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PREISLER, Ana Cristina. Nanoparticulas contendo doador de o6xido nitrico:
Absorcgao, transporte e efeitos no processo germinativo e em aspectos
morfofisiolégicos da soja. 2024. 130 p. Tese (Doutorado em Agronomia) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

RESUMO

O uso de nanocarreadores poliméricos tem demonstrado ser uma estratégia eficaz
para a aplicagao de 6xido nitrico (NO) em plantas, protegendo as moléculas doadores
da degradagdo e garantindo a liberagdo sustentada do ativo. Entretanto, as
propriedades fisico-quimicas das particulas podem afetar a interacdo com a planta e
influenciar a eficacia do composto nanoencapsulado. Portanto, o objetivo geral deste
trabalho foi estudar o modo de agao de nanoparticulas poliméricas liberadoras de NO,
de diferentes composic¢des e cargas, em plantas de soja (Glycine max L. Merr.). Foram
utilizadas nanoparticulas de quitosana e de alginato contendo doador de NO (S-
nitrosoglutationa, GSNO), aplicadas no tratamento de sementes e nas raizes de
plantas de soja. Os objetivos especificos foram abordados em 2 capitulos, sendo eles:
1) avaliar os efeitos do tratamento de sementes de soja com nanoparticulas de
diferentes composi¢cdes e cargas contendo GSNO no processo germinativo. Além
disso, buscou-se investigar se o tratamento de sementes com as nanoparticulas
favoreceria a nodulagao e o crescimento de plantas de soja; 2) avaliar o modo de agao
de nanoparticulas liberadoras de NO em resposta a aplicacio via raiz e qual o impacto
dessas nanoparticulas na homeostase do NO. Para esses estudos foram empregados
diferentes tratamentos, incluindo GSNO livre, nanoparticulas de quitosana contendo
glutationa (GSH) com/sem NO (NP CS-GSNO/ NP CS-GSH), nanoparticulas de
alginato com/sem NO (NP AI-GSNO/ NP Al-GSH), além do controle tratado com agua.
No primeiro capitulo, para os estudos in vitro foi realizada uma curva das formulagcées
nas concentragdes de 0; 0,125; 0,250, 0,500; 1,0 e 2,0 mM, avaliando o processo
germinativo da soja. Os dados bioquimicos foram obtidos apenas na concentracao de
1,0 mM, selecionada com base na curva previamente estabelecida. A mesma
concentracao foi utilizada para o experimento em que se avaliou a nodulacédo de
plantas de soja apds o tratamento de sementes. NP CS-GSNO demonstrou aumento
na taxa de germinagao para 71% contra 60% da porcentagem inicial na concentragéao
de 1,0mM, no comprimento de raiz (CR) e no numero de raizes laterais (NRL), além
de ser a unica a promover maior acumulo de massa seca de raiz (MSR), mantendo
sempre um efeito constante para a concentragcao de 1,0 mM. A molécula de GSNO
livre também mostrou efeitos positivos na germinacao para 1,0 mM. NP AI-GSNO,
aumentou o NRL em fung¢do do aumento das concentracdes, além de ser a Unica
formulacdo que aumentou a massa seca da parte aérea. Nos estudos de nodulagao,
a massa seca do nodulo foi significativamente maior para os tratamentos NP CS-
GSNO. Foi observada, ainda, uma redugao dos parametros fotossintéticos para NP
CS-GSH e GSNO. No segundo capitulo, nanoparticulas de quitosana marcadas com
rodamina B foram aplicadas as raizes de soja, possibilitando a detec¢ao nos tecidos
por microscopia espectral confocal. Os niveis de NO nas raizes foram medidos
simultaneamente com o uso da sonda fluorescente DAF-2DA. Como controle para
NO, a fluorescéncia foi quelada pelo sequestrador de NO cPTIO. A escolha da
nanoparticula de quitosana foi baseada em experimentos anteriores. A intensidade de
fluorescéncia, a porcentagem de co-localizagao, e os parametros bioquimicos foram
medidos nos intervalos de 30 minutos e 24 horas apos a exposi¢do. Para NP CS



GSNO foi possivel detectar apés 30 minutos de exposicao 46% de co-localizagéo
entre as nanoparticulas e NO na zona de maturagdo e mais de 60% na zona de
ramificagdo da raiz. Com 24 h, o percentual foi reduzido para 7% e 13%
respectivamente. A baixa intensidade de fluorescéncia detectada em raizes incubadas
com cPTIO confirmou a especificidade da sonda DAF-2DA para NO. Apés 30 minutos,
observou-se ainda um maior teor de H202 nas raizes tratadas com NP CS-GSNO.
Além disso, verificou-se um aumento nos niveis de S-nitrosotidis (RSNO) nas raizes
tratadas com NP CS-GSNO e NP CS-GSH. No geral, o uso de NP CS-GSNO mostra-
se promissor para melhorar o processo germinativo, os aspectos morfofisiolégicos da
soja. Além disso, nanoparticulas de quitosana foram absorvidas pelas raizes, sendo
detectadas nos tecidos vasculares, mostrando a eficiéncia da entrega do NO as
raizes. No geral, estes resultados fornecem insights sobre os mecanismos envolvidos
na homeostase do NO e na interagao entre as raizes de soja e as nanoparticulas.

PALAVRAS-CHAVE: S-nitrosoglutationa. Nanotecnologia. Quitosana. Alginato.
Glycine max L. Merr.



PREISLER, Ana Cristina. Mode of action of nanoencapsulated nitric oxide donors in
soybean plants. 2024. 130 p. Thesis (PhD in Agronomy) - State University of Londrina,
Londrina, 2024.

ABSTRACT

The use of polymeric nanocarriers has been demonstrated to be an effective strategy
for applying nitric oxide (NO) in plants, protecting the donor molecules from
degradation and ensuring the sustained release of the active ingredient. However, the
physicochemical properties of the particles can affect the interaction with the plant and
influence the effectiveness of the nanoencapsulated compound. Therefore, the general
objective of this work was to study the mode of action of NO-releasing polymeric
nanoparticles of different compositions and charge in soybean plants (Glycine max L.
Merr.). Chitosan and alginate nanoparticles containing NO donor (S-nitrosoglutathione,
GSNO) were used to treat the seeds and roots of soybean plants. The specific
objectives were addressed in 2 chapters, namely: 1) evaluate the effects of treating
soybean seeds with nanoparticles of different compositions and fillers containing
GSNO on the germination process. Furthermore, we sought to investigate whether
seed treatment with nanoparticles would favor nodulation and growth of soybean
plants; 2) evaluate the mode of action of NO-releasing nanoparticles in response to
root application and the impact of these nanoparticles on NO homeostasis. For these
studies, different treatments were used, including free GSNO, chitosan nanoparticles
containing glutathione (GSH) with/without NO (NP CS-GSNO/ NP CS-GSH), alginate
nanoparticles with/without NO (NP AI-GSNO/ NP AI-GSH), in addition to the water-
treated control. In the first chapter, for in vitro studies, a curve of the formulations was
carried out at concentrations of 0; 0.125; 0.250, 0.500; 1.0, and 2.0 mM, evaluating the
soybean germination process. Biochemical data were obtained only at a concentration
of 1.0 mM, selected based on the previously established curve. The same
concentration was used for the experiment in which the nodulation of soybean plants
after seed treatment was evaluated. NP CS-GSNO demonstrated an increase in the
germination rate to 71% against 60% of the initial percentage at a concentration of 1.0
mM, in root length (CR) and the number of lateral roots (NRL), in addition to being the
only one to promote greater accumulation of root dry mass (MSR), always maintaining
a constant effect at a concentration of 1.0 mM. The free GSNO molecule also showed
positive effects on germination at 1.0 mM. NP AI-GSNO increased the NRL due to
increasing concentrations, in addition to being the only formulation that increased the
dry mass of the shoot. In nodulation studies, nodule dry mass was significantly higher
for NP CS-GSNO treatments. A reduction in photosynthetic parameters was also
observed for NP CS-GSH and GSNO. In second chapter, chitosan nanoparticles
labeled with rhodamine B were applied to soybean roots, enabling tissue detection by
confocal spectral microscopy. NO levels in roots were measured simultaneously using
the fluorescent probe DAF-2DA. As a control for NO, fluorescence was chelated by the
NO scavenger cPTIO. The choice of chitosan nanoparticle was based on previous
experiments. Fluorescence intensity, percentage of co-localization, and biochemical
parameters measured at intervals of 30 minutes and 24 hours after exposure. For NP
CS GSNO, it was possible to detect, after 30 minutes of exposure, 46% co-localization
between nanoparticles and NO in the maturation zone and more than 60% in the root
branching zone. After 24 hours, the percentage reduced to 7% and 13% respectively.
The low fluorescence intensity detected in roots incubated with cPTIO confirmed the



specificity of the DAF-2DA probe for NO. After 30 minutes, a higher H202 content
observed in the roots treated with NP CS-GSNO. Furthermore, there was an increase
in the levels of S-nitrosothiols (RSNO) in roots treated with NP CS-GSNO and NP CS-
GSH. Overall, the use of NP CS-GSNO shows promise for improving the germination
process and the morphophysiological aspects of soybean. Furthermore, chitosan
nanoparticles were absorbed by the roots, being detected in the vascular tissues,
showing the efficiency of NO delivery to the roots. Overall, these results provide
insights into the mechanisms involved in NO homeostasis and the interaction between
soybean roots and nanoparticles.

KEYWORDS: S-nitrosoglutathione. Nanotechnology. Chitosan. Alginate. Glycine max
L. Merr.



Figura1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 —

LISTA DE FIGURAS - ARTIGO A

Esquema representativo do tratamento de sementes. O passo 1
refere-se as etapas de nitrosagao das nanoparticulas com nitrito de
sodio e ao tratamento de sementes por imers&o. O passo 2 abrange
os procedimentos realizados durante os experimentos de
germinagao e crescimento inicial de plantulas. O passo 3 envolve os
procedimentos realizados durante o experimento de
LT U] F= To= o J PR 64
Curvas cinéticas de liberacao de NO a partir de nanoparticulas de
quitosana e alginato carregadas com S-nitrosoglutationa (NP CS-
GSNO € NP AI-GSNO)....ciiiiiiieie ettt 65
Efeitos do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana
com e sem NO (NP CS-GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de
alginato com e sem NO (NP AI-GSNO e NP AI-GSH), e GSNO livre
sobre a porcentagem de germinacdo de sementes de Glycine max
L. Merr. O controle foi estipulado como a concentragéo zero (agua
destilada). Os valores representam as médias (n = 4). (A-C). As
curvas de regressao foram ajustadas para as concentragdes dentro
de cada formulacao (p < 0,05) sendo elas: NP CS-GSNO, NP CS-
GSH e Free GSNO respectivamente. (D) Letras diferentes acima das
barras indicam médias diferentes com base na ANOVA seguida pelo
teste Scott Knott para o tratamento NP AlI-GSH (p <0,05)............... 69
Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana
com e sem NO (NP CS-GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de
alginato com e sem GSNO (NP AI-GSNO e NP Al), e Free GSNO no
comprimento de raiz de plantas de Glycine max L. Merr. O controle
foi estipulado como a concentragao zero (agua destilada). Os valores
representam as médias (n = 4). As curvas de regressdo foram

ajustadas para as concentragbées dentro de cada formulagédo (p <

Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana
com e sem NO (NP CS-GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de
alginato com e sem GSNO (NP AI-GSNO e NP Al), e Free GSNO no



Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

comprimento da parte aérea de plantas de Glycine max L. Merr. O
controle foi estipulado como a concentragcédo zero (agua destilada).
Os valores representam as médias (n = 4). As curvas de regresséo

foram ajustadas para as concentragdes dentro de cada formulagéo

Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana
com e sem NO (NP CS-GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de
alginato com e sem GSNO (NP AI-GSNO e NP Al), e Free GSNO no
numero de raizes laterais de plantas de Glycine max L. Merr. O
controle foi estipulado como a concentracédo zero (agua destilada).
Os valores representam as meédias (n = 4). As curvas de regressao

foram ajustadas para as concentragdes dentro de cada formulagéo

Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana
com e sem NO (NP CS-GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de
alginato com e sem NO (NP AI-GSNO e NP AI-GSH), e GSNO na
(A) massa seca de raiz e (B) massa seca da parte aérea de plantas
de Glycine max L. Merr. O controle foi estipulado como a
concentracdo zero (agua destilada). Os valores representam as
médias (n = 4). As curvas de regressao foram ajustadas para as
concentragdes dentro de cada formulagdo (p <0,05)..............oo.e. 73
Teor de agua (%) em sementes de Glycine max L. Merr. em
intervalos de tempo crescentes apdés o tratamento com
nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-GSNO e NP
CS-GSH), nanoparticulas de alginato com e sem NO (NP AI-GSNO
e NP AI-GSH), GSNO livre e com agua (water) na concentragédo de
1,0 mM. Os valores representam as médias (n = 4). As curvas de

regressao foram ajustadas para o tempo dentro de cada tratamento

Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana
com e sem NO (NP CS-GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de
alginato com e sem NO (NP AI-GSNO e NP AI-GSH), Free GSNO e
agua destilada (controle) no conteudo de S-nitrosotiois (RSNO) da

(A) parte aérea e (B) das raizes em plantulas de Glycine max L. Merr.



coletadas apds 8 dias. Os valores representam as médias * erro
padrao (n = 4). Letras diferentes acima das barras indicam médias

diferentes com base na ANOVA seguida pelo teste Scott-Knott (p <

Figura 10 —Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana
com e sem NO (NP CS-GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de
alginato com e sem NO (NP AI-GSNO e NP AI-GSH), GSNO livre e
agua (controle) na fotossintese liquida (A, umol m2 s™), condutancia
estomatica (gs, mol m2 s'), transpiragdo (mmol m= s-1) e, relagao
entre concentragbes de CO: interna/ambiente (Ci/Ca) medidas em
plantas de Glycine max L. Merr. com 35 dias de crescimento em casa
de vegetagao (estadio V3-V4). Os valores representam as médias +
erro padrdao (n = 6). Letras diferentes na coluna indicam médias

diferentes com base na ANOVA seguida pelo teste Scott-Knott (p <

Figura 11 —Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana
com e sem NO (NP CS-GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de
alginato com e sem NO (NP AI-GSNO e NP AI-GSH), e GSNO na
(A) massa seca de raiz, (B) massa seca dos ndédulos, (C) massa
fresca, (D) numero total de nédulos, (E) comprimento de parte aérea
e raiz e (F) massa seca de parte aérea de plantas de Glycine max L.
Merr cultivadas em casa de vegetacdo. O controle foi estipulado
como agua. Os valores representam as médias + erro padrao (n =
5). Letras diferentes acima das barras indicam médias diferentes

com base na ANOVA seguida pelo teste Scott-Knott (p <



Figura1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

LISTA DE FIGURAS - ARTIGO B

Esquema representativo do experimento de microscopia confocal. O
passo 1 refere-se as etapas de coleta, incubacédo e lavagem das
amostras a serem analisadas. O passo 2 abrange os procedimentos
realizados durante a montagem das laminas. O passo 3 envolve a
visualizagdo e quantificagdo das amostras no microscopio
(070 Y= | SO 104
Imagens representativas ilustrando a localizagdo confocal
microscopica de NO em 20x da zona de maturagao radicular de
plantas de soja (Glycine max L. Merr.) 30 min apés o tratamento com
agua destilada (CONTROLE), GSNO livre e nanoparticulas de
quitosana com e sem NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO). Para cada
tratamento, foi realizada a incubagdao com cPTIO (10 yM) como
controle negativo. Cilindro vascular (vc), regidao do cortex (c),
epiderme (ep) e pelos absorventes (rh). Barras = 100 pm............. 108
Imagens representativas ilustrando a localizagdo confocal
microscopica de NO em 20x da zona de maturagao radicular de
plantas de soja (Glycine max L. Merr.) 24 h apés o tratamento com
agua destilada (CONTROLE), GSNO livre e nanoparticulas de
quitosana com e sem NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO). Para cada
tratamento, foi realizada a incubagédo com cPTIO (10 pM) como
controle negativo. Regidao do cortex (c), epiderme (ep) e pelos
absorventes (rh). Barras = 100 IM.........ooovviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee, 108
Intensidade de fluorescéncia medida como arbitrary fluorescence
units (A.F.U.) por microscopia confocal com ampliagdo de 20 x na
zona de maturagao radicular de plantas de soja (Glycine max L.
Merr.) (A) 30 min e (B) 24 h apds o tratamento com &gua destilada
(CONTROLE) GSNO livre e nanoparticulas de quitosana com e sem
NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO). Para cada tratamento, foi
realizada a incubagado com cPTIO (10 uM) como controle negativo.
Os dados representam média £ erro padréo (n = 5). Letras diferentes
acima das barras indicam médias diferentes com base na ANOVA
seguida pelo teste Scott-Knott (p < 0,05)......cccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 110



Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Imagens representativas ilustrando a co-localizagdo confocal
microscoépica de NO e da rodamina em 20x da zona de maturagao
radicular de plantas de soja (Glycine max L. Merr.) apos 30 minutos
de exposi¢cdo a agua destilada (CONTROLE), nanoparticulas de
quitosana com e sem NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO) e GSNO.
I) Sonda fluorescente de NO (DAF-2DA), II) Sequestrador de NO
(cPTIO). Regido do cértex (c), epiderme (ep), cilindro vascular (vc).
Barras = 100 M. ..o 113
Imagens representativas ilustrando a co-localizagdo confocal
microscopica de NO e da rodamina em 20x da zona de ramificagao
radicular (zona perto do colo) de plantas de soja (Glycine max L.
Merr.) apd6s 30 minutos de exposicdo a agua destilada
(CONTROLE), nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-
GSH e NP CS-GSNO e GSNO. I) Sonda fluorescente de NO (DAF-
2DA), Il) Sequestrador de NO (cPTIO). Regido do cértex (c),

epiderme (ep), cilindro vascular (vc), elementos de vaso (ve). Barras

Imagens representativas ilustrando a co-localizagdo confocal
microscopica de NO e da rodamina em 20x da zona de maturagao
radicular de plantas de soja (Glycine max L. Merr.) apos 24 horas de
exposicdo a agua destilada (CONTROLE). nanoparticulas de
quitosana com € sem NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO) e GSNO.
I) Sonda fluorescente de NO (DAF-2DA), II) Sequestrador de NO
(cPTIO). Cilindro vascular (vc). Barras = 100 gm...........eeveieeenennnn. 117
Imagens representativas ilustrando a co-localizagdo confocal
microscoépica de NO e da rodamina em 20x da zona de ramificagéo
radicular (zona perto do colo) de plantas de soja (Glycine max L.
Merr.) apds 24 horas de exposigao a agua destilada (CONTROLE),
nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-GSH e NP CS-
GSNO) e GSNO. I) Sonda fluorescente de NO (DAF-2DA), II)
Sequestrador de NO (cPTIO). Regiéo do cértex (c), epiderme (ep),

cilindro vascular (vc), elementos de vaso (ve). Barras = 100

Conteudo de S-nitrosotiois (RSNO) em raizes de Glycine max L.



Merr coletadas com 30 mi e 24 h apds exposi¢ao das formulagoes:
Controle (agua destilada), nanoparticulas de quitosana com e sem
NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO) e GSNO livre. Os valores
representam as medias £ erro padrao (n = 5). Letras diferentes na
coluna indicam médias diferentes com base na ANOVA seguida pelo
teste Scott-Knott (p < 0,05)......ccooiiiiiieeeecee e 122
Figura 10 —(A) Teores de H202 e (B) conteudo de malondialdeido em raizes de
Glycine max L. Merr coletadas com 30 min e 24 h apds exposigao
das formulagdes: Control (agua destilada), nanoparticulas de
quitosana com e sem NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO) e GSNO
livre. Os valores representam as medias + erro padrdo (n = 5). Letras

diferentes acima das barras indicam médias diferentes com 124



LISTA DE TABELAS - ARTIGO B

Tabela 1 — Concentragao final de sais na solugao nutritiva



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A Fotossintese

Al Alginato

Ci/Ca Razao entre as concentracdes internas e ambientais de CO 2
CPA Comprimento de parte aérea

cPTIO 2-4-carboxyphenil-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide
CR Comprimento de raiz

CS Quitosana

DAF-2DA 4,5-diaminofluorescein diacetate (sonda)

EROs Espécies reativas de oxigénio

FITC Fluoresceina

Os Condutancia estomatica

GSH Glutationa

GSNO S-nitrosoglutationa

H20:2 Peréxido de hidrogénio

IF Intensidade de fluorescéncia

MDA Conteudo de malondialdeido

MSPA Massa seca da parte aérea

MSR Massa seca de raiz

NG Oxido Nitrico

NPs Al

Nanoparticulas de alginato

NP Al-GSH Nanoparticulas de alginato sem NO

NP Al-GSNO Nanoparticulas de alginato contendo GSNO
NPs CS Nanoparticulas de quitosana

NP CS-GSH Nanoparticulas de quitosana sem NO

NP CS-GSNO

Nanoparticulas de quitosana contendo GSNO



NRL
RSNOs
Tr

Numero de raizes laterais
S-nitrosotiodis

Transpiragao
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1 INTRODUGAO

A agricultura é constantemente pressionada a aumentar a
produtividade mesmo diante de uma série de eventos desfavoraveis, como a
ocorréncia de patdgenos, plantas daninhas, limitagdes nutricionais, altas temperaturas
e déficit hidrico. Esses estresses desencadeiam uma série de disturbios fisioldgicos e
morfologicos, que podem afetar de forma irreversivel o crescimento, desenvolvimento
e desempenho produtivo da planta. Diante de todos esses cenarios e como uma forma
de melhorar os aspectos morfofisioldgicos das culturas, o éxido nitrico (NO) surge
como uma molécula de grande relevancia.

