o terceiro quartil
(n = 5). Letras maitsculas comparam plantas controle e tratadas com SNP, e letras mintisculas comparam

condigdes hidricas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Os resultados deste estudo demonstraram que a disponibilidade hidrica ¢ um fator



determinante para o crescimento e desenvolvimento de rabanete. Plantas melhor irrigadas
apresentaram maior massa seca foliar e radicular, indicando que a 4gua € essencial para os
processos fisiologicos relacionados ao crescimento vegetativo (Oliveira et al., 2015). A
aplicacdo de SNP mostrou potencial para mitigar os efeitos negativos da seca, especialmente
na massa seca foliar. A molécula de NO, liberada pelo SNP, atua como um sinalizador
endogeno, induzindo diversas respostas fisioldgicas que conferem tolerancia ao estresse
hidrico, como a regulagdo da abertura estoméatica e o aumento da atividade antioxidante que
pode ter ajudado as plantas de rabanete a aumentar a biomassa, em condigdes de estresse

(Carvajal et al., 2017).

A menor razao entre parte aérea/raiz observada em plantas mantidas a 80% da CRA
sugere que houve maior alocacdo de biomassa para o sistema radicular, com maior absorc¢ao
de 4gua e nutrientes em condi¢des favoraveis, podendo ser considerada uma estratégia de
sobrevivéncia da propria planta (Beloni et al., 2013). O fato de o SNP e os diferentes
tratamentos hidricos ndo alterarem o diametro da raiz, sugerindo que esse parametro ¢ menos

sensivel a essas condi¢des de cultivo.

O extravasamento de eletrolitos e o conteudo relativo de agua foram influenciados
pelas condigdes hidricas a que as plantas foram submetidas e pela aplicacio de SNP. A
reducdo no extravasamento de eletrolitos em plantas cultivadas com a CRA em 80%, bem
com os resultados obtidos na combinagdo de restri¢ao hidrica entre 14 e 21 DAS e a
pulverizagdo de SNP, sugere menor dano as membranas celulares e maior integridade
tecidual (Silva et al., 2016). O menor contetdo relativo de 4gua em plantas sob estresse
hidrico ¢ esperado, pois a deficiéncia hidrica leva a perda de dgua e a diminui¢ao do turgor

celular (Corréa, 2021).

A auséncia de irrigacdo iniciada aos 21 DAS até o final do ciclo reduziu
consideravelmente a taxa de assimilagdo de CO, (4), a condutancia estomatica (gs) e a taxa
de transpiracao (E), essas redugdes foram intensificadas com a aplicagdo de SNP em plantas
de rabanete mantidas em 80% da CRA e nas que passaram por estresse hidrico dos 14 aos 21
DAS (Fig. 2a, b, ¢). A eficiéncia do uso da dgua (WUE) e a eficiéncia de carboxilacao (ICE)
foram reduzidas nas plantas sob condicao de estresse ao final do ciclo (a partir de 21 DAS),
enquanto o parametro de fluorescéncia (Fv/Fm) ndo foi afetado pela condigcdo hidrica e

presenca de NO (Fig. 2d, e, f).
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Figura 2. Assimilagdo de carbono (A), condutincia estomatica (gs), taxa de transpiracdo (E), eficiéncia do uso
da agua (WUE), a eficiéncia de carboxilacdo (ICE) e o pardmetro de fluorescéncia (Fv/Fm) em plantas de
rabanete aos 30 dias ap6s a semeadura. As linhas dentro da caixa mostram os valores medianos cercados por
caixas inferiores e superiores indicando o primeiro e o terceiro quartil (n = 5). Letras maitsculas comparam
plantas controle e tratadas com SNP, e letras mintisculas comparam condig¢des hidricas pelo teste de Tukey (P <
0,05).

O fechamento estomatico em resposta ao estresse hidrico ¢ um mecanismo de defesa
comum em plantas, visando reduzir a perda de dgua por transpira¢ao e evitar a desidratagdo
(Fioreze et al., 2013). A aplicagdo de SNP, intensificou os efeitos do estresse sobre a
fotossintese e a transpiragdo. Embora o NO seja conhecido por promover o crescimento € 0
desenvolvimento das plantas em condi¢cdes normais, em situagdes de estresse hidrico, ele
pode ter efeitos complexos e dependentes da concentragdo e do tempo de exposi¢do (Khator
etal., 2024 ).

Alguns estudos sugerem que o NO pode amplificar os sinais de estresse, levando a
uma maior producdo de espécies reativas de oxigénio e danos oxidativos (Ferreira et al.,
2010). Isso pode ser confirmado pela menor ICE em plantas de rabanete que ndo sofreram
estresse, porém receberam doses de SNP. Por outro lado, a manutencao do Fv/F,, sugere que
a capacidade de absor¢do de luz e a integridade do aparelho fotossintético ndo foram
comprometidas de forma significativa pelo estresse ao final do ciclo ou pela aplicagdo de
SNP.



4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo evidenciam a importancia da dgua para o crescimento e
desenvolvimento de rabanete. A aplicacdo de SNP mostrou potencial para mitigar os efeitos
negativos do estresse hidrico no periodo compreendido entre 14 ¢ 21 DAS em plantas de
rabanete, embora em algumas situagdes possa desencadear estresse oxidativo. A alocacao de
biomassa para o sistema radicular, em plantas mantidas com a CRA em 80%, ¢ uma
estratégia adaptativa para a aquisicdo de recursos. Em geral, os resultados destacam a
complexidade das respostas das plantas ao estresse hidrico e a aplicacdo de compostos

sinalizadores como o SNP.
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