O NO é uma molécula diatbmica e pequena, sendo um radical livre
capaz de se difundir livremente através da fase lipidica das biomembranas (KAPIL et
al., 2020). E uma importante molécula sinalizadora em plantas, com participacdo em
varios processos biologicos, tais como superacdo de dorméncia de sementes,
mobilizacédo de reservas durante a germinagao, formagao e arquitetura de raizes, na
na modulagdo entre planta e as bactérias simbidticas, promovendo a formacao de
estruturas especializadas como os nédulos radiculares, florescimento, senescéncia,
movimento estomatico e protecdo das plantas contra diferentes estresses
(SIMONTACCHI, et al., 2015).

A capacidade do NO em interagir com compostos reguladores de
crescimento, como fitohorménios e antioxidantes, confere a molécula um papel central
na coordenacdo de multiplos processos durante a germinagao e diversas outras
etapas do desenvolvimento vegetal. A bioatividade do NO pode se manifestar por
meio de algumas alteragdes proteicas que podem ser induzidas por processos redox,
como a S-nitrosilagao e nitragao das proteinas (KOLBERT et al., 2019; LEON et al.,
2020; PANDE et al., 2021; KHAN et al.,, 2023; KHATOR et al., 2024). Assim, a
aplicagdo exdégena da molécula € uma ferramenta interessante para a agricultura,
podendo mitigar problemas que afetam a produtividade, bem como promover um
desenvolvimento inicial mais vigoroso das plantas quando atrelado ao tratamento de
sementes.

Para operacionalizar a aplicacdo exégena de NO, é necessaria a
utilizacdo de moléculas doadoras de NO. Isso porque, existe uma dificuldade de
manipulagdo do NO em sua forma gasosa além da sua baixa estabilidade no

ambiente, onde é rapidamente degradado. As moléculas doadoras de NO fornecem
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uma forma mais eficiente de disponibilizar a molécula de NO de maneira controlada,
garantindo sua disponibilidade para as plantas.

Entre os doadores existentes, os mais utilizados s&o os S-nitrosotidis,
como a GSNO (S-nitrosoglutationa), e como o SNP (nitroprussiato de sédio) também
estao disponiveis. Porém, é importante considerar que alguns doadores acabam
gerando subprodutos da sua decomposi¢do, como cianeto no caso do SNP, que
podem afetar as células vegetais e o ambiente (FEELISCH 1998). Além da
instabilidade intrinseca, os doadores de NO frequentemente enfrentam desafios
adicionais devido a fotossensibilidade, o que pode resultar em sua rapida degradagao
e na liberagao indesejada de NO (FLORYSZAK-WIECZOREK et al., 2006).

Nesse cenario, a nanotecnologia surge como uma estratégia
promissora que pode revolucionar a aplicagdo de NO exdégeno na agricultura,
permitindo a encapsulagdo dos compostos doadores, o aumento da estabilidade da
molécula e a liberagao gradativa do NO. Atualmente existem diversos nanomateriais
capazes de formar nanoparticulas que podem ser utilizados como sistemas
carreadores no transporte de bioativos, com baixa toxicidade e impacto ambiental. Por
exemplo, nanoparticulas de quitosana carreando doadores de NO tém demonstrado
ser mais eficazes que o doador de NO livre (molécula ndo nanoencapsulada) na
protecao de plantas contra estresses abidticos, sob diferentes formas de aplicagao.

Em plantas de milho (Zea mays) expostas a salinidade, a aplicagao
de nanoparticulas as raizes protegeu contra os efeitos deletérios do estresse,
aumentando os niveis de S-nitrosotidis da folha (OLIVEIRA et al. 2016). Em cana-de-
agucar (Saccharum officinarum), os efeitos do estresse hidrico foram atenuados pela
aplicacao foliar das nanoparticulas doadoras de NO, resultando no aumento da taxa
fotossintética e da biomassa das raizes (SILVEIRA et al., 2019). Resultados
preliminares do nosso grupo de pesquisa, indicam que as nanoparticulas doadoras de
NO também possuem efeito protetor em sementes (SOUZA, 2023).

Porém, apesar dos beneficios demonstrados na literatura, é
importante ressaltar que as propriedades da nanoformulagdo (como composicao,
carga, tamanho, hidrofobicidade e dose) e as caracteristicas fisiolégicas (metabolismo
fotossintético) e morfoldgicas (superficie da folha, como tricomas, hidatddios, cuticula)
das espécies vegetais bem como a forma de tratamento (tratamento de sementes,
aplicacao em raizes ou pulverizagao foliar) podem afetar a absorgéao, internalizagao,

distribuicdo, transporte e eficiéncia das particulas (PREISLER et al., 2022; BAl et al.,
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2021; ZHANG et al., 2023).

Dessa forma, os modos (como absorc¢ao, distribuicdo, transporte)
pelos quais as nanoparticulas doadoras de NO interagem com as plantas de forma a
resultar em maior eficiéncia devem ser avaliados. Nesse contexto, evidéncias
qualitativas de translocagédo baseadas em microscopia sdo fundamentais para
demonstrar a presenga dessas particulas em nivel tecidual e celular. A microscopia
confocal, por exemplo, permite imagens dos nanocarreadores nos tecidos vegetais
em diferentes profundidades, e assim direcionar para elucidagao das vias de absor¢ao
ou translocacgao, principalmente se forem analisadas em conjunto com seus efeitos
morfofisiolégicos e bioquimicos na planta.

O objetivo geral deste trabalho foi estudar o modo de acédo de
nanoparticulas poliméricas liberadoras de NO, de diferentes composigdes e cargas,
em plantas de soja (Glycine max L. Merr.). Foram utilizadas nanoparticulas de
quitosana e de alginato contendo doador de NO (S-nitrosoglutationa, GSNO),
aplicadas no tratamento de sementes e nas raizes de plantas de soja. Os objetivos
especificos foram abordados em 2 capitulos, sendo eles: 1) avaliar os efeitos do
tratamento de sementes de soja com nanoparticulas de diferentes composicdes e
cargas contendo GSNO no processo germinativo. Além disso, buscou-se investigar
se o tratamento de sementes com as nanoparticulas favoreceria a nodulagéo e o
crescimento de plantas de soja; 2) avaliar o modo de agao de nanoparticulas
liberadoras de NO em resposta a aplicagdo via raiz e qual o impacto dessas

nanoparticulas na homeostase do NO.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AsPECTOS GERAIS DA CULTURA DA SOJA

A producgao de soja mundial em 2023/2024 foi de 422,262 milhdes de
toneladas, sendo o Brasil o maior produtor mundial do grdo com 40% desse montante,
seguido por Estados Unidos e Argentina. A producdo nacional nessa safra foi de
aproximadamente 169 milhdes de toneladas (Mato Grosso 26%, Parana 15%, Rio
Grande do Sul 14%, Goias 10%, Mato Grosso do Sul 8%) (USDA, 2024). No pais, a
cultura da soja é o principal produto destinado a exportagdo. O complexo soja (graos,

farelo e 6leo) obteve um total de US$ 12,44 bilhdes em vendas no primeiro trimestre
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de 2024 (MAPA, 2024).

A importancia comercial da soja advém de suas diversas aplicagoes.
Por ser um ingrediente rico em proteinas, € usada na alimentagdo humana na forma
de graos inteiros ou processados (sucos, molhos, tofu, proteinas texturizadas) e na
alimentagao animal. Além disso, é matéria prima para produ¢ao de biocombustiveis
(BOEREMA et al., 2016; GABBI et al., 2020).

Oriunda da Asia, a soja é uma planta pertencente & familia das
leguminosas que foi domesticada ha cerca de 4500-4800 anos com objetivo inicial de
ser utilizada na alimentagdo humana. A difusdo da cultura teve inicio em 1739 na
Europa, em 1765 nos Estados Unidos e no Brasil foi introduzida em meados de 1882
na regido da Bahia e posteriormente S&o Paulo (1891) e Rio Grande do Sul (1914).
Foi a partir da década de 60 que a cultura passou a ter uma expansao comercial
significativa, incentivando pesquisas sobre cultura e melhorias nos maquinarios. Em
pouco tempo, foi incorporada ao sistema de rotacdo de verdo com milho e em
sucessao com outras culturas (trigo, cevada, aveia) (MUNDSTOCK e THOMAS, 2005;
BACAXIXI et al., 2011).

Conhecida cientificamente como Glycine max (L.) Merr. (familia
Fabaceae), a soja é uma planta anual, herbacea, de porte ereto e com
desenvolvimento dividido em duas fases principais: o estadio vegetativo (V) e o
estadio reprodutivo (R). O estadio vegetativo da planta abrange desde a germinagéo
e emergéncia até o florescimento inicial, sendo necessario para seu crescimento
condi¢cbes edafoclimaticas adequadas. Esse estabelecimento inicial das plantas vai
influenciar na produtividade da cultura, visto que ira determinar o niumero de plantas
por area, a formagédo do dossel (folhas), das ramificacbes dos caules e o numero
potencial de locais com gemas florais. O estadio reprodutivo tem inicio com o
surgimento da primeira flor, seguido do desenvolvimento da vagem, desenvolvimento
do grao e a maturacao plena dos graos. Durante o florescimento, tem-se o acumulo
de matéria seca e nutrientes nas folhas, ramos e raizes, assim como aumento da taxa
de fixagao de nitrogénio (N2) pelos nédulos (MUNDSTOCK e THOMAS, 2005).

Os habitos de crescimento da cultura podem ser classificados em 2
tipos principais: determinado e indeterminado. As variedades disponiveis com habito
de crescimento determinado possuem um crescimento mais compacto, com a planta
cessando seu crescimento em altura no inicio do florescimento, o que resulta em uma

maturagdo com maior uniformidade das vagens. Ja as indeterminadas ndo cessam o
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crescimento apds o inicio da floragdo, o que pode possibilitar a colheita escalonada
das vagens ao longo do tempo (SHRESTHA et al., 2023).

A disponibilidade hidrica no solo constitui a principal limitacdo no
desenvolvimento da soja, principalmente nas fases de germinagdo-emergéncia e
floragao-enchimento de grdo. Nessas etapas, os problemas podem ser mais graves
tanto no excesso quanto no déficit hidrico, ja que a agua atua praticamente em todos
0s processos fisiologicos e bioquimicos da planta. A necessidade hidrica vai
aumentando conforme a planta se desenvolve, atingindo o pico durante a floragao-
enchimento dos graos, e diminui apds esse periodo (FARIAS et al., 2007).

A soja apresenta sensibilidade ao fotoperiodo, sendo este um aspecto
importante para definir a adaptabilidade das cultivares em diferentes regides de
producado. Assim como o fotoperiodo, a temperatura interfere no desenvolvimento da
cultura. Temperaturas na faixa de 20 a 30 °C sdo consideradas ideais para o
crescimento e desenvolvimento da soja. Por outro lado, temperaturas inferiores a 13
°C inibem o florescimento e acima de 40 °C prejudicam a taxa de crescimento e a
capacidade de retengéo das vagens (MUNDSTOCK e THOMAS, 2005; FARIAS et al.,
2007; TEJO et al., 2019). Entretanto, essas caracteristicas podem variar conforme a

cultivar e assim impactar de diferentes maneiras na produtividade da cultura.

2.2 TRATAMENTO DE SEMENTES EM SOJA

O tratamento de sementes em soja € uma pratica agricola essencial
que consiste na aplicagcdo de compostos quimicos (como fungicidas, inseticidas,
nematicidas, macro e micronutrientes, reguladores de crescimento) e bioldgicos
(inoculantes) em geral, previamente a semeadura, sob a forma de tratamento,
revestimento ou peletizagdo, atuando como uma ferramenta na protecéao as plantas
contra o ataque de pragas, doencas e outros fatores adversos que possam inviabilizar
as primeiras fases do desenvolvimento da cultura no campo (AYESHA et al., 2021).

As sementes submetidas ao tratamento s&o tratadas com
formulagbes secas (produtos aplicados em pd) ou umidas (produtos aplicados na
forma liquida). Além disso, durante o tratamento comercial ou on farm, pode ser
realizado a inoculagdo com microrganismos benéficos para a cultura, como
Trichodermas, Pseudomonas e Rhizobio (AYESHA et al., 2021).

E importante salientar, que em questdes de custo, o tratamento de
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sementes pré-semeadura com 0s microrganismos apresenta baixo custo, pois requer
apenas uma aplicacédo e geralmente os compostos associados sdo em baixas
concentracbes (CARDARELLI et al., 2024).

A tecnologia € primordial para garantir uma emergéncia uniforme,
resultando em aérea mais homogénea e plantulas mais saudaveis e,
consequentemente, em uma maior produtividade da cultura, pois os compostos
aplicados durante o tratamento de sementes podem ser absorvidos tanto pelas
sementes quanto pelas plantulas. A importancia da tecnologia utilizada no tratamento
de sementes advém de a fase de semeadura ser uma das mais criticas e
fundamentais no cultivo, pois as sementes sao suscetiveis aos fatores bidticos e
abidticos que podem afetar a germinagéo e o seu desenvolvimento (PEREIRA et al.,
2021; ZAIM et al., 2023).

Alguns trabalhos relataram que o tratamento de sementes industrial
(TSI) com agroquimicos melhorou a taxa de germinacgéo, o vigor de sementes e a
biomassa de plantulas de soja (DAN et al., 2012; CARDARELLI et al., 2022). No
entanto os autores ressaltam que a concentragao, tipo de ingrediente ativo bem como
a cultivar devem ser considerados nesse processo. Ignorar tais fatores pode levar a
reducao da qualidade fisiolégica da semente, sendo assim crucial analisar o impacto
do tratamento nas diferentes culturas agricolas.

Todavia outros autores discutem que sementes tratadas
quimicamente podem ser frequentemente armazenadas até a semeadura sem
prejuizos a qualidade (ROCHA et al., 2024; DORNELES et al., 2019).

De forma geral, os beneficios do tratamento de sementes em soja séo
diversos e significativos. Primeiramente, proporciona uma protegao, fator crucial, ja
que a emergéncia irregular de plantulas pode acarretar a uma competicao desigual,
resultando em menor eficiéncia no uso de recursos disponiveis como luz, agua e
nutrientes. Segundo que a tecnologia pode otimizar a utilizagcdo dos insumos, seja
através da reducdo nas concentragcdes aplicadas ou no numero de aplicagdes
requeridas. Por ultimo, o tratamento de sementes auxilia as plantas a superarem
condi¢cdes adversas, como pragas, seca, altas temperaturas, estresse hidrico, e assim
contribuir para um melhor estabelecimento da cultura (LENSSEN, 2013; ZANDONA
etal., 2019).
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2.3 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O nitrogénio € um dos nutrientes mais exigidos pelas plantas,
participando da estrutura de moléculas importantes como clorofila, proteinas,
aminoacidos e acidos nucleicos (VANCE et al., 2001). Para a produgao agricola, o
nitrogénio € um fator limitante para elevadas produtividades, visto que a cultura da
soja pode requerer em torno de 80 kg de nitrogénio a cada 1.000 kg de graos
(SALVAGIOTTI et al.,, 2008). Assim, fontes de nitrogénio sdo cruciais para o
crescimento e desenvolvimento das espécies vegetais (HACHIYA E SAKAKIBARA,
2017; SILVA et al., 2024).

O solo é a principal via de obteng¢ao deste nutriente para as plantas,
sendo encontrado principalmente na forma de nitrato (NOs’) e aménio (NH4%), que
podem ser provenientes da decomposi¢cdao da matéria organica, da adubacao
nitrogenada e da fixagao biolégica (VANCE et al., 2001; SILVA et al., 2024). Apesar
da contribuicdo significativa dos fertilizantes nitrogenados o incremento de mais
fertilizante nessas areas pode acarretar uma série de danos ao meio ambiente, visto
que para produgao desses fertilizantes sdo necessarias grandes quantidades de
combustiveis fosseis. Além disso, grande parte do nitrogénio aplicada ao solo é
perdida ao ambiente por lixiviagdo e volatizacao (SOUMARE et al., 2020). Nesse
contexto, uma opgéo eficiente para contornar esse problema é a fixagédo bioldgica de
nitrogénio (FBN), que atualmente representa a maior fonte de fornecimento de
nitrogénio para a cultura.

A FBN simbiotica € o processo natural pelo qual o nitrogénio
atmosférico (N2) € convertido em amdnia (NH3) através da associagéo entre um grupo
especifico de bactérias diazotroéficas e plantas. Essa reagao é catalisada pela enzima
nitrogenase, que catalisa através de um alto custo de ATP a clivagem da molécula de
N2 (SIGNORELLI et al., 2020; SOUMARE et al., 2020; WANG et al., 2018). Em meio
aquoso, a NHs formada pelo complexo nitrogenase € convertida em aménio (NH4"),
que é entdo transportado para o citosol das células dos nédulos e incorporado a
molécula de glutamato (SCHUBERT, 1995).

A associagao simbiotica mais comum em sistemas agricolas € entre
leguminosas e rizobios (bactérias dos géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium). Aqui, ocorre uma troca mutualistica

entre 0s organismos, ja que as bactérias fornecem o nitrogénio fixado para a planta
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hospedeira em troca de fotoassimilados (SIGNORELLI et al., 2020). Todo esse
processo ocorre em 0rgaos especializados denominados nodulos, local onde se

encontram os rizobios e o complexo nitrogenase.

2.3.1 Bradyrhizobium e o processo de nodulagéo na cultura da soja

Na cultura da soja, o género Bradyrhizobium é um dos varios géneros
de bactérias fixadoras de nitrogénio com capacidade de formar nodulos em
leguminosas. E comumente utilizado para inoculagdo, pois apresenta alta afinidade
associativa com a cultura, suprindo a demanda de nitrogénio exigida para que a planta
expresse seu potencial produtivo. A inoculacdo pode ser realizada durante o
tratamento de sementes ou aplicacdo no sulco de semeadura. Zilli et al. (2010)
observaram desempenho semelhante na FBN na inoculagdo na semente e no sulco,
nao havendo diferengas na massa seca e no rendimento de graos.

As zonas de maturacgdo e zona de alongamento sdo consideradas as
principais regides para infecgdo das bactérias e desenvolvimento dos nddulos
(BHUVANESWARI et al., 1980). De forma geral, os processos de infeccao e
organogénese do nddulo ocorrem simultaneamente. Os rizébios aderidos aos pelos
radiculares liberam os fatores Nod (fatores de nodulagao bacteriana) que induzem ao
enrolamento e crescimento das células dos rizébios. Ainda em reposta ao fator Nod,
ocorre a degradacdo da parede celular que permite a formagdo de uma estrutura
tubular e intracelular, conhecida como canal de infeccdo (SIGNORELLI et al., 2020,
TAIZ e ZEIGER, 2017). O canal de infeccdo cresce em direcdo a base do pelo
radicular e entdo fusiona-se com a membrana celular da parede da raiz. Ocorre a
ramificacdo do canal de infec¢ao pelas células corticais, a liberagao dos rizébios no
citosol, a diferenciacdo das células corticais e a formagao do primérdio nodular
(SIGNORELLI et al., 2020, GAGE, 2004). Ao receber um sinal da planta, as bactérias
se diferenciam morfologica e fisiologicamente em bacteroides, organelas
endossimbidticas capazes de fixar o nitrogénio atmosférico (SIGNORELLI et al.,
2020).

A fixagao do nitrogénio é realizada por meio do complexo da enzima
nitrogenase, que é formada por duas proteinas (Fe-proteina e MoFe-proteina). Na
presencga de oxigénio, a enzima € inativada. Nesse cenario, o ndédulo proporciona um

ambiente de baixo teor de oxigénio, protegendo o complexo nitrogenase. Na
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associagao leguminosa e rizobio, essa protecao da enzima pode ocorrer por meio de
composic¢ao estrutural do nédulo, como paredes mais espessas, ou através da
presenga da leg-hemoglobina, que tem alta afinidade com moléculas de oxigénio,
reduzindo a sua concentragcédo e consequentemente protegendo a enzima. Outra via
€ o transporte de oxigénio para a cadeia respiratéria do bacteroide. A citocromo ¢
oxidase apresenta alta afinidade com o oxigénio, o que permite o seu funcionamento
sob baixos niveis de oxigénio (SIGNORELLI et al., 2020, TAIZ e ZEIGER, 2017,
GAGE, 2004).

E importante destacar que a eficiéncia da nodulacdo pode ser
influenciada por diversos fatores, incluindo a disponibilidade de nutrientes no solo, a
compatibilidade entre a planta hospedeira e a bactéria, além de fatores ambientais
como pH, temperatura e umidade do solo. Portanto, uma abordagem interativa entre
praticas agricolas que promovam um ambiente adequado para essa interacéo

simbiodtica é fundamental para otimizar a produtividade da soja.

2.4 Oxipo NiTRICO

Em primeira instancia, o 6xido nitrico (NO) foi estudado como um
produto enddégeno da planta e as emissdes dessa molécula estavam relacionadas a
atividade da enzima nitrato redutase (NR) (YAMASAKI et al., 2000; KOLBERT et al.,
2019; KHATOR et al., 2024). Em plantas, a NR tem papel chave da via de redugéo e
de assimilacao do nitrogénio (BERGER et al., 2020).

O NO é uma pequena molécula diatdmica, radical livre, gasosa,
multifuncional, que atua como sinalizadora nas células vegetais, participando de
processos bioquimicos, fisiolégicos e morfoldgicos durante as etapas de germinagao,
formacao de raizes e nddulos, floragdo, movimento dos estdmatos e na protecao das
plantas contra diferentes estresses abidticos e bidticos (SELIGMAN, et al.,2008;
KOLBERT et al., 2019; LEON et al., 2020; BERGER et al., 2019; PANDE et al., 2021;
KHATOR et al., 2024).

O NO apresenta interagbes com varias moléculas sinalizadoras,
incluindo Ca?*, glutationa (GSH), espécies reativas de oxigénio (EROs) e hormdnios
vegetais (FARNESE et al., 2016; PANDE et al., 2021), além de alterar a expresséo
génica e a atividade das proteinas (SIMONTACCHI et al., 2015). A S-nitrosilagdo tem

sido estabelecida como uma modificagdo pds-tradugdo que pode modular de forma
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direta as fungdes de proteinas (KOLBERT et al., 2019).

A molécula de NO atua como um intermediario importante na via de
transducéo de sinal do acido abscisico (ABA) que regula o movimento estomatico
(AHAMMED et al., 2020). Alguns trabalhos observaram que o NO induz a abertura
estomatica através de residuos de cisteina S-nitrosiladas, como na posigao Cys 137
da proteina quinase OST1/SnRK2.6 (SHAH et al., 2023). A sinalizacdo do ABA em
células-guardas foi prejudicada em plantas com gene mutante gsnor7-3. Além disso,
o0 acumulo de NO nos mutantes gsnor1 aumentou a S-nitrosilagdo de SnRKZ2.6,
culminando na falta de sensibilidade ao ABA nas células-guardas (WANG et al., 2015).
A S-nitrosilagao induzida por ABA de SnRK2.6 atua como um regulador negativo na
rede de sinalizacdo do ABA em plantas, processo que favorece a abertura dos
estébmatos, bem como assimilagéo de CO2 (SINGHAL et al., 2021; WANG et al., 2015).
Ahammed et al. (2021) verificaram um papel importante na regulacdo estomatica
quando avaliaram plantas de tomate (Solanum lycopersicum) com o gene SIWRKY81
silenciado.

Por outro lado, no fechamento estomatico, acredita-se que a rota de
producao de NO intermediada pela NR seja responsavel por ativar uma cascata de
sinalizagao de proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) (DESIKAN et al. 2002;
BRIGHT et al. 2006). Alguns autores tém mostrado que o acumulo de NO
intermediado a partir da reducdo do nitrito pela NR é crucial para o fechamento
estomatico (LI et al., 2021; AHAMMED et al., 2021).

Por décadas, vem sendo demonstrado o envolvimento do NO em
praticamente todas as etapas no processo de simbiose leguminosa-rizébio, inclusive
na nodulagao (BERGER et al., 2020; PANDE et al., 2021). Durante as primeiras horas
dessa interacdo, ocorre aumento da producdo de NO nas raizes. Além disso, foi
demonstrado que ha produgao de NO no inicio da organogénese, na maturidade e
durante a senescéncia do nodulo, o que sugere que a molécula tem um papel
sinalizagao e/ou nas fungdes metabdlicas do processo de simbiose (BERGER et al.,
2019; SIGNORELLI et al., 2020). Em nédulos de Medicago truncatula, observou-se a
presenca de NO em nddulos com 10 e 30 dias apos a inoculagao (BAUDOUIN et al.,
2006). Esse acumulo de NO também foi detectado durante a senescéncia dos nddulos
em Lotus japonicus (CAM et al., 2012; FUKUDOME et al., 2019). Calvo-Begueira et
al. (2018) identificaram a formagao de NO em células infectadas de nédulos de plantas

soja e feijdo e no parénquima de nddulos de soja. Outro ponto a ser destacado € que
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o NO pode ser um potente modulador da atividade da nitrogenase, de forma que
controlar seus niveis em nédulos maduros € crucial (SIGNORELLI et al., 2020).

O NO também desempenha um papel importante na germinacéo das
sementes bem como na formacao e desenvolvimento do sistema radicular, podendo
promover aumento do comprimento da raiz principal e formacao de raizes laterais,
raizes adventicias e pelos radiculares (LOMBARDO e LAMATTINA, 2018;
ALTAMURA et al., 2023; KHATOR et al., 2024).

Estudos mostraram aumento do nivel de NO no inicio da fase Il da
germinagao (menor absor¢do de agua e metabolismo acelerado) de sementes de
sorgo (Sorghum bicolor L.) tratadas com nitrato, juntamente com baixa concentracéo
de radicais lipidicos. Além disso, os autores comprovaram a formacdo do NO
dependente da NR, com um aumento significativo da atividade da enzima nos estagios
iniciais do desenvolvimento da semente (SIMONTACCHI et al., 2004). O aumento de
NO também foi observado em sementes de roma e cevada a partir da embebicgao.
Além disso, foi reportado um aumento da atividade da GSNOR nas sementes de
cevada germinadas (SHALIMU et al., 2016; MA et al., 2017; MA et al., 2016). A
aplicacao de doadores de NO mitigou os efeitos deletérios do envelhecimento de
sementes, melhorando o vigor e aumento da taxa de germinacao (CIACKA et al.,
2022). Sementes de tomate tratadas com SNP em baixas concentragées aumentaram
significativamente a germinacao, a atividade da NR e o crescimento de raiz e parte
aérea (HAYAT et al., 2014).

O NO como subproduto da conversao da auxina acido indol-3-butirico
(IBA) na auxina mais ativa acido indol-3-acético (IAA) promove a formacao de raizes
adventicias (ALTAMURA et al., 2023). Além disso, alguns autores relataram que o NO
integra a rede de sinalizagdo ABA-IAA no crescimento de raizes em plantas de tomate
sob estresse salino (SANTOS et al., 2020). Em plantulas de tomates, a indugéo de
primérdios de raizes laterais ocorreu em fungdo do NO (CORREA-ARAGUNDE et al.,
2006). Em Arabidopsis a aplicagdo de GSNO junto com selénio aumentou o
crescimento de raizes laterais em tipo selvagem (FEIGL et al., 2019).

Dentre os mecanismos discutidos para a produgao de NO estao a via
oxidativa a partir de L-arginina e a via redutiva a partir do nitrito (NOz2") (GUPTA et al.,
2011; LEON et al., 2020; PANDE et al., 2021; KHAN et al., 2023). A enzima nitrato
redutase (NR) esta envolvida na produgédo do NO, seja reduzindo diretamente o NO2

a NO ou fornecendo o NOz™ para ser reduzido por outras vias (ROCKEL et al., 2002;
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PLANCHET et al., 2005). A producao de NO a partir de NO2 pode ocorrer também
pela rota ndo enzimatica no apoplasto (WILSON et al., 2008; BESSON-BARD et al.,
2008; PANDE et al., 2021) ou pela cadeia respiratoria mitocondrial (GUPTA et al.,
2017). A via mitocondrial ganha grande importancia principalmente em condi¢des de
deficiéncia de oxigénio (LEON, et al., 2020).

A literatura vem demonstrando a importdncia do NO como um
sequestrador de EROs, além de induzir a atividade de enzimas antioxidantes como a
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a ascorbato peroxidase (APX).
Todavia, os efeitos protetores do NO em plantas dependem de baixas concentragdes
desse gas. Em altos niveis, o NO estimula a producao de EROs (CLARK et al., 2000;
DELLEDONNE et al., 2001; BELIGNI et al., 2001; KHAN et al., 2023), culminando em
alteragdes intracelulares denominadas de “estresse nitro-oxidativo”, podendo exercer
toxicidade para as células e tecidos (CORPAS et al., 2008; VALDERRAMA et al.,
2007; SANTISREE et al., 2015; KHAN et al, 2023).

Para o controle dos niveis enddgenos de NO, é realizada a sua
ligacdo a tidis de cisteina, formando o S-nitrosotidis (RSNOs), em um processo
denominado S-nitrosilacdo (PANDE et al., 2021). RSNOs sdo conhecidos como
eficientes reservatorios, transportadores e liberadores de NO para aplicagbes em
plantas (OLIVEIRA et al., 2016; do CARMO et al., 2021). Diferentemente da S-
nitrosilacdo, que é modificacao reversivel na sinalizacéo, a nitracao € permanente e é
favorecida em situagées em que os niveis de NO e EROS estdo elevados, com a
formacao de espécies reativas de nitrogénio (ERNs) (RIDNOUR et al., 2004).

A enzima S -nitrosoglutationa redutase (GSNOR) é um regulador da
sinalizacdo de NO, podendo controlar o conteudo de S-nitrosoglutationa (GSNO),
(SPADORO et al., 2010; LETERRIER et al., 2011; JAHNOVA et al., 2019). Dentre os
S-nitrosotidis, a GSNO, produto relativamente estavel, é formada pela ligacdo do NO
e da glutationa (GSH), tendo a fungao de armazenar e transportar o NO (KOLBERT
etal., 2019).

Devido a importancia do NO como sinalizador, a aplicagao exdgena
dessa molécula vem sendo muito estudada. Nesse sentido, o uso de doadores de NO
€ uma importante estratégia para regulacdo dos processos fisiolégicos dependentes
de NO (CORREA-ARAGUNDE et al., 2006; SINGH et al., 2018).

Os doadores de NO mais utilizados sdao o SNP (nitroprussiato de

sb6dio) e os S-nitrosotiois, como SNAP (S-nitroso-N-acetilpenicilamina) e GSNO (S-
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nitrosoglutationa). No entanto, varios doadores de NO geram subprodutos de
decomposicao, que podem afetar negativamente as células vegetais. Por exemplo, o
doador de NO mais utilizado é o SNP, um complexo inorgénico que gera cianeto como
subproduto (CALABRESE et al., 2023) e que depende da luz para a liberagdo de NO
através de reacdes fotoquimicas (HARISSON et al.,, 1993; FEELISCH 1998;
YAMAMOTO et al., 2000).

Entre os S-nitrosotiois, a GSNO e a SNAP s&o os mais utilizados. Os
RSNOs se decompdem e liberam NO por meio da quebra homolitica, e essa
decomposicao pode ser acelarada na presenca de luz (FLORYSZAK-WIECZOREK et
al. 2006). Tendo em vista as caracteristicas distintas dos doadores de NO e a sua
relativa instabilidade, a sua aplicagdo na agricultura é limitada (SANTISREE et al.,
2015). Nesse contexto, as nanoparticulas doadoras de NO surgem com uma

estratégia promissora.

2.5 NANOTECNOLOGIA NA AGRICULTURA

Apesar das divergéncias na literatura em relacdo a definicdo, a
nanotecnologia € conhecida como um ramo da tecnologia, ciéncia e engenharia de
materiais que visa projetar, produzir e utilizar estruturas e instrumentos na escala
nanomeétrica (PARIS et al., 2015; SRII, 2023).

Na agricultura, a nanotecnologia tem atuado frente ao
desenvolvimento de solucgdes inteligentes e na entrega direcionada de diversos
compostos (como fertilizantes, hormoénios vegetais e pesticidas). As nanoformulagdes
tém sido alternativas promissoras frente ao cenario global de mudangas climaticas,
visto a importancia de reduzir as concentrag¢des de ativos aplicadas no ambiente, bem
como a redugao das doses aplicadas e incremento da eficiéncia de praticas agricolas
(CHOUDHARY et al., 2019).

Alguns estudos vém demonstrando os efeitos na germinacdo, no
crescimento, no desenvolvimento e na protecdo de plantas e sementes, através de
nanoparticulas poliméricas biodegradaveis de liberagdo sustentada ou por meio de
técnicas de revestimento de sementes. Essas tecnologias visam proteger as
sementes durante o armazenamento péds-colheita, bem como torna-las mais
resistentes durante seu estabelecimento em campo, podendo ter os efeitos
atenuadores de estresses (SEKHON, 2014; WANG et al., 2016; FRACETO et al.,
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2016, MAHAKHAM et al.,, 2017; USMAN et al.,, 2020; PEREIRA et al., 2021;
TAMILMANI et al., 2023).

A nanotecnologia pode ser empregada ainda na melhoria da
qualidade do solo, através de estratégias como o uso de nanoparticulas de hidrogel
visando melhorar a retengao de agua, nanoparticulas capazes de se ligar a poluentes
metalicos ou nanobiossensores capazes de monitorar e analisar sistemas bioldgicos
em nivel microscopico, funcionado como um dispositivo de triagem na deteccao de
doencas e da qualidade do solo. Independentemente da pratica, todas contribuem
significativamente para a modernizagao da agricultura e redugao do impacto ambiental
(PASCOLI et al., 2018; SEKHON, 2014; PARISI et al., 2015; FRACETO et al., 2016,
LOWRY et al., 2019; SINGH et al., 2020; USMAN et al.,2020; GUPTA et al., 2023).

De forma geral, o uso de nanoparticulas permite um sistema de
liberacdo gradual, sustentavel e direcionado do produto, melhorando sua solubilidade,
protegendo contra degradacgao, além de possibilitar a reducéo de doses e numero de
aplicagdes necessarias para atingir o controle satisfatério, com isso, reduzindo o risco
de contaminacdo ambiental e a toxicidade para seres humanos e organismos nao-
alvo (PASCOLI et al., 2018; WANG et al., 2022; OLIVEIRA e RISTROPH, 2024).

Na industria alimenticia, a nanotecnologia pode melhorar a
distribuicdo e entrega de compostos ativos, como a introdu¢do de nanoparticulas
antibacterianas, bem como adotar de embalagens capazes de controlar a
permeabilidade dos gases, aumentando o tempo de prateleira dos produtos (GIRI et
al., 2023).

Os nanomateriais empregados tém origem distintas, podendo ser
materiais mais maleaveis, como os polimeros, ou também mais rigidos, como o0s
nanotubos de carbono, ambos sendo incorporados a produtos com diferentes
caracteristicas e finalidades (KAH et al., 2018). Entretanto, na literatura, os
nanomateriais baseados em polimeros biodegradaveis e biocompativeis vém se
destacando (COUVREUR, 2013).

Nesse sentido, o uso de nanoparticulas carreadoras apresenta o
potencial de melhorar a estabilidade e solubilidade dos compostos encapsulados,
prolongar o seu periodo de agdo e aumentar a sua segurancga e eficacia (MITCHELL,
et al., 2020). Entretanto, apesar dos inumeros beneficios descritos, na literatura, as
pesquisas relacionadas ao modo de acao dos nanocarreadores ainda sao escassos €

sao comumente conduzidos através de aplicagao foliar ou solo, e poucos trabalhos
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avaliaram sistematicamente o efeito das propriedades dos nanocarreadores na

absorgao e translocagao e na aplicagao via tratamento de sementes.

2.5.1 Nanoparticulas poliméricas

Um polimero é conhecido como uma macromolécula com centenas
de unidades de monémeros unidas através de ligagdes covalentes (CANEVAROLO,
2006; SOUTO et al., 2012). A sintese das nanoparticulas poliméricas pode ser
realizada com varios tipos de polimeros sintéticos ou naturais, tais como poli (e-
caprolactona) (PCL), zeina, celulose, quitosana e alginato (CARVALHO et al., 2023;
PEREIRA et al., 2014; SEABRA et al., 2015; SEABRA et al., 2017; KUMARI et al.,
2024). Nanomateriais baseados em polimeros biodegradaveis e biocompativeis vém
sendo testados na agricultura, por apresentarem grande potencial para aplicagdes de
bioativos e redugao de contaminagao de recursos ambientais (VEMULA et al., 2023,
CHOUDHARY et al., 2019). Dentre eles, a quitosana tem sido o mais amplamente
utilizado.

A quitosana é um biopolimero formado pela repeticdo do monémero
3-1,4-glucosamina, apresentando carga positiva em meio acido. A producado da
quitosana tem origem a partir da desacetilagdo da quitina, que é um elemento
estrutural obtido principalmente a partir do exoesqueleto dos crustaceos (camardes,
lagostas e caranguejos) (NAGPAL et al., 2010; RIDOLFI et al., 2012; ELGADIR et al.,
2014) e da parede celular de fungos (BASTIAENS et al., 2019; HU et al., 2004;
KUMAR et al., 2020). Suas propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade
permitem diversas aplicagdes bioldgicas. Possui ainda propriedades mucoadesivas,
que melhoram o transporte de compostos bioativos através das membranas celulares,
sendo esta uma caracteristica importante na industria agroquimica.

Além disso, ela apresenta alta capacidade de adsorcao, eficiente
atividade antioxidante e baixa toxicidade (DUTTA et al., 2004; SEABRA et al., 2015;
HARISH et al., 2007; KUMAR et al., 2019). Por exemplo, o priming de sementes de
milho com quitosana promoveu a germinagao e o desenvolvimento das plantulas sob
condi¢cdes de baixa temperatura (15 °C) (GUAN et al., 2009). De fato, a quitosana
induz em plantas diversas respostas contra estresses abidticos e bidticos
(HIDANGMAYUM et al., 2019), podendo ser um importante material para sintese de

nanocarreadores. Entre os varios métodos desenvolvidos para preparar
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nanoparticulas de quitosana, a gelificagao idnica usando tripolifosfato de sodio (TPP)
€ 0 mais pratico e facil de controlar, além de n&o utilizar solventes organicos
(AGNIHOTRI et al., 2004; FAN et al., 2012), sendo assim fortemente empregado na
agricultura.

Estudos recentes mostraram efeito positivo da nanoquitosana na
germinagao das sementes e crescimento das plantulas de trigo (Triticum aestivum L.)
em uma concentragdo 10 vezes menor em comparagao com a quitosana n&o-nano (LI
et al., 2019). O uso de nanoparticulas de quitosana contendo NPK (nitrogénio, fosforo
e potassio), aplicada via foliar, demostrou ser eficiente no aumento da produtividade
da cultura (ABDEL-AZIZ et al., 2016).

Em folhas de feijdo, foi possivel identificar a presenga de
nanofertilizante nos feixes vasculares e elementos do floema apds a exposicédo as
NPs (HASANEEN et al., 2016). Nanoparticulas de quitosana contendo zinco aplicadas
em sementes e via foliar no milho controlaram a doenca de mancha foliar (Curvularia),
além de aumentar o rendimento de grdaos (CHOUDHARY et al ., 2019). O tratamento
de sementes de arroz com nanoparticulas de quitosana e quitosana convencional
melhoraram a porcentagem de germinacao e o vigor em plantas expostas a salinidade.
Além disso, nos parametros fisioldgicos, houve aumento no conteudo de carotenoides
e no teor de proteina (SONI et al., 2023). A nanoquitosana também tem demonstrado
ser um sistema eficiente como absorvente de poluentes organicos e inorganicos
durante processo de tratamento de agua (BANDARA et al., 2020).

O alginato € um biopolimero de origem marinha, abundante no
ambiente, que, assim como a quitosana, permite diversas aplicacdes bioldgicas. E um
polissacarideo aniénico (carregado negativamente) que consiste em copolimeros
lineares contendo residuos de 3-D-manuronato (M) e a-L-guluronato (G) ligados por
B-glicosidicos (REMMINGHORST e REHM, 2006).

E biocompativel, biodegradavel e ndo apresenta toxicidade, o que
torna um material promissor para industria farmacéutica, alimenticia (filmes de
revestimento) e ambiental, podendo substituir polimeros derivados do petréleo. Vale
ressaltar que o composto € aprovado pela Food and Drug Administration (FDA).
Apesar de ser soluvel em agua, a capacidade de solubilizagdo do alginato vai
depender da sua composic¢ao (relagdo -D-manuronato e a-L-guluronato), bem como
das propriedades quimicas do meio em que estiver dispersa. (FDA, 2024).

O composto € encontrado na parede celular de Phaeophycea (algas
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marrons). Atualmente €& comercializado a partir da extragdo de Laminaria
hyperborean, Laminaria digitada, Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum e
Macrocystis pyriferaespecies (REMMINGHORST e REHM, 2006; LEE e MOONEY,
2012; DODERO et al., 2021). O alginato pode ainda ser sintetizado a partir bactérias
Pseudomonas e Azobacter (REMMINGHORST e REHM, 2006).

Devido a suas propriedades e baixa toxicidade, o uso do material
dentro da nanotecnologia vem sendo explorado nos ultimos anos, principalmente na
area biomédica. Atualmente existe diversos nanomateriais a base de alginato, com
diferentes composigdes, tamanho e funcionalidades, e formas de sintese (DODERO
et al., 2021).

Estudos recentes relataram que as nanoparticulas de alginato
aumentaram a estabilidade da curcumina encapsulada, além de melhorar a
especificidade, a capacidade antioxidante e a liberagcédo de forma gradativa (LIU et al.,
2019). Como estratégia para o controle de pragas, a liberagdo do inseticida
acetamipride utilizando nanoparticulas alginato/quitosana demonstrou que o pH
influencia no processo de liberacdo da molécula, visto que 50% do inseticida foi
liberado apds 36 horas em pH 7,0 e 4,0 enquanto em pH 10 a liberagao foi com apenas
24 horas (MALUIN et al., 2020).

Nanohidrogéis de alginato, sintetizados a partir de um molde
emulsionado com éleo de girassol, mostraram ser eficientes no encapsulamento de
dicamba, além de possibilitar sua liberagdo prolongada e sustentada ao longo do
tempo (ARTUSIO et al., 2021). Silva et al. (2011) demonstraram que nanoparticulas
alginato/quitosana alteram o perfil de liberagao do herbicida paraquat, assim como a
interacdo com o solo. Microparticulas de alginato/quitosana mostraram liberagao
controlada e gradativa do midacloprid. Além disso, foi observado maior toxicidade
contra adultos de M. dermestoides (GUAN et al., 2008).

As atividades bilégicas de nanoparticulas de quitosana/TPP e
alginato/quitosana com acido giberélico (GAs) foram comparadas no tratamento de
sementes de feijdo. Foi possivel observar que liberagao inicial foi mais lenta para as
nanoparticulas alginato/quitosana, mas essas apresentaram efeitos mais intensos
benéficos em relagéo ao desenvolvimento foliar e do nivel de carotenoides (PEREIRA
et al., 2017). Trabalhos com nanofertilizantes utilizando as nanoparticulas
alginato/quitosana também em tratamento de sementes indicam beneficios no

crescimento das mudas de Fortunella margarita, sugerindo que podem ser uma
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alternativa eficiente para entrega de fertilizantes (LEONARDI et al., 2021).

Na agricultura, o uso de nanoparticulas de alginato, bem como a
compreensao dos efeitos em plantas sem estar associado a outro composto, ainda é
muito restrito, sendo necessarios estudos mais detalhados para compreender sua
interacdo com a planta e o ambiente. Além de apresentarem diferenca na composi¢ao
(quitosana e alginato), esses dois sistemas nanocarreadores apresentam cargas
opostas (PEREIRA et al. 2017), o que pode influenciar sua interagdo com as plantas
conforme sua aplicabilidade na agricultura (PEREIRA et al., 2021).

Os processos de absorcdo e translocacdo de nanoparticulas
poliméricas pela planta, assim como a eficiéncia de entrega dos bioativos, estao
relacionados as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas, como carga
superficial, tamanho, estabilidade, biocompatibilidade, tipo de material e também do
composto a ser encapsulado (TRIPATHI et al., 2017; MIERNICKI et al. 2019, VEMULA
et al., 2023). Os mecanismos pelo quais as nanoparticulas de quitosana e alginato
atuam nas plantas ainda n&o estéo totalmente elucidados. Nesse sentido, importante
adotar estratégias e desenvolver metodologias que possam ser utilizadas para estudar
o modo de agao tanto via semente, quanto pela raiz e folha. Dentre as estratégias, o
rastreamento utilizando sondas fluorescentes € uma alternativa promissora.

Existem algumas estratégias de funcionalizagdo com sonda
fluorescente que podem ser utilizadas para nanoparticulas, como a ligagao covalente
da sonda ao polimero (PRASAD et.al., 2017) ou através da incorporagédo da sonda a
fase oleosa da nanoparticula (BOMBO et al.,, 2019). O monitoramento de
nanocarreadores em plantas por técnicas de fluorescéncia desempenha um papel
importante na compreensdao da absor¢gdo, movimentacdo ou interacido dos
nanocarreadores em compartimentos celulares e intracelulares (OLIVEIRA e
RISTROPH, 2024).

Visando preencher esta lacuna, quanto a compreensao das vias de
absorcao e transporte, recentemente em estudos com nanoparticulas poliméricas de
zeina e nanoarticulas lipidicas marcadas com sondas fluorescentes, foram
observadas a adesao e a absorc¢io por raizes de cana-de-agucar e soja. Foi possivel
ainda identificar uma porgcao das nanoparticulas carreadoras sendo translocadas via
xilema para a folha (NGUYEN et al.,2016; PRASAD et.al., 2017). Outros autores
demonstraram, na aplicacao foliar, ser possivel absorcdo das nanoparticulas de PCL
via estdbmatos (BOMBO et al., 2019).
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Recentemente, nanoparticulas de PCL marcadas com fluorescéncia
foram rastreadas em plantas de mostarda (Brassica juncea). As nanoparticulas foram
rapidamente absorvidas pelas raizes e detectadas nos tecidos vasculares e nas folhas
1 hora apos aplicagao, indicando a translocacido das nanoparticulas para parte aérea
via xilema (PREISLER et al., 2022).

Estudos utilizando polimeros marcados com sonda fluorescente
(FITC) mostraram que a adsorgao de nanoparticulas de quitosana na superficie das
sementes de trigo foi maior do que a de quitosana ndo-nano (LI et al., 2019). Trabalhos
com nanoparticulas de quitosana contendo NPK (nitrogénio, fosforo e potassio)
demonstraram absorgao via estdmatos em plantas de trigo. Por microscopia eletrénica
de varredura, foram verificados a absorgao foliar e o transporte através dos tecidos do
floema. Além disso, o uso de nanoparticulas foi eficiente no aumento da produtividade
da cultura (ABDEL-AZIZ et al., 2016). Em folhas de feijao, foi possivel identificar a
presenca de nanofertilizante nos feixes vasculares e elementos do floema
(HASANEEN et al., 2016).

Alguns autores observaram ainda a adeséo e a absorgéo por raizes
de mostarda, utilizando nanoparticulas poliméricas de PCL (PREISLER et al., 2020).
Carvalho et al. (2023) observaram resultados semelhantes, porém com baixa
eficiéncia de transporte para a parte aérea de Bidens pilosa, utilizando nanoparticulas
de zeina. Lipossomas lipidicos a base de plantas de (~90 nm), foram observados nas
raizes de tomate cereja 72 horas apds a exposicao foliar (KARNY et al., 2018).

Alguns trabalhos vém sugerindo, que os nanomateriais podem ser
internalizados nas raizes juntamente com agua e nutrientes, e assim translocados
para a partes aérea (KRANJC et al., 2019). Entretanto, estudos ainda sédo necessarios
para compreender melhor o modo de acado das nanoparticulas poliméricas doadoras

de NO em plantas.

2.5.2 Nanoparticulas poliméricas com éxido nitrico

Apesar da importancia do NO em plantas, a aplicacdo de NO exégeno
na agricultura ainda é limitada. Isso porque os doadores de NO sdo compostos que
apresentam relativa instabilidade e que podem ter rapida degradagdo em ambientes
de altas temperaturas e luminosidade, podendo reduzir a eficiéncia sinalizadora da
molécula e potencializar a toxicidade (SEABRA e DURAN, 2010; SEABRA et al., 2015;
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SEABRA et al., 2022). Além disso, o tratamento exdgeno em concentragdes mais altas
pode acarretar toxicidade para os organismos alvo e ao ambiente. Nesse contexto, a
nanoencapsulacdo dos doadores de NO é uma estratégia inovadora que pode
proteger as formulagdes e aumentar a eficiéncia de liberagdo do NO. Até o momento,
as nanoparticulas de quitosana tém sido reconhecidas como as primeiras para a
liberagcdo de NO em plantas.

Methela et al. (2023) demonstraram efeitos positivos no crescimento
de soja sob estresse hidrico tradadas com nanoparticulas de quitosana contendo
GSNO. Plantas tratadas com 50 uM de NP CS-GSNO (via solo e foliar) permaneceram
esverdeadas e com maior porteem relagdo ao controle e as plantas sob estresse.
Nesse estudo, os autores relatam ainda, que concentragdes mais elevadas de 75 yM
demonstram efeitos positivos apenas nas raizes. Além disso, sob condicbes nao
estressantes, na concentragao de 50 uM NP CS-GSNO, o vazamento de eletrdlitos foi
menor em relagéo as plantas nao tratadas, indicando efeitos positivo da particula na
integridade da parede celular em nivel celular. Os dados mostram ainda menor teor
de prolina e peroxidagao lipidica e acumulo de pigmentos fotossintéticos para as
plantas tratadas com NP CS-GSNO sob estresse hidrico e aumento no niumero de
nodulos em comparagao com as plantas nao tratadas.

A aplicacdo exdogena de NO nanoencapsulado no solo também
protegeu as plantas de soja contra o excesso de cobre, estimulando o crescimento da
raiz e a fotossintese, além proteger contra o estresse oxidativo (GOMES et al., 2022).
Nanoparticulas de quitosana com doador de NO (MSA), quando aplicadas no
substrato (areia), protegeram as plantas de milho contra a salinidade de forma mais
eficiente que o doador livre, aumentando os niveis de S-nitrosotidis da folha, a
atividade do fotossistema Il e os niveis de clorofilas (OLIVEIRA et al., 2016).

Em mudas de espécies arbdreas expostas ao estresse luminoso, as
nanoparticulas doadoras de NO favoreceram a fotossintese e o crescimento das
mudas (LOPES OLIVEIRA et al., 2019). De forma similar, em mudas de Heliocarpus
popayanensis submetidas ao déficit hidrico, o uso dos nanocarreadores potencializou
o efeito protetor do doador de NO, destacando a potencial importancia dessa
formulagéo para os programas de reflorestamento (do CARMO et al., 2021).

Os efeitos de déficit hidrico em cana-de-agucar também foram
atenuados pela pulverizagao foliar de nanoparticulas doadoras de NO, aumentando a

taxa fotossintética e a biomassa das raizes (SILVEIRA et al., 2019). Silveira et al.
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(2021) relataram que o tratamento foliar com SNAC atenuou de forma parcial o
impacto negativo sobre a fotossintese e eficiéncia do uso da agua em plantas de cana-
de acgucar submetidas ao déficit hidrico. Além disso, os doadores SNAC e GSNO
mostraram efeitos benéficos na fotossintese durante o periodo de recuperacédo das
plantas expostas a seca.

Estudos preliminares em tratamento de sementes de trigo com
nanoparticulas doadoras de NO também demostraram o efeito protetor da formulagcao
contra o déficit hidrico (SOUZA, 2023). O uso de NP CS-GSNO no priming de
sementes de soja mostrou efeito benéfico na germinagdo e no crescimento de
plantulas devido a regulagao positiva na expressao de GA e a regulagao negativa na
expressao de ABA (STEVEN et al., 2024).

O uso de nanoparticulas de alginato/quitosana com GSNO em plantas
de milho e soja mostraram liberagao gradativa do NO ao longo do tempo. Além disso,
nas concentragdes (1 e 5 mM) testadas ndao houve efeito fitotdxico no crescimento e
desenvolvimento das plantas de soja e milho (PEREIRA et al., 2015).

Apesar dos resultados indicarem a eficacia do tratamento com as
nanoparticulas doadoras de NO em diferentes aplicagdes, ainda existe uma lacuna
relacionada aos mecanismos de interagao entre esses nanomateriais e plantas. Além
disso, em todos os estudos com plantas, apenas nanoparticulas de quitosana foram
utilizadas para carregar os doadores de NO, sendo importante avaliar a aplicagéo de
outros tipos nanoparticulas, como as de alginato, que possuem caracteristicas

distintas que podem alterar a sua interagao com as plantas.
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3 ARTIGO A) Efeitos do tratamento de sementes com nanoparticulas de
diferentes composigoes e cargas contendo GSNO processo germinativo e na
nodulagao de soja

RESUMO

O NO é uma importante molécula sinalizadora multifuncional em plantas, com
participacdo em varios processos biologicos, tais como germinacgao, formacgao e
arquitetura de raizes, associacdo com bactérias e formagao de nddulos. A aplicagéo
exdogena de NO em plantas necessita de doadores como a S-nitrosoglutationa
(GSNO). No entanto, esses compostos sao relativamente instaveis e se degradam
rapidamente. Nessa premissa, o uso de nanoparticulas poliméricas pode ser um
importante aliado para a aplicacdo dos doadores de NO na agricultura. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos do tratamento de sementes de soja com
nanoparticulas de diferentes composi¢cbes e cargas contendo GSNO no processo
germinativo. Além disso, buscou-se investigar se o tratamento de sementes com as
nanoparticulas favoreceria a nodulagdo e o crescimento de plantas de soja. As
sementes foram previamente tratadas por imersao nas seguintes formulagdes: GSNO
livre, nanoparticulas de quitosana sem/com NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO), e
nanoparticulas de alginato sem/com NO (NP AI-GSH e NP AI-GSNO). Para o
experimento in vitro, as concentragdes de GSNO ou GSH nas formulagdes foram
0,125 mM, 0,250 mM, 0,500 mM, 1,0 mM e 2,0 mM. Para o experimento de nodulagao,
foram testadas apenas as nanoformulacées na concentracdo de 1,0 mM e, apéds a
embebicdo, as sementes foram inoculadas com Bradyrhizobium japonicum. NP CS-
GSNO mostrou um aumento na taxa de germinagéo saindo de 60% (controle) para
71% na concentracdo de 1,0 mM, no comprimento de raiz € no numero de raizes
laterais. Além disso foi a Unica a promover maior acumulo de massa seca de raiz. Em
contrapartida, NP AI-GSNO foi a Unica a aumentar o acumulo de massa seca da parte
aérea nessa concentracdo. Para NP AI-GSNO, o numero de raizes laterais foi
aproximadamente trés vezes maior nas concentragées mais altas (0,500, 1,0 e 2,0
mM). Ja a molécula livre apresentou efeitos positivos apenas na raiz. NP CS-GSH
reduziu o comprimento da raiz e da parte aérea. Nos estudos de nodulagéo, a massa
seca do ndédulo foi significativamente maior para os tratamentos NP CS-GSNO. Foi
observada, ainda, reducao dos parametros fotossintéticos para NP CS-GSH e GSNO.
Com isso, nossos resultados destacam o potencial das nanoparticulas de quitosana
na melhoria da aplicacdo de doadores de NO nas sementes de soja, principalmente
na concentracido de 1,0 mM.

Palavra-chave: Tratamento de sementes; Nanocarreadores; Nanoformulagdes;

Ndédulo; S-nitrosoglutationa
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3 ARTICLE A) Effects of seed treatment with nanoparticles of different
compositions and fillers containing GSNO on germination process and soybean

nodulation

ABSTRACT

NO is an important multifunctional signaling molecule in plants, participating in several
biological processes, such as germination, root formation and architecture, association
with bacteria, and nodule formation. The exogenous application of NO in plants
requires donor molecules such as S-nitrosoglutathione (GSNO). However, these
compounds are relatively unstable and degrade quickly. Based on this premise, the
use of polymeric nanoparticles can be an important ally for the application of NO
donors in agriculture. The objective of this study was to evaluate the effects of treating
soybean seeds with nanoparticles of different compositions and fillers containing
GSNO on the germination process. Furthermore, we sought to investigate whether
seed treatment with nanoparticles would favor nodulation and growth of soybean
plants. The seeds were previously treated by immersion in the following formulations:
free GSNO, chitosan nanoparticles without/with NO (NP CS-GSH and NP CS-GSNO),
and alginate nanoparticles without/with NO (NP Al-GSH and NP Al- GSNO). For the in
vitro experiment, the concentrations of GSNO or GSH in the formulations were 0.125
mM, 0.250 mM, 0.500 mM, 1.0 mM and 2.0 mM. . NP CS-GSNO showed an increase
in the germination rate from 60% (control) to 71% at a concentration of 1.0 mM, in root
length and in the number of lateral roots. Furthermore, it was the only one to promote
greater accumulation of dry root mass. In contrast, NP AI-GSNO was the only one to
increase the accumulation of shoot dry mass at this concentration. For AI-GSNO NP,
the number of lateral roots was approximately three times higher at the highest
concentrations (0.500, 1.0, and 2.0 mM). The free molecule showed positive effects
only on the root. NP CS-GSH reduced root and shoot length. In nodulation studies,
nodule dry mass was significantly higher for NP CS-GSNO treatments. A reduction in
photosynthetic parameters was also observed for NP CS-GSH and GSNO. Therefore,
our results highlight the potential of chitosan nanoparticles in improving the application
of NO donors in soybean seeds, especially at a concentration of 1.0 mM.

KEYWORD: Seed treatment; Nanocarriers; Nanoparticles; Nodule; S-

nitrosoglutathione
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3. 1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merr) é uma das principais fontes de 6leos e
proteinas vegetais para a alimentagdo humana e animal, desempenhando um papel
crucial na economia agricola mundial (BOEREMA et al., 2016; GABBI et al., 2020).
Assim, sementes de alta qualidade, capazes de expressar seu maximo potencial de
germinagdo e vigor, sdo essenciais para assegurar uma populacdo de plantas
saudaveis e produtivas, condicao indispensavel para alcancar altos rendimentos nas
lavouras. A fase de germinagao ou emergéncia das plantulas desempenha um papel
critico no estabelecimento da cultura (STEVEN et al., 2024). Nesse contexto, uma
germinagdo rapida e sincrona € fundamental, pois garante uniformidade no
desenvolvimento inicial das plantas, favorecendo a competitividade e a resiliéncia da
lavoura frente a estresses bidticos e abidticos.

Na cultura da soja, o tratamento de sementes € um manejo realizado
como forma de proteger a semente no campo e prolongar a sua vida util (ZHANG et
al., 2014; SEABRA et al.,, 2017; ARIF et al.,, 2023). Outro aspecto importante
relacionado a cultura € a elevada demanda de nitrogénio, que pode ser adquirido da
decomposicao da matéria organica no solo, da aplicacao de fertilizantes nitrogenados
ou através da fixagao bioldgica do nitrogénio (FBN), por meio da simbiose entre raizes
e bactérias (Bradyrhizobium) que apresentam o complexo nitrogenase, capaz de fixar
o N2 atmosférico (SOUMARE et al., 2020; BERGER et al., 2020). Essa interacéo
planta-microrganismo é responsavel pela formacdo de estruturas especializadas,
denominadas de nddulos, onde ocorre a FBN (LIU et al., 2016; SOUMARE et al.,
2020). Assim, a inoculagdo é uma das principais praticas culturais em sementes de
soja, ja que se realizada de forma eficiente, possibilita maior FBN, maior
disponibilidade de nitrogénio para a cultura e consequentemente potencializa seu
rendimento. Nesse contexto, o tratamento de sementes e a inoculagédo sao praticas
agricolas que se complementam.

Além da complexa interagdo entre plantas e microrganismos para a
fixagdo de nitrogénio, o oxido nitrico (NO) desempenha um papel crucial no
desenvolvimento vegetal. O NO é uma molécula gasosa com amplo espectro de
fungdes no crescimento e desenvolvimento de diversos organismos, incluindo as
espécies vegetais, além de ser um importante sinalizador em condi¢cdes de estresse
(CALABRESE et al., 2023).
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O NO pode atuar na redugao dos teores de ABA e na mobilizagao de
reservas durante a germinagao, bem como no desenvolvimento de raizes e formagao
de estruturas especializadas como os nédulos (LOMBARDO et al., 2012; KOLBERT
et al., 2019; LEON et al., 20; PANDE et al., 2021; KHAN et al., 2023).

Nos nédulos, o NO participa ativamente de varias etapas como no
reconhecimento, na infecgdo, na organogénese e durante a o periodo de senescéncia.
Em plantas de soja, foi detectada a presenca do NO em nodulos funcionais (MEAKIN
et al., 2007). Em plantas de soja sob estresse salino, o tratamento com NO protegeu
contra os efeitos deletérios da salinidade na biomassa e no numero de nédulos. Cam
et al. (2012) demonstraram, através de microscopia confocal em Medicago truncatula,
que o NO esta presente em nddulos maduros e que as bactérias respondem ao NO.
O NO foi detectado em maior quantidade em nddulos formados pela cepa hmp em
relacdo a cepa selvagem de S. meliloti, indicando a importancia da enzima Hmp na
modulagao dos niveis de NO em nodulos.

Entretanto, apesar dos beneficios, a aplicacdo exdgena desta
molécula requer o uso de doadores, como S-nitrosoglutationa (GSNO), que pode
apresentar relativa instabilidade e rapida degradacéo e liberagao do NO dependendo
das condigcdes ambientais. Neste sentido, a utilizagdo da nanotecnologia na
agricultura tem se mostrado como uma alternativa promissora para o tratamento de
sementes, permitindo a liberagcédo gradativa do NO, protegendo o composto contra a
degradagao e potencializando a entrega e a eficiéncia de compostos ativos (PEREIRA
etal., 2021; SEABRA et al., 2022; KUMARI et al., 2024). Nos ultimos anos, varios tipos
de nanoparticulas foram sintetizados a partir de polimeros para a entrega de varios
compostos bioativos, dentre elas as nanoparticulas de quitosana (FUKAMACHI et al.,
2019; Ll et al., 2019; SCHNOOR et al., 2018; SINGH et al., 2022).

O priming de sementes de milho com quitosana convencional sob
condi¢cdes de baixa temperatura demonstrou aumentar o indice de germinagao e os
parametros morfoldgicos das plantulas (GUAN et al., 2009). Estudos em sementes de
trigo mostraram efeito positivo da nanoquitosana na germinagdo e no crescimento
inicial em uma concentracdo 10 vezes menor em comparagdo com a quitosana
convencional (LI et al., 2019). Em sementes de soja, o tratamento com nanoparticulas
de quitosana reduziu a taxa de respiracdo, o conteudo de etileno e a peroxidagao
lipidica durante o armazenamento, além de proporcionar aumento no indice de vigor

e na taxa de germinagéao (ARIF et al., 2023). A aplicagado exodgena de doador de NO
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livre e nanoencapsulado melhorou o crescimento e manteve a atividade fotossintética
em plantas de soja sob condi¢des de estresse por metais, como o cobre (GOMES et
al., 2022).

No geral, os doadores de NO sao utilizados para aumentar os niveis
de NO enddgeno em plantas, mediando respostas fisiolégicas e morfoldgicas,
principalmente em condi¢gdes de estresse. Nesse sentido, a nanoquitosana é uma
aliada importante para essas aplicagbes, considerando a entrega atenuada desse
composto bem como protecao contra degradacédo. Methela et al. (2023) observaram
que nanoparticulas de quitosana carregadas com GSNO promoveram crescimento
positivo em plantas de soja sob estresse hidrico, tratadas por pulverizacao foliar e
solo. A concentracdo de 50 yM de NP CS-GSNO resultou em plantas com maior
comprimento em comparacao ao controle e plantas estressadas. Altas concentragdes,
(75 pM) mostraram efeitos benéficos principalmente nas raizes. Ja em plantas nao
submetidas ao estresse, o vazamento de eletrdlitos foi menor nas plantas tratadas
com 50 uM de NP CS-GSNO, indicando beneficios na integridade da parede celular.
Além disso, houve reducdo dos parametros bioquimicos (MDA), aumento nos
parametros fotossintéticos, e incremento no numero de nédulos.

O tratamento de sementes de soja com NP CS-GSNO mostrou efeito
benéfico na germinacgao e no crescimento de plantulas devido a regulagao positiva na
expressao de GA e a regulagao negativa na expressao de ABA (STEVEN et al., 2024).
Souza (2023) mostrou efeitos positivos nos parametros morfolégicos e bioquimicos
de sementes de trigo tratadas com NP CS-GSNO na concentragao 500 uM.

Nesse sentido, considerando os beneficios do encapsulamento de
doadores de NO, testar novos biopolimeros como o alginato seria importante para
comparar os efeitos considerando que as particulas apresentariam cargas opostas,
além de compreender como eles atuam em condigdes ambientalmente favoraveis.

O conhecimento acerca da interagdo entre plantas e nanoparticulas
poliméricas ainda é limitado. Os nanomateriais podem apresentar efeitos distintos em
plantas, como inibi¢do da germinagéo, modificagdes no desenvolvimento das plantas,
inducéo de estresse oxidativo, aprisionamento celular das particulas, e variagdes na
taxa de absorcao e transporte, todos relacionados as suas propriedades fisico-
guimicas, como composigao, carga superficial, tamanho e estabilidade e concentragéo
(SINGH et al., 2021; SPIELMAN-SUN et al., 2019; YUSEFI-TANHA et al., 2020;
VERMA et al.,, 2021; BAI et al., 2021). Preisler et al. (2022) relataram que
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nanoparticulas poliméricas com balango de carga superficial mais positiva
acumularam-se principalmente na superficie da semente de Brassica juncea,
enquanto as com carga mais negativa foram mais absorvidas e consequentemente se
acumularam mais interior da semente ao longo do tempo.

Portanto, o objetivo deste avaliar os efeitos do tratamento de
sementes de soja com nanoparticulas de diferentes composi¢des e cargas contendo
GSNO no processo germinativo. Além disso, buscou-se investigar se o tratamento de
sementes com as nanoparticulas favoreceria a nodulagao e o crescimento de plantas

de soja.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Preparo das Formulagdes

3.2.1.1 Nanoparticulas de quitosana (NPs CS)

As nanoparticulas de quitosana (NPs CS) foram preparadas
por gelificacao ionotrépica (SILVEIRA et al.,2019; SEABRA et al, 2017).
Resumidamente quitosana (2,6 mg mL™") e GSH (20 mM) foram misturados através
de agitacdo magnética em solugdo aquosa de acido acético (1%) durante 90 min.
Tripolifosfato de sodio (TPP) (0,6 mg mL™") aquoso foi adicionado em gotas a
suspensao quitosana/GSH, obedecendo a proporgdo volumétrica de 3 CS/GSH:1
TPP. A mistura foi agitada durante 90 minutos a temperatura ambiente, levando a
formacgao de suspenséo aquosa de NPs CS contendo GSH (sem NO) na concentragéo
de 20 mM. Para obter nanoparticulas de quitosana contendo GSNO, foi realizada a S-
nitrosilagao adicionando quantidades equimolares de nitrito de sédio (NaNO:2) a
suspensao de NPs CS-GSH. A solugao final foi homogeneizada e mantida por 60 min
protegida da luz, a 5 °C (SILVEIRA et al., 2016). Também foram utilizados tratamentos
com NPs CS contendo GSH nao S-nitrosilada, para se avaliar o efeito da formulacao

sem o NO.

3.2.1.2 Nanoparticulas de alginato (NPs Al)
As nanoparticulas de alginato (NPs Al) foram sintetizadas por

gelificagcdo ionotropica com ions de calcio (Ca?*). Uma solugédo aquosa (40 mL) de
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alginato (0,475 mg/mL) foi preparada e agitada durante 3 h. Al e GSH foram
misturados através de agitagdo magnética por 5 min. Para o preparo da solucéo de
cloreto de calcio (CaCl2 * 5H20, Synth), este foi dissolvido em 100 mL de agua
deionizada, produzindo uma solugédo de CaCl2 a 2,25 mmol/L. Em seguida, a
quantidade necessaria de GSH foi dissolvida juntamente a 6 mL da solugdo de
alginato de sédio a 0,475 mg/L. Utilizando uma bomba peristaltica da Marte (MVA-
500), 4,0 mL da solugéao de CaClz a 2,25 mmol/L foram gotejados na solugao inicial a
uma taxa de 2 gotas por minuto. Apds a adi¢do total, a mistura foi agitada por 1 h
levando a formacao de NPs Al contendo GSH, obtendo 10 mL de formulagao (sem
NO) (URZEDO et al.,, 2020). Para obter as nanoparticulas de alginato contendo
GSNO, foi realizada a S-nitrosilagdo adicionando quantidades equimolares de nitrito
de sodio (NaNO2) a suspensédo NPs Al contendo GSH. A suspensao final foi agitada
por 60 min, a 5 °C, protegida da luz, formando entdao as NPs AI-GSNO (SEABRA et
al., 2017). Também foram utilizados tratamentos com NPs Al contendo GSH nao S-

nitrosilada, para se avaliar o efeito da formulagdo sem o NO.

3.2.1.3 S-nitrosoglutationa livre (GSNO)

Para obter o doador S-nitrosoglutationa livre (GSNO), a glutationa
reduzida (GSH) foi dissolvida em acido cloridrico (1 mol/L). Para a S-nitrosilagdo, uma
quantidade equimolar de nitrito de sédio (NaNO:2) foi adicionada a solugado de GSH e
mantida em banho de gelo por 40 min e agitacdo magnética. Acetona foi adicionada
para precipitacdo da GSNO. O precipitado de GSNO foi lavado algumas vezes com
agua fria e o solido entao foi liofilizado por 24 h (PELEGRINO et al., 2021).

3.2.1.4 Caracterizacao das nanoparticulas e ensaio de liberacdo de NO

Para determinar o tamanho hidrodindmico das NPs (por intensidade),
o indice de polidispersidade (PDI) e o potencial zeta foi utilizada a técnica de
espalhamento dinamico de luz (Nano ZS Zetasizer, Malvern Inst. Ltd, Worcestershire,
Reino Unido) (OLIVEIRA et al., 2016; LOPES-OLIVEIRA et al., 2019; SILVEIRA et al.,
2019; do CARMO et al., 2021). O perfil de liberagdo de NO nanoencapsulado (ambas
as nanoformulacdes a 20 mM), foi monitorado por UV através as mudancas espectrais
em 545 nm (PEREIRA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016; PELEGRINO et al., 2017).
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As medidas de absorbancia foram realizadas a cada 30 minutos nas amostras
nanoencapsuladas, mantidas a temperatura ambiente (25 + 1 °C) por 5 horas. As
analises foram conduzidas no escuro para minimizar a exposi¢cao das formulacdes a
luz. Cada ponto da curva cinética representa a média de dois experimentos

independentes, com os dados expressos como a taxa total de NO liberado.

3.2.2 Material Vegetal e Tratamentos

3.2.2.1 Experimento in vitro

As sementes de soja (Glycine max L. Merr. cv. BRS 257) foram
obtidas da Embrapa Soja Londrina. Os tratamentos foram: a) controle (agua
destilada); b) NPs CS contendo GSNO (NP CS-GSNO); c) NPs Al contendo GSNO
(NP AI-GSNO); d) NPs CS-GSH (sem NO); e) NPs AI-GSH (sem NO); f) GSNO na
forma livre. As concentragdes das formulacdes foram 0,125 mM, 0,250 mM, 0,500
mM, 1,0 mM e 1,5 mM de GSNO ou GSH.

Para a embebicao das sementes, foram realizados testes mantendo-
as submersas em agua por 1, 5, 10 € 15 min. Com 10 e 15 min de embebicao, foram
observados danos em mais de 50% das sementes testadas, enquanto com 1 € 5 min
nao houve diferenga no percentual de germinacao (resultados ndo mostrados). Por
isso, escolheu-se o tempo de 5 min para o tratamento das sementes.

Foram utilizadas 4 repeti¢des bioldgicas, cada uma composta por 50
sementes, totalizando 200 sementes. As sementes foram colocadas em béqueres
contendo as formulagbes citadas acima em um volume de 100 mL e mantidas sob
agitacdo por 5 min. Apés embebidas, as sementes foram secas em temperatura
ambiente e protegidas da luz e em seguida foram distribuidas em papel germitest
umedecido com quantidade de agua destilada equivalente a 2,5 vezes a massa do
papel seco. Os rolos de papel foram mantidos em BOD por 8 dias a 25 °C e fotoperiodo
de 12 h (Figura 1 — STEP 1 e 2).
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STEP 1 Glycine max L. Merr.
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Fig 1. Esquema representativo do tratamento de sementes. O passo 1 refere-se as etapas de
nitrosagao das nanoparticulas com nitrito de sédio e ao tratamento de sementes por imersao. O passo
2 abrange os procedimentos realizados durante os experimentos de germinagao e crescimento inicial
de plantulas. O passo 3 envolve os procedimentos realizados durante o experimento de nodulagéo.
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3.2.2.1.1 Processo germinativo

A porcentagem de germinacdo foi realizada ao oitavo dia de
semeadura, conforme as descrigdes contidas nas Regras para Analise de Sementes
(MAPA, 2009), utilizando a equacéo (1).

Germinagao (%) = (N /TS) x 100 (1)

onde N corresponde ao numero de sementes germinadas e TS ao total de sementes
utilizadas.

A plantula foi considerada normal quando apresentou radicula
protuberante com mais de 1 mm de comprimento e desenvolvimento normal do
mesocotilo (SINGKAEW et al., 2017). O comprimento da raiz principal, 0 numero de
raizes secundarias e a massa seca da parte aérea e das raizes foram avaliados em
amostras aleatérias de 10 plantulas por repeticdo. Para a massa seca, as amostras

foram armazenadas em sacos de papel e mantidas a 70 °C em estufa por 72h.

3.2.2.1.2 Absorgéo de agua

Foram utilizadas quatro caixas plasticas do tipo Gerbox (11 x 11 cm)
contendo 50 sementes. O papel filtro foi umedecido com agua destilada na proporgao
de 2,5 vezes o peso do papel seco. Imediatamente apds o tratamento, as sementes
foram cuidadosamente secas e pesadas para obtencao da massa fresca inicial (MFi)
antes de serem transferidas para as placas de Petri. Para monitorar a absorcao de
agua, as sementes foram pesadas com 3 h, 6 h, 12 h, 24 h e 48 h. Apds a avaliagao
final, as sementes foram secas em estufa a 70 °C para obtengdo da massa seca (MS).
O conteudo de agua absorvido para cada ponto de tempo foi calculado usando a Eq.
(2) (OLIVEIRA e BOSCO, 2013; PREISLER et al., 2022).

x 100 (2).

Teor de agua (%) = (MFi_MS)

MFi

3.2.2.1.3 Andlises bioquimicas
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Para as analises bioquimicas, foi selecionada a concentracéo de 1,0
mM, para todas as formulagdes com base nos parametros avaliados anteriormente.
As amostras foram coletadas com 8 dias (100 mg), pesadas, pulverizadas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C. O conteudo de S-nitrosotiois (RSNO) nas
raizes e na parte aerea foram medidos como indicador de biodisponibilidade de
NO. As amostras foram misturadas com 1 mL de solugdo de NEM (5 mmol L-
preparado em PBS, pH 7,4), sonicados por 10 s (45 kHz) e centrifugados por 5 min a
15 645 x g. Solugbes de 0,1 mol L' de CuCl2 foram preparas e utilizadas para
estabilizar o sensor. A coleta de dados foi realizada adicionando 20 uL do extrato da
planta, utilizando um analisador de radicais livres WPI TBR4100/1025 (World
Precision Instruments Inc., Sarasota FL, EUA) equipado com sensor especifico de NO
(ISO-NOP 2 mm). Os dados foram comparados com a curva padrdao obtida para
GSNO. Os foram realizados em trés réplicas técnicas para cada amostra ( OLIVEIRA
etal., 2016 , LOPES-OLIVEIRA et al., 2019, SILVEIRA et al., 2019).

3.2.2.2 Experimento em casa de vegetacéo

Para a avaliacdo de nodulagcdo, foram testadas apenas as
nanoformulagdes (com e sem NO) na concentracao de 1,0 mM. Cada tratamento foi
composto por 10 repeticbes. As sementes foram tratadas por 5 min em béqueres
contendo 100 mL das formulagbes e seguindo as mesmas etapas citadas
anteriormente (Figura1 — STEP 1 e 3). Apds a embebigao, elas foram inoculadas uma
a uma com o inoculante comercial a base de Bradyrhizobium japonicum (7x10°
UFC/mL) seguindo as recomendacgdes técnicas do fabricante.

Foram utilizados vasos plasticos de 1 L (10,5 cm de altura x 14,5 cm
de didametro superior) contendo aproximadamente 800 g de latossolo vermelho
coletado de uma area com atividade agricola ativa. Por vaso foram semeadas trés
sementes, mantendo apds 14 dias apenas uma planta para avaliagdo final dos

experimentos.

3.2.2.2.1 Anélises morfofisiolégicas

Apods 35 dias de cultivo (estadio V4), foram avaliados os parametros

fisioloégicos e morfolégicos das plantas de soja.
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A folha mais jovem totalmente expandida de cada planta foi utilizada
para analises fisiologicas. Os parametros foram medidos em dias ensolarados entre
7h e 11h. A fotossintese liquida ( A ), a conduténcia estomatica ( g s ) transpiragéo
(mmol m? s') e a razdo entre as concentragdes internas e ambientais de
CO 2 ( Ci/C a) foram determinadas com base no analisador de gases infravermelho
portatil modelo LICOR 6400 XT (Biosciences, Lincoln NE, EUA), conectada a uma
camara de 6 cm 2 sob radiagéo fotossinteticamente ativa saturada (1500 umolm 2 s -
), com vazao de 400 mL min -' (do CARMO et al., 2021).

Como parametros morfolégicos foram analisados o comprimento da
parte aérea e da raiz (cm), com uma régua milimetrada; nimero de ndédulos; massa
fresca (g) de nddulos; massa seca (g) de parte aérea, raizes e nodulos. Para a

determinacdo da massa seca, o material vegetal foi seco em estufa a 70 °C por 72h.

3.2.3 Analises Estatisticas

Os dados foram testados quanto a normalidade (Shapiro Wilk-W) e
homogeneidade de variancias (Bartlett) e submetidos a analise de variancia (ANOVA)
de uma via em cada tratamento (Tabela S1). Para os ensaios de germinagao, quando
significativos, os dados foram ajustados considerando modelos de regressao
polinomial. Quando o ajuste n&o foi possivel, as médias foram comparado pelo teste
de Scott-Knott. Para as analises bioquimicas, quando significativo, os dados foram
comparados pelo teste de Scott-Knott. Para o experimento de absorg¢ao de agua, as
equacdes foram ajustadas para o tempo em cada tratamento por ANOVA de uma via
em cada tratamento. Um nivel de significancia de 0,05 foi considerado para todas as

analises.
3.3 RESULTADOS
3.3.1 Caracterizacao de NP e Cinética de Liberagao de NO
NPs de quitosana (NPs CS) apresentaram tamanho 112,3 nm, PDI de
0,257 e potencial zeta de 20,2 mV. NPs de alginato (NPs Al) apresentaram tamanho

de 228.4 nm, PDI de 0,3 e potencial zeta de -15,3 mV. Estas caracterizacbes

indicaram tamanho pequeno, distribuicdo de tamanho monodisperso, boa estabilidade
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coloidal e alta eficiéncia de encapsulamento, respectivamente.

A figura 2 mostra o perfil de liberagao de NO pelas nanoparticulas de
quitosana (NPs CS) e alginato (NPs Al) ao longo do tempo. Inicialmente, ambas as
nanoparticulas apresentam uma liberacdo baixa e similar nos primeiros 50 minutos. A
medida que o tempo avanga, observa-se um aumento gradual na porcentagem de
liberagao para ambas as NPs. No entanto, a liberagdo das NPs CS mostrou liberagao
mais acentuada, atingindo cerca de 14% apdés 300 minutos. Por outro lado, as NPs

Alg apresentaram menor taxa de liberagao, atingindo aproximadamente 8% no mesmo

periodo.
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Fig 2. Curvas cinéticas de liberagdo de NO a partir de nanoparticulas de quitosana e alginato
carregadas com S-nitrosoglutationa (NP CS-GSNO e NP AI-GSNO).

3.3.2 Experimento In Vitro

3.3.2.1 Processo germinativo

As informacdes suplementares, quanto as analises estatisticas estao
apresentadas na Tabela S1). A anova néao foi significativa para NP AI-GSNO. As
demais formulacbes apresentaram efeitos significativos. Para a porcentagem de

germinagao, as curvas de regressao foram ajustadas para os tratamentos NP CS-
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GSNO, NP CS-GSH e GSNO (Figura 3). NP CS-GSNO demonstrou efeitos positivos
quando comparada ao controle na concentragédo de 1,0 mM, aumentando a taxa de
germinagao para 71% contra 60% da porcentagem inicial. Efeitos similares foram
observados para as demais concentragdes. Na concentracdo de 0,125 mM e 0,250
mM, NP CS-GSH apresentaram menor germinagéo em relagéo ao controle, reduzindo
a taxa em 49 e 41% respectivamente. A concentragdo de 2,0 mM reduziu a
germinagao em relagao ao controle para as formulagbes NP CS-GSH e GSNO livre.
Para a formulacdo NP Al-GSH os dados foram comparados pelo teste de Scott-Knott
(Figura 3D), ja que nao houve ajuste da curva de regressao. Aqui as melhores
concentragdes foram 0,125, 1,0 € 2,0 mM, com um aumento de 16%, 11% e 14%
em relagdo ao controle, e diferentemente das nanoparticulas de quitosana, a menor

concentragédo n&o reduziu a taxa de germinacéo.
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Fig 3. Efeitos do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-
GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de alginato com e sem NO (NP AI-GSNO e NP AI-GSH), e GSNO
livre sobre a porcentagem de germinagao de sementes de Glycine max L. Merr. O controle foi estipulado
como a concentragéo zero (agua destilada). Os valores representam as médias (n = 4). (A-C). As curvas
de regressao foram ajustadas para as concentragdes dentro de cada formulagao (p < 0,05) sendo elas:
NP CS-GSNO, NP CS-GSH e Free GSNO respectivamente. (D) Letras diferentes acima das barras
indicam médias diferentes com base na ANOVA seguida pelo teste Scott Knott para o tratamento NP
Al-GSH (p < 0,05).

Para o comprimento de raiz (CR), as curvas de regressao foram
ajustadas para os tratamentos com NP CS-GSNO, NP CS-GSH, NP AI-GSH e GSNO
livre (Figura 4). A anova nao foi significativa para NP AI-GSNO (Tabela S1). NP CS-
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GSH foi o unico tratamento que afetou negativamente esse parametro em
comparagao com o controle. Nas concentragbes de 0,125, 0,250 e 0,500 mM, a
formulacdo NP AI-GSH reduziu o CR. Entretanto NP CS-GSNO e GSNO livre
aumentaram o CR. O maior CR para NP CS-GSNO foi com 1,0 mM enquanto para
GSNO foi com 0,500 mM.
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Fig 4. Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-
GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de alginato com e sem GSNO (NP AI-GSNO e NP Al), e Free
GSNO no comprimento de raiz de plantas de Glycine max L. Merr. O controle foi estipulado como a
concentracao zero (agua destilada). Os valores representam as médias (n = 4). As curvas de regressao
foram ajustadas para as concentragbes dentro de cada formulagéo (p < 0,05).

Ja no comprimento de parte aérea (CPA), as curvas de regressao
foram ajustadas para os tratamentos com NP CS-GSNO, NP CS-GSH e NP AI-GSH
(Figura 5). A anova nao foi significativa para NP AI-GSNO e GSNO (Tabela S1). NP
CS-GSH e NP AI-GSH afetaram negativamente esse parametro em comparagao com
o controle, sendo possivel observar respectivamente uma redugdo de
aproximadamente 54% na concentracdo de 2,0 mM e 28% para as concentragdes
intermediarias de 0,250 mM e 0,500 mM. Em contrapartida, as sementes tratadas com
NP CS-GSNO mostraram aumento gradativo no CPA, com maior crescimento na

concentracédo de 1,0 mM. GSNO mostrou um efeito positivo para a raiz, mas ndo para
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a parte aérea.
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Fig 5. Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-
GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de alginato com e sem GSNO (NP AI-GSNO e NP Al), e Free
GSNO no comprimento da parte aérea de plantas de Glycine max L. Merr. O controle foi estipulado
como a concentragéo zero (agua destilada). Os valores representam as médias (n = 4). As curvas de
regressao foram ajustadas para as concentra¢des dentro de cada formulagéo (p < 0,05).

Para o numero de raizes secundarias (NRS), as curvas de regressao
foram ajustadas para os tratamentos com NP CS-GSNO, NP AI-GSNO, NP CS e
GSNO (Figura 6). A anova nao foi significativa para NP AI-GSH (Tabela S1).
Semelhante ao CR, NP CS-GSH foi o unico tratamento que reduziu esse parametro
em comparagao com o controle. A melhor concentragéo para NP CS-GSNO foi de 2,0
mM enquanto para NP AI-GSNO foi de 0,250 mM, permanecendo com valores
similares nas demais concentracbes. De maneira geral, NP AI-GSNO foi
aproximadamente trés vezes maior nas concentragdes mais altas. GSNO demonstrou
comportamento semelhante a NP AI-GSNO, porém na maior concentragao foi possivel

visualizar uma ligeira queda, reduzindo o NRS em aproximadamente 17%.
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Fig 6. Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-
GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de alginato com e sem GSNO (NP AI-GSNO e NP Al), e Free
GSNO no numero de raizes laterais de plantas de Glycine max L. Merr. O controle foi estipulado como
a concentragdo zero (agua destilada). Os valores representam as médias (n = 4). As curvas de
regressao foram ajustadas para as concentragdes dentro de cada formulagéo (p < 0,05).

Para a massa seca de raiz (MSR), as curvas de regressdo foram
ajustadas apenas para a formulacdo NP CS-GSNO (Figura 7A). A anova nao foi
significativa para as demais formulagdes (Tabela S1). Foi possivel observar um
aumento consideravel para MSR nas maiores concentragdes. Ja para massa seca da
parte aérea (MSPA), o ajuste de regressao foi possivel para NP AI-GSNO (Figura 7B).
A anova nao foi significativa para as demais formulagbes (Tabela S1). Aqui, foi
possivel observar um aumento aproximado de 37% na concentragcao de 1,0 mM em

relacdo ao controle.
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Fig 7. Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-
GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de alginato com e sem NO (NP Al-GSNO e NP Al-GSH), e GSNO
na (A) massa seca de raiz e (B) massa seca da parte aérea de plantas de Glycine max L. Merr. O
controle foi estipulado como a concentragéo zero (agua destilada). Os valores representam as médias
(n = 4). As curvas de regressao foram ajustadas para as concentragbes dentro de cada formulagéo (p
< 0,05).

Com base nos resultados obtidos nos experimentos de germinagao e
morfologia, definimos a concentracdo de 1,0 mM como a dose ideal para os
experimentos subsequentes. Esta deciséo foi baseada na observacao de que 1,0 mM
proporcionou o0s resultados mais consistentes para os parametros avaliados,
indicando um efeito benéfico e uma resposta otimizada aos tratamentos.

O teor de agua inicial da semente era de aproximadamente 6%
(valores obtidos por um analisador de umidade e impurezas G650i). Imediatamente
apos os tratamentos (tempo 0), o teor de agua da semente passou a 18%, 17%, 16%,
22%, 18% e 19% para water (controle embebido em agua destilada), NP CS-GSNO,
NP CS-GSH, NP AI-GSNO, NP AI-GSH e GSNO livre, respectivamente (Figura 8). A
absorcdo demonstrou um aumento rapido inicial seguido por uma estabilizagdo
gradativa independentemente do tratamento. Entretanto, ao comparar as particulas
com NO, o teor de agua absorvido foi maior para NP AI-GSNO em quase todos os
intervalos avaliados (primeiras 24 h), o que pode indicar uma melhor capacidade de
absorcao apoés o tratamento ou uma maior eficiéncia na reativagao metabdlica inicial.
Contudo, o maior teor de agua (48%) foi para as sementes embebidas apenas em
agua. Ao final das 48 h, as demais formulacbes apresentaram teor de agua de

aproximadamente 44%.
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Fig 8. Teor de agua (%) em sementes de Glycine max L. Merr. em intervalos de tempo crescentes apos
o tratamento com nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-GSNO e NP CS-GSH),
nanoparticulas de alginato com e sem NO (NP AI-GSNO e NP Al-GSH), GSNO livre e com agua (water)
na concentragdo de 1,0 mM. Os valores representam as médias (n = 4). As curvas de regressao foram
ajustadas para o tempo dentro de cada tratamento (p < 0,05).

3.3.2.2 Analises bioquimicas

Na parte aérea, observou-se uma reducéao significativa no conteudo
de RSNO em plantas tratadas com NP CS-GSH e NP AI-GSH. Especificamente, NP
CS-GSH apresentou uma redugao de aproximadamente 81% em comparagao com o
controle, enquanto NP Al-GSH mostrou uma reducgéo de cerca de 50%. As plantas
tratadas com NP CS-GSNO, NP AI-GSNO e GSNO livre apresentaram niveis de
RSNO semelhantes ao controle (Fig 9 A).

Nas raizes, os niveis mais altos de RSNO foram encontrados em
plantas tratadas com NP CS-GSNO, NP AI-GSNO e NP AI-GSH. Esses tratamentos
resultaram em um aumento de RSNO cerca de 4 vezes maior em comparagao com o
controle. Plantas tratadas com NP CS-GSH apresentaram niveis de RSNO
semelhantes aos tratados com GSNO livre, porém significativamente maiores que o
controle (Fig 9 B).
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Fig 9. Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-
GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de alginato com e sem NO (NP Al-GSNO e NP AI-GSH), Free
GSNO e agua destilada (controle) no conteudo de S-nitrosotiois (RSNO) da (A) parte aérea e (B) das
raizes em plantulas de Glycine max L. Merr. coletadas apds 8 dias. Os valores representam as médias
* erro padrao (n = 4). Letras diferentes acima das barras indicam médias diferentes com base na
ANOVA seguida pelo teste Scott-Knott (p < 0,05).

3.3.3 Experimento em Casa de Vegetagéao

3.3.3.1 Analises morfofisioldgicas

A condutancia estomatica (g s) foi 2 vezes menor nos tratamentos NP
CS-GSH e GSNO livre em comparagao ao controle e as demais formulagdes (Figura
10). Resultados semelhantes foram observados para taxa de transpiragcdo e da
concentragéao interna de CO, (C i/C a). Todos esses efeitos combinados levaram a um
decréscimo acentuado na taxa de fotossintese liquida (A), sugerindo um possivel
efeito fitotoxico dos tratamentos sobre o processo fotossintético.

No entanto, os tratamentos NP CS-GSNO, NP AI-GSNO e NP AI-GSH
mantiveram taxas de fotossintese semelhantes ao controle, indicando que esses

tratamentos nao prejudicam a capacidade fotossintética das plantas.
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Fig 10. Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-
GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de alginato com e sem NO (NP AI-GSNO e NP Al-GSH), GSNO
livre e agua (controle) na fotossintese liquida (A, pmol m2 s'), conduténcia estomatica (gs, mol m2 s
1), transpiragdo (mmol m2s-1) e, relagéo entre concentragdes de CO: interna/ambiente (Ci/Ca) medidas
em plantas de Glycine max L. Merr. com 35 dias de crescimento em casa de vegetacédo (estadio V3-
V4). Os valores representam as médias = erro padrdo (n = 6). Letras diferentes na coluna indicam
médias diferentes com base na ANOVA seguida pelo teste Scott-Knott (p < 0,05).

Os valores referentes a ANOVA estao apresentados na Tabela
Suplementar 1. Na concentragcédo de 1,0 mM (Figura 11), houve efeitos significativos
dos tratamentos na massa seca de raiz e massa seca de nodulos. Os maiores valores
de massa seca de raiz foram observados para os tratamentos NP CS-GSNO, NP Al-
GSNO, NP Al sem NO e GSNO livre. Por outro lado, NP CS sem NO (nao nitrosado)
foi semelhante ao tratamento controle e significativamente menor quando comparado
aos demais tratamentos. A massa seca do nédulo foi significativamente maior para o
tratamento NP CS-GSNO, quando comparado aos demais tratamentos.

Os parametros de massa fresca (parte aérea, raiz e nédulos), numero
total de nddulos, comprimento de parte aérea e raiz e massa seca de parte aérea nao
diferiram significativamente entre os tratamentos (Fig 11 A-F).

Apesar de nao quantitativo, foi possivel observar de forma qualitativa
maior intensidade da coloracao interna dos nodulos, que expressa sua atividade, e

maior didmetro dos nédulos.
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Fig 11. Efeito do tratamento de sementes com nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-
GSNO e NP CS-GSH), nanoparticulas de alginato com e sem NO (NP Al-GSNO e NP Al-GSH), e GSNO
na (A) massa seca de raiz, (B) massa seca dos nddulos, (C) massa fresca, (D) numero total de nédulos,
(E) comprimento de parte aérea e raiz e (F) massa seca de parte aérea de plantas de Glycine max L.
Merr cultivadas em casa de vegetacéo. O controle foi estipulado como agua. Os valores representam
as médias * erro padrdo (n = 5). Letras diferentes acima das barras indicam médias diferentes com
base na ANOVA seguida pelo teste Scott-Knott (p < 0,05).

3.4 DISCUSSAO

Assim como vimos aqui, na literatura diversos estudos vém
demosntrando que nanoencapsulamento de doadores de Oxido nitrico (NO),
representa uma estratégia promissora para a aplicacdo exdgena em plantas,
especialmente considerando a baixa estabilidade KOLBERT et al., 2021). Além de

possibilitar protecdo para as moléculas, a nanoencapsulagdo proporciona uma
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distribuicdo mais uniforme e direcionada do ativo em plantas, como por exemplo o NO,
aumentando a eficacia das suas fungdes fisioldgicas e bioquimicas, como a promogéao
do crescimento, desenvolvimento e na modulagao de respostas a espécies reativas
de oxigénio (OLIVEIRA et al., 2016; SILVEIRA et al., 2019; ZHAO et al., 2020; SINGH
et al., 2022).

Contudo, as nanoparticulas podem eventualmente exercer efeitos
distintos apds a sua aplicagao, que dependem da propriedades fisico-quimicas das
particulas (tais como tamanho, concentragcédo do ativo nanoencapsulado, composigao
quimica e carga superficial), além da influéncia das espécies vegetais (ZHANG et al.,
2021; SINGH et al., 2021; ZHANG et al., 2022; PARKINSON et al., 2022; KHAN et al.,
2023).

Aqui, nés observamos que NP CS-GSNO e NP CS-GSH (sem NO)
mostraram um efeito positivo na germinacédo em concentragdes moderadas (0,500
mM e 1,0 mM), mas redugdo em concentragées mais altas (2,0 mM). NP CS-GSNO
mostrou um aumento na taxa de germinacao para 71% contra 60% da porcentagem
inicial (1,0 mM). Entretanto, ndo houve efeitos negativos para NP AI-GSH na
concentracdo mais alta, pelo contrario, a maior taxa de germinacao foi observada
nessa concentracao (Fig 3). Isto demonstra que a maior concentragdo da suspensao
nem sempre causa efeitos prejudiciais as plantas. Isso porque as nanoparticulas de
quitosana (NPs CS) possuem carga positiva, enquanto as de alginato (NPs Al)
possuem carga negativa. Esta diferenca de composicdo e carga superficial pode
influenciar a interagdo das nanoparticulas com as sementes.

As nanoparticulas de carga positiva podem aderir mais facilmente ao
tegumento das sementes, potencialmente causando uma maior precipitacédo e
dificultando sua internalizagcdo em altas concentragoes. Isso por sua vez, pode resultar
em uma entrega mais gradativa do composto nanoencapsulado ao longo do tempo,
podendo ser benéfica em concentracbes moderadas, mas em concentragcdes muito
altas, a agregacgao e precipitagcdo das nanoparticulas podem reduzir a eficiéncia do
composto (NO). Essa tendencia de liberagdo das NPs CS €& mostrada no perfil de
liberacao na figura 2. Em contraste, as nanoparticulas de carga negativa tendem a ser
menos propensas a precipitar, o que pode favorecer uma maior internalizacao pelas
células e um efeito mais imediato na germinagcédo, mesmo em concentragbes mais
elevadas (RICO et al., 2017, BAI et al., 2021; PREISLER et al., 2022; ZHANG et al.,
2023). Assim, a selegao da nanoparticula deve ser realizada pelo efeito desejado, seja
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ele melhorar a biodisponibilidade, prolongar a liberagado controlada, ou garantir a
estabilidade do composto nanoencapsulado durante o armazenamento e aplicagéo.
Essa abordagem, assegura que as propriedades da nanoparticula sejam otimizadas
para atender as necessidades especificas em cada aplicagéo.

Diversos estudos na literatura vém demonstrando que a absorgao
tende a ser favorecida por nanoparticulas com carga negativa, enquanto particulas
com carga positiva tendem a aderir mais a superficie de raiz, de folha, no tegumento
de sementes ou a ficarem mais aprisionadas, reduzindo consequentemente o
transporte para outras regides da planta (NGUYEN ET AL., 2016; BOMBO et al., 2019;
PREISLER et al., 2022; CARVALHO et al., 2023). Além disso, a exposi¢cdo as
nanoparticulas também pode aumentar a absor¢do de &agua pelas sementes,
culminando entdo no aumento da sua area de superficie e como consequéncia a
possibilidade de maior penetragdo de NPs.

O grafico de conteudo de agua apresentado aqui (Fig 8) fornece
evidéncias adicionais de que as NP AI-GSNO e NP Al-GSH (carga negativa) sdo mais
eficazes em promover a absor¢cdo de agua pelas sementes, principalmente nas
primeiras 24 horas, o que pode aumentar a area de superficie e favorecer a
penetracdo das NPs. Em contraste, as NP CS-GSNO e NP CS-GSH (carga positiva)
mostram uma absorgao de agua mais lenta e menor comparada as nanoparticulas de
alginato, possivelmente devido a maior adesao ao tegumento das sementes, limitando
sua eficacia em altas concentragdes. Ja as sementes tratadas com GSNO livre e agua
destilada apresentam um comportamento intermediario. Esses resultados corroboram
a discussado anterior sobre os efeitos das nanoparticulas na germinacdo e no
crescimento inicial das sementes de soja.

No entanto, sementes de soja sao disponibilizadas comercialmente
com um baixo teor de agua, essencial para preservar sua integridade durante o
armazenamento, transporte e manejo. Quando expostas a condigbes de umidade
elevada, como excesso de agua durante o tratamento ou periodos de chuvas intensas
apds a semeadura pode ocorrer problemas relacionados ao dano por embebicao,
podendo causar excessivo aumento de volume, levando a ruptura do tegumento ou
até mesmo apodrecimento das sementes, o que compromete significativamente
viabilidade e a capacidade de germinagdo (PARRISH e LEOPOLD et al., 1977; SATO
etal., 2019). Nesse sentido, o tratamento de sementes com NPs que auxiliam em uma

rapida absorcao podem resultar em efeitos deletérios a médio e longo prazo.
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O tratamento NP CS-GSNO, de forma geral, foi a unica formulagao
que promoveu crescimento das plantas de soja (CR, CPA, NRL), além de ser a unica
a promover maior acumulo de MSR, mantendo sempre um efeito constante para a
concentracédo de 1,0 mM. As demais formulagdes apresentaram comportamento
variavel entre as concentra¢des a depender dos parametros analisados. Ainda quanto
a arquitetura das raizes, é importante ressaltar que semelhante ao CR, NP CS-GSH
foi o unico tratamento que reduziu o NRL em comparagdo ao controle, permitindo
inferir que os efeitos benéficos das NP CS-GSNO estédo associados a molécula de NO
€ nao a outros componentes das nanoparticulas.

O o6xido nitrico (NO) desempenha um papel crucial na germinagao das
sementes, integrando multiplas vias de sinais, podendo interagir com ions de calcio
(Ca?*), glutationa (GSH), espécies reativas de oxigénio (EROs) e horménios vegetais.
Essas interacbes sao fundamentais para regular alguns dos processos fisioldgicos
durante a germinagao. Por exemplo, o NO regula a homeostase de Ca?*, fundamental
para a sinalizagéo celular e ativagdo enzimatica durante a germinagdo. Ao interagir
com GSH, o NO participa na mitigacao do estresse oxidativo, protegendo as sementes
contra danos nessa fase. Além disso, o NO regula os niveis de EROs, que funcionam
como sinalizadores em concentragdes controladas, mas que em altas indices pode
causar danos celulares (SELIGMAN, et al.,2008; FARNESE et al., 2016; KOLBERT et
al., 2019; LEON et al., 2020; ZHANG et al., 2023). A integragdo do NO com horménios
vegetais como acido abscisico (ABA) e giberelina (GA) é também crucial, uma vez
que esses horménios tém fungdes opostas na germinacao: enquanto o ABA tende a
inibir a germinacao, a GA a promove (YAN e CHEN, 2020). Assim, o NO auxilia na
modulagao desses hormdnios, criando um ambiente celular propicio para a ativagao
metabdlica e o desenvolvimento inicial das plantulas.

Steven et al. (2024) observaram que os tratamentos de sementes com
NP CS-GSNO aumentaram a taxa de germinagao de sementes de soja em 20,3%,
12,8% e 7,7% apods 3, 4 e 5 horas de exposicao, respectivamente, em comparacao
com o tratamento controle. Aqui observamos efeitos similares no aumento da
germinagao em todas as concentragdes para NP CS-GSNO. Os autores observaram
um aumento dos niveis de acido giberélico e redugao no teor de ABA. Essas
mudang¢as hormonais podem ajudar a explicar como o NO é capaz de modular o
processo germinativo, favorecendo um ambiente interno nas sementes, tornando mais

propicio para o inicio da germinagao.
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Souza (2023) mostrou os efeitos positivos do tratamento de sementes
de trigo com NP CS-GSNO 500 uM na CPA, CR, MSPA e MSR das plantulas. Sob
estresse hidrico, o tratamento de sementes com NP CS-GSNO levou a incrementos
no comprimento de plantula em relagéo ao controle além de proporcionar aumento na
taxa de germinagao e na porcentagem de pelos absorventes.

Aqui nos observamos maior numero de raizes laterais para NP CS-
GSNO, NP AI-GSNO e GSNO, refletindo o papel crucial do NO na regulagdo da
arquitetura da raiz. O NO modula a sinalizacdo dos horménios envolvidos no
crescimento e desenvolvimento da raiz, podendo promover aumento do comprimento
da raiz principal e formagdo de raizes laterais e pelos radiculares, além do
envolvimento em praticamente todas as etapas no processo de simbiose leguminosa-
rizobio (LOMBARDO e LAMATTINA, 2018; BERGER et al., 2020; PANDE et al., 2021;
ALTAMURA et al., 2023; KHATOR et al., 2024).

Nossos estudos mostraram, ainda, o conteudo de RSNO na parte
aérea e nas raizes como indicador de biodisponibilidade de NO. O estudo mostrou
que nanoparticulas contendo apenas GSH (ou seja, sem NO) encapsulado reduziram
significativamente os niveis de RSNO, enquanto tratamentos com nanoparticulas
contendo NO e GSNO livre mantiveram niveis de RSNO semelhantes ao controle na
parte aérea das plantas. Essa redugao acentuada nos niveis de RSNO indica que
essas nanoparticulas estao reduzindo a biodisponibilidade de NO, possivelmente
através da acdo da GSH encapsulado. A glutationa pode estar interagindo com NO
endégeno ou com os proprios RSNOs, reduzindo-os e, consequentemente,
diminuindo os niveis de NO disponivel. Essa diminuicdo pode ter efeitos significativos
em processos como sinalizagdo celular, e no crescimento, 0 que poderia ajudar a
explicar os efeitos negativos desse tratamento no CR e NRL. Entretanto, nas raizes
os niveis mais altos de RSNO foram encontrados em plantas tratadas com NP CS-
GSNO, NP AlI-GSNO e NP AI-GSH. Esses tratamentos resultaram em um aumento de
RSNO cerca de 4 vezes maior em comparagdo com o controle. Além disso, aqui os
tratamentos com NP CS-GSH apresentaram niveis de RSNO semelhantes aos
tratados com GSNO livre, porém significativamente maiores que o controle (Fig 9 B).
Em suma, o aumento de RSNO nas raizes indica uma maior disponibilidade de NO, o
que é crucial para a regulagdo de uma ampla gama de processos bioldgicos que
acontecem nessa estrutura.

Souza et al. (2023) mostraram em pléantulas de trigo sobre estresse
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hidrico, que o tratamento de sementes levou ao aumento no conteiudo de RSNO
Oliveira et al. (2016), no qual os tratamentos de plantas de milho submetidas a
estresse salino, mostraram que as com NPs CS contendo o doador S-nitroso-MSA
resultaram em um maior teor de RSNO nas folhas em comparagao com o doador livre.

Os resultados apresentados aqui e os trabalhos discutidos aqui
sugerem que as nanoparticulas contendo doador de NO sao eficazes promover a
germinagdo de sementes, bem como atuar de forma positiva nos parametros
biométricos de diversas espécies vegetais, além de aumentar os niveis de RSNO,
destacando seu potencial na agricultura.

Diante desses efeitos benéficos durante o processo germinativo,
nossos estudos avaliaram a eficiéncia do tratamento em casa de vegetacdo e qual o
impacto nos parametros fisioldgicos e morfolégicos das plantas e na nodulagéo das
raizes de soja. Na literatura ha relatos que nas primeiras horas da interacéo
leguminosa-rizébio, ha um aumento na produg¢ao de NO nas zonas de ramificagao das
raizes. Além disso, o NO pode ser detectado durante o inicio da formacéo de érgéos,
na fase madura e durante a senescéncia dos nddulos, indicando que o NO
desempenha um papel tanto na sinalizagdo quanto nas fung¢des metabdlicas do
processo simbidtico (BERGER et al., 2019; SIGNORELLI et al., 2020).

Em relacdo aos parametros fisiolégicos, nossos resultados mostram
que a condutancia estomatica foi 2 vezes menor nos tratamentos NP CS-GSH e
GSNO livre em comparagao ao controle e as demais formulagdes contendo NO.
Resultados semelhantes foram observados para taxa de transpiragdo e da
concentracao interna de CO,. e na taxa de fotossintese liquida. Os tratamentos NP
CS-GSNO, NP AI-GSNO e NP AI-GSH mantiveram taxas de fotossintese semelhantes
ao controle, indicando que esses tratamentos nao prejudicam a capacidade
fotossintética das plantas. Além disso, o efeito protetor do NO na fotossintese pode
estar associado a manutengao dos niveis de gs e CO2 nas folhas induzida pelo GSNO.
Estudos anteriores relataram que a aplicagdao de NO na escala de mM é importante
para manutencao estomatica (WANG et al., 2016; SILVEIRA et al., 2016; DE SOUSA
et al., 2020).

O efeito das NP CS-GSH e do GSNO livre na fotossintese aqui
observado mostram um possivel efeito negativo a longo prazo. Isso pode ocorrer em
funcdo de uma alta disponibilidade de forma rapida pensando na aplicacdo do doador

na forma livre e de um possivel efeito negativo da particula contendo apenas GSH na
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biodisponibilidade de NO.

JA& em relagcdo aos parametros biométricos, houve efeitos
significativos dos tratamentos na MSR e MSN. Os maiores valores de MSR foram
observados para os tratamentos NP CS-GSNO, NP AI-GSNO, NP Alsem NO e GSNO
livre. Por outro lado, NP CS sem NO (n&o nitrosado) nao diferiu do controle e foi
significativamente menor quando comparado as demais formulag¢des. Ja a MSN foi
significativamente maior para o tratamento NP CS-GSNO, quando comparado aos
demais tratamentos. De acordo com esse resultado, a aplicagdo das diferentes
nanoformulagdes de quitosana contendo GSNO melhorou significativamente os
parametros relacionadas ao desenvolvimento radicular de plantas de soja sob
condi¢cdes normais (METHELA et al., 2023).

Em M. truncatula, observou-se a presenca de NO em nédulos com 10
e 30 dias apds a inoculagao (BAUDOUIN et al., 2006). Durante o processo de
senescéncia dos nddulos em L. japonicus, também foi observado um aumento na
concentragdo de NO (CAM et al., 2012; FUKUDOME et al., 2018). Calvo-Begueira et
al. (2018) identificaram a formacao de NO em células infectadas de nédulos de plantas
soja e feijao e no parénquima de nddulos de soja. Methela et al. (2023) observaram
que nanoparticulas de quitosana carregadas com GSNO promoveram aumento nos
parametros fotossintéticos, e incremento no numero de noédulos em plantas
submetidas as nanoformulacées em comparacdo com as nao tratadas.

No geral, observamos que o NO desempenha um papel crucial em
todas as fases do desenvolvimento da cultura. Além disso, vimos que a
nanoencapsulacao utilizando quitosana demonstrou melhorias significativas tanto no
processo germinativo quanto na arquitetura radicular, na interagédo com bactérias e no
sistema fotossintético. No entanto, até o momento, na literatura existe uma escassez
de estudos baseadas em nanoparticulas poliméricas contendo doadores de NO em
especial com quitosana na germinagcao de sementes e nos efeitos a longo prazo,
sendo necessario estudos mais detalhados para compreender a interacdo desses
nanomateriais com as plantas.

A juncao de nanoparticulas e NO abre um caminho a ser explorado
para melhorar e otimizar a resisténcia, o crescimento e o desenvolvimento de plantas,
devido aos diversos papéis bioldgicos do NO e a amplacapacidade dessa molécula
em interagir diretamente com muitas vias metabdlicas na fisiologia vegetal. Diversos

nanomateriais (quitosana, alginato, zeina, poli-ecaprolactona) podem ser aliados ao
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NO para entregar de forma sustentada a locais-alvo nas plantas, mas para isso &
estritamente necessario conhecer as caracteristicas de cada nanomaterial e a sua

interagdo com as espécies vegetais e as formas de aplicagao.

3.5 CONCLUSAO

Através da utilizagdo de nanoparticulas de quitosana e alginato, foi
possivel observar resultados positivos tanto in vitro quanto em casa de vegetagao,
demonstrando que a nanoencapsulagao de doador de Oxido nitrico proporcionar
efeitos positivos em plantas. De forma geral, a concentragdo de 1,0 mM de NP CS-
GSNO foi identificada como a mais eficaz para promover resultados positivos nos
parametros avaliados, destacando-se pela melhoria na germinagéo, desenvolvimento
morfofisiolédgico, aumento no conteudo de RSNO e na nodulagao das plantas de soja.
Apesar das nanoparticulas de alginato carregadas com GSNO apresentar maior
absorcdo inicial de agua pelas sementes de soja em comparagdo com as
nanoparticulas de quitosana, isso ndo implica necessariamente em uma eficacia
superior, como evidenciado pela variabilidade dos resultados nos parametros
analisados. A diversidade de efeitos observados destaca a influéncia das
propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas e suas interacdes especificas com
diferentes espécies vegetais, destacando a importancia de estudos mais
aprofundados para uma melhor compreensao e otimizagdo de sua aplicacido na

agricultura.
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Statistical Analyses

Supplementary Table 1 Analysis of variance and p values.

Treatment nFuI?nubrgr F value  ANOVA No:rens?llty Hor;l?gsetnelt Adjusted regression model R?2
NP CS' . * — 2
e Fig.3A 5474  0.0003*  0.8107 0.6157  y=-1,1071x2+9,6929x + 56,2  0.69
] - . Y = -4.2593x3 + 46,669 -
NP CS-GSH Fig.3B  6.319  00014* 04437  0.2489 T8 07+ 18333 0.97
. . Y = 1,2894x3 + 12,186x2 -
Free GSNO Fig.3C 1675  00509*  0.1656  0.1722 S0 + 84667 0.79
NP AL-GSH Fig.3D 2995 0.0386* 00996  0.5808 not adjusted .
NP AL-GSNO i 1592 02127 01428  0.4277 ] ]
NP CS- . ] _
e Fig.4A 2645 00501* 05847  0.1800 y = 0,6857x + 7,3065 0.64
] - . Y = -0,004x3 + 1,1054x2 -
NP CS-GSH Fig.4B 10451 00000 02970  0.0912 S 1510x 4 18376 0.73
= 2
NP Al-GSH Fig.4C 2854  00454* 02532  0.6054 y 0’53411; 62?’5945" ¥ 0.86
. . y =-0,0473x3 + 0,2906x? +
Free GSNO Fig.4D 3400  00244* 07999  0.8920 0 2760 + 11669 0.50
NP AL-GSNO i 1970  0.1322"™ 05140  0.3924 ] ]
NP CS- . . _
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NP CS-GSH Fig.5B 8780  0.0002* 06085 05049 y=02642x2-2,405x+ 11,877 0.96
NP Al-GSH Fig.5C  2.898  00432* 00954  0.5708 y=0,2000x2 " 16961+ 0.54
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NP Al-GSH i 1768 017027 02822  0.2332 - -
Rootdry .. . y = -0,0033x2 + 0,039x +
P CS. %IV Fig.7A 3902 00142 03990 03315 o 0136 0.69
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mass
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Root dry

s ; 0.932 044327  0.3150 0.0570 - ;
NP A-GSH  —gi 2>
y ; 2611  0.0604"  0.9493 0.4485 ; ;
mass
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Free GSNO Shoot dr
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NP Al-GSH 188.698  0.0000*  0.0510 0.3765  y=-0,177x2+4,684x + 15318  0.96
Fig. 8 — 7
NP Al-GSNO J 74361  0.0000*  0.557 0.2449 y 0’16%"1 3+64’359X ¥ 0.99
= _ 2
Free GSNO 175.460  0.0000*  0.2551 0.9782 y 0’17% 022’6588" * 0.99
= _ 2
Water 265.494  0.0000*  0.4818 0.5296 y 0’143195‘2;’94’4097" * 0.98
; Fig.9A  13.024  0.0000**  0.3908 0.2153 ] -
; Fig.9B  28.315 0.0000*  0.7245 0.8696 ; ;
; Fig. 10A 4890  0.0021*  0.6669 0.1522 ; ;
; Fig.10B  7.362  0.0001**  0.0993 0.1375 ] -
; Fig. 10C 5633  0.0008*"  0.1326 0.9164 ] ;
; Fig. 10D  4.395  0.0040**  0.8581 0.7735 ] ;
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- Fig. 11 A 3.255 0.0220** 0.3227 0.5514 -
- Fig. 11 B 2.571 0.0500** 0.1414 0.5894 -
Shoot fresh
- weight 1.449 0.2428 "s 0.4501 0.5823 -
Root fresh .
- weight Fig. 11 C 0.582 0.7565 ns 0.2522 0.2524 -
Nodule
- fresh weight 1.895 0.1325 s 0.4177 0.6895 -
- Fig. 11D 1.925 0.1227 ns 0.1448 0.3726 -
) Shoot ns )
lenght Fig. 11 E 1.408 0.2566 0.6517 0.5044
- Root lenght 1.207 0.3358 0.005 0.2962 -
- Fig. 11 F 1.802 0.1503 ns 0.7252 0.2238 -

“represents that the data was significant (p<0.05); ™ represents non-significative (p>0.05); * means were compared using the Scott-Knott test (p<0.05)
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4 ARTIGO B) Interagao de doador de 6xido nitrico livre e nanoencapsulado com

as raizes de plantas de soja

RESUMO

O 6xido nitrico (NO) é uma molécula que participa de diversos processos fisiolégicos
em plantas. A sua aplicagdo exdégena em plantas exige o uso de doadores de NO,
como a S-nitrosoglutationa (GSNO), que apresentam relativa instabilidade no
ambiente. Assim, o uso de nanocarreadores surge como uma alternativa promissora
para a aplicagdo de doadores de NO na agricultura, mas ainda existe uma lacuna
relacionada aos mecanismos de interagéo entre os nanomateriais e plantas. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar o modo de acao de nanoparticulas liberadoras de NO
em resposta a aplicagdo via raiz e qual o impacto dessas nanoparticulas na
homeostase do NO. O experimento foi conduzido em hidroponia utilizando plantas de
Glycine max (L.) Merr. Os tratamentos foram: controle (agua destilada),
nanoparticulas de quitosana (NPs CS) com e sem NO e GSNO livre para cada
intervalo de tempo (30 min e 24 h). As nanoparticulas foram marcadas com rodamina
B para permitir sua detecgao nas raizes por microscopia espectral confocal. Os niveis
de NO nas raizes foram medidos simultaneamente com o uso da sonda fluorescente
DAF-2DA. O tratamento com NPs carregados com GSNO induziu os maiores niveis
de NO nas raizes particularmente no tempo de 30 min. Essa fluorescéncia foi extinta
pelo sequestrador de NO cPTIO. Foi possivel detectar a fluorescéncia apenas da
rodamina no interior das raizes tratadas com nanoparticulas em ambos os tempos,
embora tenha aumentado apds 24 h. Houve uma alta porcentagem de co-localizagao
entre a fluorescéncia de NO e de rodamina nas raizes. Com 30 min, foi possivel
observar na raiz maiores teores de H202 para NP CS-GSNO em relagdo ao demais
tratamentos. Com 24 h, os niveis de H202 foram significativamente mais baixos para
NP CS-GSH e NP CS-GSNO. O teor de S-nitrosotiois (RSNO) foi significativamente
maior para NP CS-GSNO e NP CS-GSH nas raizes apos 30 min. Com 24 horas, 0
conteudo de RSNO foi, aproximadamente 30% maior em NP CS-GSNO do que o de
plantas tratadas apenas com GSNO. Os resultados obtidos aqui indicam que as
nanoparticulas de quitosana com doadores de NO foram absorvidas pelas raizes,
resultando em uma entrega mais eficiente do NO nesse 6rgao vegetal. Esses achados
destacam o potencial da nanotecnologia na agricultura, oferecendo insights valiosos
para futuras estratégias de manejo de culturas visando a otimizagao do crescimento
e produtividade das plantas.

PALAVRA-CHAVE: Nanocarreadores; S-nitrosoglutationa; Oxido nitrico; Microscopia

Confocal; Fluorescéncia
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4 ARTICLE B) Interaction of free and nanoencapsulated nitric oxide-releasing

with the roots of soybean plants grown in hydroponics

ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is a molecule that participates in several physiological processes in
plants. Its exogenous application in plants requires the use of NO donors, such as S-
nitrosoglutathione (GSNO). However, these compounds present relative instability in
the environment. Thus, the use of nanocarriers appears as a promising alternative for
the application of NO donors in agriculture, but there is still a gap related to the
interaction mechanisms between nanomaterials and plants. The goal of this study was
to evaluate the mode of action of NO-releasing nanoparticles in response to root
application and the impact of these nanoparticles on NO homeostasis. The experiment
was conducted in hydroponics using Glycine max (L.) Merr. The treatments were:
control (distilled water), chitosan nanoparticles (CS NPs) with and without NO and free
GSNO for each time interval (30 min and 24 h). Nanoparticles were labeled with
rhodamine B to enable their detection in roots by confocal spectral microscopy. NO
levels in roots were measured simultaneously using the fluorescent probe DAF-2DA.
Treatment with GSNO-loaded NPs induced the highest NO levels in roots particularly
at 30 min. This fluorescence was quenched by the NO scavenger cPTIO. It was
possible to detect the fluorescence of only rhodamine inside the roots treated with
nanoparticles at both times, although it increased after 24 h. There was a high
percentage of co-localization between NO and rhodamine fluorescence in roots. After
30 min, it was possible to observe higher levels of H202 in the roots for NP CS-GSNO
in relation to the other treatments. At 24 h, H20:2 levels were significantly lower for NP
CS-GSH and NP CS-GSNO. The content of S-nitrosothiols (RSNO) was significantly
higher for NP CS-GSNO and NP CS-GSH in the roots after 30 min. At 24 hours, RSNO
content was approximately 30% higher in NP CS-GSNO than that of plants treated with
GSNO alone. The results obtained here indicate that chitosan nanoparticles with NO
donors were absorbed by the roots, resulting in a more efficient delivery of NO to this
plant organ. These findings highlight the potential of nanotechnology in agriculture,
offering valuable insights for future crop management strategies aimed at optimizing
plant growth and productivity.

KEYWORDS: Nanocarriers; S-nitrosoglutathione; Nitric oxide; Confocal Microscopy;

Fluorescence
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4.1 INTRODUCAO

O oxido nitrico (NO) é uma molécula gasosa sinalizadora que esta
envolvida no controle de diversos processos morfofisiolégicos e bioquimicos em
plantas (BESSON-BARD, PUGIN e WENDEHENNE, 2008; GUPTA et al., 2020). Os
estudos relacionados ao NO em plantas vém crescendo no decorrer dos anos,
principalmente quanto a sua agao protetora contra estresses abidticos e a interagao
com os hormdnios vegetais (GUPTA et al., 2020). Por apresentar efeitos benéficos
em plantas, a aplicagdo exdgena de NO é uma alternativa importante para agricultura,
ocorrendo por meio de doadores especificos, como S-nitrosoglutationa (GSNO) livre.

Entretanto, esses doadores podem apresentar certa instabilidade no
ambiente, degradando e liberando NO em altas concentragbes de forma rapida,
reduzindo assim os efeitos benéficos desta molécula. Nesse sentido, o uso da
nanotecnologia, através da nanoencapsulagcdo de doadores de NO com polimeros
biodegradaveis e biocompativeis (como quitosana e alginato) surge como uma
estratégia que visa proteger a molécula da rapida decomposigdo, melhorando suas
propriedades fisico-quimicas, aumentando a estabilidade no ambiente, possibilitando
a entrega direcionada e eficaz, prolongando o periodo de acdo do NO (SEABRA et
al., 2022).

Trabalhos com nanoparticulas de quitosana com NO mostraram
efeitos positivos sob plantas de milho submetidas a salinidade, resultando na protegao
da atividade do fotossistema Il, teor de clorofila e crescimento das plantas, além de
indicar liberagdo atenuada do NO (OLIVEIRA et al., 2016). Em cana-de-acgucar,
nanoparticulas de quitosana com GSNO foram mais eficientes em reduzir os efeitos
do estresse hidrico (SILVEIRA et al., 2019).

No entanto, ainda existe uma lacuna relacionada aos mecanismos de
interacao entre os esses nanomateriais e plantas. Isso porque o0 sucesso de uma
nanoformulagdo depende de fatores como tamanho, morfologia, quimica da
superficie, carga, concentragdo e das espécies de plantas (FORINI et al., 2022),
tornando o desenvolvimento de uma nanoformulagéao uma etapa altamente importante
para determinar sua eficacia e comportamento. Estudos sobre nanocarreadores
organicos (por exemplo, nanocarreadores poliméricos) para uso na agricultura € uma
area de pesquisa em ascensdo. Porém, seu progresso tem sido mais lento se

comparado com 0s nanocarreadores inorgéanicos, principalmente relacionadas a
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encapsulagcdo em particulas poliméricas, devido a maior complexidade das
formulacbes organicas e a dificuldade em rastrear esses dispositivos dentro da
estrutura organica dos tecidos vegetais (OLIVEIRA E RISTROPH, 2024).

Estudos recentes tém utilizado nanoparticulas marcadas com sonda
fluorescente e microscopia confocal como ferramenta para avaliar a interacdo delas
com as plantas. Utilizando a sonda fluorescente FITC, LI et al. (2019) mostraram que
a adsorcao de nanoparticulas de quitosana na superficie das sementes de trigo foi
maior do que a de quitosana convencional (LI et al., 2019).

Preisler et al. (2022) mostraram que nanoparticulas de PCL contendo
atrazina foram rapidamente absorvidas pelas raizes de plantas de mostarda cultivadas
em hidroponia e detectadas nos tecidos vasculares e nas folhas, indicando a
translocacdo das nanopartuculas para parte aérea via xilema. Trabalhos com
nanoparticulas de quitosana contendo NPK mostraram absorgéo via estbmatos em
plantas de trigo. Por microscopia eletrénica de varredura, foram observados a
absorcao foliar e o transporte através dos tecidos do floema (ABDEL-AZIZ et al.,
2016).

A aplicacdo em tomate de nanoparticulas poliméricas marcadas
mostrou que a translocacao para a folha dos nanocarreadores aniénicos foi maior do
que para os cationicos. Ja em plantas de trigo, apenas nanocarreadores anidnicos
foram transportados (ZHANG et al.,, 2023). O rastreamento das nanoparticulas
marcadas com FITC indicou que as nanoparticulas de zeina foram absorvidas e
acumuladas nas raizes de Bidens pilosa e Zea mays, mas apresentaram pouca
translocacao para a parte aérea (CARVALHO et al., 2023). Em todos esses cenarios,
o rastreamento de nanocarreadores em plantas € importante para demonstrar sua
absorcao, translocagao ou associagcao com compartimentos celulares e intracelulares.
E importante ressaltar, que até o momento, ndo existe na literatura, estudos que
avaliem de forma sistematica o ativo e a particula simultaneamente.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o modo de acédo de
nanoparticulas liberadoras de NO em resposta a aplicagao via raiz e qual o impacto
dessas nanoparticulas na homeostase do NO. Além disso, quantificaram-se os niveis
endogenos de S-nitrosotidis (que atuam como reservatorios de NO) para melhor

visualizagdo da homeostase do NO.

4.2 MATERIAL E METODOS
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4.2.1 Preparo Das Formulagdes

4.2.1.1 Nanoparticulas de quitosana (NPs CS)

As nanoparticulas de quitosana (NPs CS) foram preparadas
por gelificagao ionotrépica (SILVEIRA et al.,2019; SEABRA et al, 2017).
Resumidamente quitosana (2,6 mg mL™") e GSH (20 mM) foram misturados através
de agitacdo magnética em solugdo aquosa de acido aceético (1%) durante 90 min.
Tripolifosfato de sodio (TPP) (0,6 mg mL™") aquoso foi adicionado em gotas a
suspensao quitosana/GSH, obedecendo a proporgdo volumétrica de 3 CS/GSH:1
TPP. A mistura foi agitada durante 90 minutos a temperatura ambiente, levando a
formacgao de suspenséo aquosa de NPs CS contendo GSH (sem NO) na concentragéo
de 20 mM. Para obter nanoparticulas de quitosana contendo GSNO, foi realizada a S-
nitrosilagdo adicionando quantidades equimolares de nitrito de sédio (NaNO:2) a
suspensao de NPs CS-GSH. A solugéo final foi homogeneizada e mantida por 60 min
protegida da luz, a 5 °C (SILVEIRA et al., 2016). Também foram utilizados tratamentos
com NPs CS contendo GSH nao S-nitrosilada, para se avaliar o efeito da formulagao

sem o NO.

Para avaliar as interacbes nanoparticula-planta, as nanoparticulas
foram marcadas com a adigao ao meio organico de 0,2 mg da sonda fluorescente 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(lisina rodamina B sulfonil), substituindo
assim a CS pela CS-Rodamina (LIU, et al., 2016; PREISLER et al., 2022). As demais

etapas foram realizadas seguindo o protocolo ja detalhada anteriormente.

4.2.1.2 S-nitrosoglutationa livre (GSNO)

Para obter o doador S-nitrosoglutationa livre (GSNO), a glutationa
reduzida (GSH) foi dissolvida em acido cloridrico (1 mol/L). Para a S-nitrosilagéo, uma
quantidade equimolar de nitrito de sédio (NaNO3) foi adicionada a solugdo de GSH
(20 mM) e mantida em banho de gelo por 40 min e agitagdo magnética. Acetona foi
adicionada para precipitagdo da GSNO. O precipitado de GSNO foi lavado algumas
vezes com agua fria e o sélido entdo foi liofilizado por 24 h (PELEGRINO et al., 2021).
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4.2.2 Material Vegetal e Condigdes de Cultivo

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual de Londrina
(UEL). As plantas de soja (Glycine max L. Merr.) de uma cultivar convencional (BRS
257) foram cultivadas em casa de vegetagcao em vasos plasticos de aproximadamente
1L (10,5 cm de altura x 14,5 cm de didmetro superior) com areia autoclavada. Ao
atingirem o estadio V1/V2, elas foram transferidas para a hidroponia, utilizando vasos
de 200 mL com a solugéo nutritiva (Tabela 1) sob aeragéo constante. As plantas foram
mantidas com solugao nutritiva por uma semana (7 dias) e posteriormente transferidas
para recipientes contendo apenas agua destilada (para evitar a precipitacdo das
nanoparticulas). Antes da transferéncia, as raizes foram lavadas em agua corrente
por aproximadamente 1 min. Os tratamentos foram: a) controle (agua destilada); b)
NP CS contendo GSNO; c) NP CS-GSH sem NO; d) GSNO livre. Foi utilizada a
concentracao de 100 uM de GSH/GSNO. Os intervalos para as analises fisiologicas e

bioquimicas foram de 30 min e 24 h apds a aplicacao.

Tabela 1: Concentracéo final de sais na solugao nutritiva.

Sal Concentragao
KH2PO4 1 mM
Ca(NOs3)2.4H20 4 mM
K2SO4 2mM
NH4NO3 4 mM
MgS04.7H20 2mM
H3sBOs3 92,5 uM
MnCl2.4H20 18 uM
ZnCl2 1,5 uM
Na2Mo04.2H20 0,56 uM
CuCl2.2H20 0,66 uM
FeSOa4 100 pM

Fonte: o proprio autor.

Foram realizados dois experimentos distintos para averiguar o efeito
das nanoparticulas doadoras de NO na biodisponibilidade do NO em raiz ao longo do
tempo. O primeiro consiste na aplicagcao apenas na zona de maturagao radicular, no
qual foi medido de forma quantitativa a intensidade de fluorescéncia da amostra. Um
segundo experimento foi realizado, agora, para investigar com mais detalhe a

interacdo da particula com a planta, a fim de identificar simultaneamente se tanto o
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composto nanoencapsulado quanto a NP estdo localizadas na mesma regido do
tecido vegetal. Para cada tratamento, foram realizadas 5 repeticdes, sendo cada

planta uma unidade experimental.

4.2.3 Analises de Microscopia Confocal

Os niveis de NO nas raizes foram detectados com o uso da sonda
fluorescente 4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF-2DA), permitindo quantificar em
intensidade de fluorescéncia e porcentagem de co-localizagdo com as nanoparticulas
marcadas com rodamina.

O processamento das amostras foi realizado conforme descrito por Moro et al.
(2017), com alteracdes (Fig. 1). As raizes foram coletadas e imediatamente incubadas
em tampéao fosfato de soédio (10 mM; pH 7.2) contendo DAF-2DA (10 uM) por 30
minutos e protegida da luz. No controle negativo, foi utilizado o sequestrador de NO
2-4-carboxyphenil-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (cPTIO, 10 pM).
Apos o intervalo de incubacgao, as amostras foram lavadas durante 5 mi na solugao
tampao fosfato de sédio. As laminas foram montadas imediatamente apos a lavagem
e analisadas em sequéncia por um microscopio confocal espectral (Leica TCS SP8
Leica, Wetzla, Alemanha) com excitagdo a 488 nm e emissao de 457 a 558 nm para
o0 NO e com excitagédo a 552 nm e emissao de 572 a 607 nm (faixa de cores de amarelo
a laranja) para rodamina B. As imagens foram processadas usando o software Leica
LAS X LS (versdao 3.5.7.23225, Leica Microsystems - Danaher Corporation,
Washington, DC, USA).

A co-localizagdo é baseada em mapas de correlagdo de imagens
locais corrigindo o contraste e as variagdes locais na intensidade de fundo de cada
canal de fluorescéncia. Para determinar essa porcentagem, foi realizada uma solugao
de GSNO, na mesma concentracao utilizada e quantificado em placa e lamina através

do microscopio confocal.
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Fig 1. Esquema representativo do experimento de microscopia confocal. O passo 1 refere-se as etapas
de coleta, incubagdo e lavagem das amostras a serem analisadas. O passo 2 abrange os
procedimentos realizados durante a montagem das laminas. O passo 3 envolve a visualizagdo e
quantificacdo das amostras no microscopio confocal.

4.2.4 Analises Bioquimicas

Amostras da porgao apical das raizes foram coletadas para cada
intervalo de tempo. As amostras foram pulverizadas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80 °C.

Peréxido de hidrogénio (H202) e peroxidagdo lipidica foram
analisados como indicadores de estresse oxidativo. Para o processamento, 100 mg
foram homogeneizados em metanol + TCA (0,2 %) e centrifugados a 13.700 x g (4
°C, 5 min). O sobrenadante foi usado para medir o teor de H202 pela reagdo com Ki
em tampéo fosfato enquanto o teor de malondialdeido (MDA, produto da peroxidagéo
lipidica) foi medido através da analise de substéncias reativas ao acido tiobarbiturico,
conforme descrito em do CARMO et al. (2021) com adaptagdes.

O conteudo de S-nitrosotiois (RSNO) nas raizes foi medido como
indicador de biodisponibilidade de NO. Para isso, 100 mg de amostra foram
misturados com 1 mL de solugdo de NEM (5 mmol L' preparado em PBS, pH 7,4),
sonicados por 10 s (45 kHz) e centrifugados por 5 min a 15 645 x g. Foi preparada
uma solugéo 0,1 mol L' de CuCl2 da qual 15 mL foram utilizados para estabilizar o
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sensor. A coleta de dados foi realizada adicionando 20 uL do extrato, utilizando um
analisador de radicais livres WPl TBR4100/1025 (World Precision Instruments Inc.,
Sarasota FL, EUA) equipado com sensor especifico de NO (ISO-NOP 2 mm). Os
dados foram comparados com a curva padrao obtida para GSNO. Os ensaios de NO
foram realizados em trés réplicas técnicas para cada amostra ( OLIVEIRA et al.,
2016 , LOPES-OLIVEIRA et al., 2019 , SILVEIRA et al., 2019).

4.2.5 Analise Estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado e os dados foram
testados quanto a normalidade (Shapiro Wilk-W) e homogeneidade de variancia
(Bartlett) e submetidos a anadlise de variancia (ANOVA) de uma via (Tabela S2).
Quando significativos as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott 5% de

probabilidade.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Microscopia Confocal

Através das imagens obtidas em microscopia confocal, foi possivel
verificar as regides de absorgdo das nanoparticulas pelas raizes (Figuras 2-3), bem
como quantificar o NO in situ pela intensidade de fluorescéncia (IF) em unidades
arbitrarias de fluorescéncia para cada regiao em fungao do intervalo de exposi¢cao
(Figura 4).

Na Figura 2 é possivel observar para NP CS-GSNO e GSNO um alto
sinal de fluorescéncia principalmente na superficie da raiz, através dos tecidos da
estrutura primaria da epiderme e cortex de raizes de soja. Ja com 24 h (Fig. 3), na
mesma zona de maturacdo, os sinais de fluorescéncia tendem a estar mais
internalizados e distribuidos através do cértex e cilindro vascular (Fig. 2-3) e serem
mais detectaveis para NP CS-GSNO. As diferencas observadas entre as formulacdes
nos diversos intervalos de exposicao sugerem que ambas sao eficazes em fornecer
NO para a planta de forma inicial. Contudo, ha uma distingéo significativa na
estabilidade e na liberacdo continua do NO. O GSNO livre apresenta uma rapida

degradagao, resultando em uma liberagdo imediata, porém de curta duragdo. Em
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contraste, as NP CS-GSNO mostram uma liberagdo mais gradativa e sustentada de
NO ao longo do tempo, devido a sua maior estabilidade no sistema. Pelegrino et al.
(2017) observaram esse efeito na cinética de liberagdo de GSNO livre em comparagéo
com o nanoencapsulado. Essa liberagdo controlada e prolongada de NO pelas
nanoparticulas pode oferecer vantagens em aplicagbes agricolas, garantindo um
fornecimento continuo e eficiente de NO as plantas além de protecao da molécula
encapsulada.

Carvalho et al. (2023) alcangaram resultados semelhantes ao
utilizarem nanoparticulas de zeina marcadas com a sonda fluorescente FITC e
exporem as raizes a essas nanoparticulas por diversos intervalos de tempo. Li et al.
(2019) demonstraram que, a adsor¢ao de nanoparticulas de quitosana na superficie
das sementes de trigo foi superior a de quitosana em sua forma n&o-nano.
Possivelmente, essas NPs foram transportadas lateralmente pelo cortex das células
parenquimaticas (simplasto) ou entre os espacgos intercelulares (apoplasto). E
possivel ainda que a absor¢ao ocorra em contato direto com as células da superficie
da epiderme da raiz (PREISLER et al., 2022).

Apesar da baixa fluorescéncia detectada na regido dos pelos
radiculares, esta regiao € importante para aumentar o contato com a nanoformulagao
e pode ser uma via de absorcdo. Entretanto, devido a liberacdo de compostos
quimicos, como muco ou acidos organicos, através dos pelos radiculares, a superficie
da raiz adquire cargas negativas. Isso aumenta a probabilidade de que nanoparticulas
com cargas positivas, como a quitosana, se acumulem e fiqguem absorvidas pela
superficie da raiz (WANG et al., 2023). Parkinson et al. (2022) demonstraram que
nanoparticulas com balango de cargas positivas na superficie ficaram aderidas as
raizes enquanto as com carga negativa foram absorvidas e transportadas via xilema.
Estudos semelhantes em sistema hidropbnico verificaram a presengca de
nanoparticulas de zeina marcadas com fluorescéncia aderidas pelas raizes das
plantas de soja (RISTROPH et al., 2017).

Tanto a carga da particula quanto o tamanho sao vistos como uma
das principais restricdes a internalizagcao em tecidos vegetais. Aqui, as dimensdes das
NPs CS (com e sem NO) foram além das discutidas por alguns autores, que
determinam um limite de exclusdo na faixa de 50 nm para a internalizacao e
translocacdo de nanoparticulas dentro das células vegetais. No entanto, diversos

estudos ja demonstraram que nanoparticulas a base de polimeros como PCL e zeina,
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com dimensdes de 100-300 nm foram absorvidas e transportadas a outras regides da
planta (BOMBO et al., 2019; PREISLER et al., 2022; CARVALHO et al., 2023). Além
disso, alguns trabalhos demonstraram em protoplastos vegetais, o efeito da parede
celular, e a internalizagédo de particulas com tamanhos inferiores a 1 ym por meio de
endocitose, assim, as nanoparticulas absorvidas por essa via nao possuem
seletividade de tamanho de particula (MA e YAN, 2018).

Controle || NPCS-GSNO || NPCS-GSH || GSNO

|| DAF2-DA

cPTIO

Fig 2. Imagens representativas ilustrando a localizagdo confocal microscopica de NO em 20x da zona
de maturagéao radicular de plantas de soja (Glycine max L. Merr.) 30 min apds o tratamento com agua
destilada (CONTROLE), GSNO livre e nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-GSH e NP
CS-GSNO). Para cada tratamento, foi realizada a incubagcdo com cPTIO (10 uM) como controle
negativo. Cilindro vascular (vc), regido do cortex (c), epiderme (ep) e pelos absorventes (rh). Barras =
100 pm.
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Fig 3. Imagens representativas ilustrando a localizagdo confocal microscopica de NO em 20x da zona
de maturagéo radicular de plantas de soja (Glycine max L. Merr.) 24 h apds o tratamento com agua
destilada (CONTROLE), GSNO livre e nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-GSH e NP
CS-GSNO). Para cada tratamento, foi realizada a incubagdo com cPTIO (10 yM) como controle
negativo. Regido do coértex (c), epiderme (ep) e pelos absorventes (rh). Barras = 100 ym.

Nossos resultados mostraram ainda, de forma quantitativa, que
mesmo apds um curto periodo de 30 min, foi detectado um aumento significativo dos
niveis de NO para as NP CS-GSNO (DAF-2DA) e GSNO (DAF-2DA) em relagéo ao
controle negativo (Figura 4A) na regido proxima a zona de maturagao radicular. A
baixa IF detectada nas raizes incubadas com cPTIO confirma a especificidade da
sonda DAF-2DA para o NO neste protocolo (Fig. 2 e 3 C-D, G-H). Posteriormente,
com 24 h, ndo foi detectada diferenga significativa nos niveis de NO entre os
tratamentos. Entretanto € visivel quantitativamente a redugdo acentuada na IF se
comparada com a exposi¢ao de menor tempo. Os resultados sugerem ainda que NP
CS-GSH nao aumentou significativamente os niveis de NO nas células. Além disso,
ambas as imagens mostram o controle basal com baixa IF. Isso é fundamental para
garantir que qualquer aumento na fluorescéncia observado em nossas amostras
expostas as nanoformulacdes é especifico aos tratamentos e nao devido a fatores de
fundo ou artefatos nao identificados, garantindo a precisédo e confiabilidade das

analises.
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Fig 4. Intensidade de fluorescéncia medida como arbitrary fluorescence units (A.F.U.) por microscopia
confocal com ampliagéo de 20 x na zona de maturacgéo radicular de plantas de soja (Glycine max L.
Merr.) (A) 30 min e (B) 24 h ap6s o tratamento com agua destilada (CONTROLE) GSNO livre e
nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO). Para cada tratamento, foi
realizada a incubagédo com cPTIO (10 uM) como controle negativo. Os dados representam média + erro
padrdo (n = 5). Letras diferentes acima das barras indicam médias diferentes com base na ANOVA
seguida pelo teste Scott-Knott (p < 0,05).

Aqui nés avaliamos duas regides da raiz, a zona de maturagao e a
zona de ramificagao radicular. A porcentagem de co-localizagédo em fungédo da sonda
utilizada para detectar o NO (DAF-2DA) e a sonda utilizada para marcar a
nanoparticula (rodamina B) foi avaliada de forma qualitativa (Figuras 5, 6 ,7 e 8). Com
30 min, foi possivel detectar 46% de co-localizacdo na zona de maturacgao radicular
(Figura 5 | - F) e mais de 60% na zona de ramificagao radicular (Figura 6 | - F) para o
tratamento NP CS-GSNO. Essa co-localizagao também for percebida para a GSNO

na zona de maturagao radicular (34%) (Figura 5 | L) e mais de 25% na zona de
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ramificacao radicular (Figura 6 | L). Isto porque, o GSNO emite uma certa porcentagem
de fluorescéncia na mesma faixa de comprimento da rodamina (testado previamente
por placa e lamina). Com 24 h, a porcentagem de co-localizagdo foi reduzida para
7% na zona de maturagao (Figura 7 | - F) e 13% na zona de ramificagao (Figura 8 | -
F, I, L) para NP CS-GSNO. Novamente, a baixa IF detectada nas raizes incubadas
com cPTIO confirmaram a especificidade da sonda DAF-2DA para o NO neste
protocolo.

Uma vez liberado, o NO pode difundir-se rapidamente através das
membranas celulares devido a sua pequena dimensao e apolaridade. Isso permite
que a molécula atue em varios processos fisioldgicos e bioquimicos na planta (KHAN
et al., 2023). Por isso, a alta porcentagem de co-localizagdo é identificada com 30
min na regido de maturagao, local de maior absorgdo das nanoparticulas. Alguns
pesquisadores defendem que as nanoparticulas podem alcangar mais facilmente os
vasos condutores através da via apoplastica, devido a penetragdo na regiao do apice
radicular (zona de maturagéo proxima a ponta da raiz) onde a endoderme ainda nao
esta completamente diferenciada (LV et al., 2015; SCHYMURA et al., 2017).

Nesse curto intervalo de tempo, uma porcentagem consideravel de
nanoparticulas ja foi absorvida e o NO esta sendo liberado gradativamente e
difundido. No entanto, em periodos mais longos, observa-se um aumento da IF na
nanoparticula marcada, principalmente na zona de ramificacdo, indicando que a
particula esta sendo translocada. A redugao na porcentagem de co-localizagéo sugere
que boa parte do NO ja tenha sido liberada nas primeiras horas, embora algumas
moléculas ainda permanec¢cam encapsuladas e sejam liberadas conforme a particula
€ translocada.

A capacidade das NPs CS de liberar NO de forma sustentada e
controlada pode ter um impacto significativo na homeostase do NO nas plantas,
ajudando a manter niveis adequados e estaveis de NO no ambiente celular
(KOLBERT et al., 2021; SINGH et al.,, 2021). Além disso, a capacidade de os
nanocarreadores de aderir a superficie da raiz e serem absorvidos e internalizados
pode facilitar uma liberacao localizada de NO, direcionando-a para os tecidos onde é
mais necessario. Isso pode otimizar a eficacia da sinalizacdo do NO em processos
especificos, ajudando a regular a resposta a estresses ambientais e a promover o
crescimento e desenvolvimento das plantas.

Assim como nas figuras 2 e 3, aqui também se observou em ambas
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as zonas radiculares que, com 30 min, um alto sinal de fluorescéncia apareceu
principalmente na superficie da raiz, através dos tecidos da estrutura primaria da
epiderme e cértex de raizes de soja. Enquanto que com 24 h apesar de menos
intenso, foi possivel identificar absorgao e internalizagdo em camadas mais internas e
nao apenas na superficie da lamina foliar. A marcacgao fluorescente observada nos
pélos indicam que também pode haver uma via de absorg¢ao para NP CS-GSNO, como
tem sido relatado anteriormente para a absor¢ao de poli (e-caprolactona) (PREISLER
et al., 2022).

Alguns autores investigaram a absorgdo de nanoparticulas
poliméricas com diferentes tamanhos (20—100 nm) pelas raizes de Arabidopsis
thaliana. Eles observaram que as nanoparticulas com carga positiva se acumularam
ao redor das superficies das raizes, mas ndo foram absorvidas pelas raizes ou mesmo
pelos protoplastos. Em estudo com plantas de milho foi possivel visualizar NPs de
ZnO aderidas a parede celular da epiderme e cértex radicular, indicando translocacao
via apoplasto. No entanto, a presenga de NPs nos vasos do xilema sugeriu que os

NPs cruzaram a membrana celular da endoderme (ZHAO et al., 2012).
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exposicao a agua destilada (CONTROLE), nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-GSH
e NP CS-GSNO) e GSNO. I) Sonda fluorescente de NO (DAF-2DA), II) Sequestrador de NO (cPTIO).
Regiao do cortex (c), epiderme (ep), cilindro vascular (vc). Barras = 100 ym.
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apos 30 minutos de exposicao a agua destilada (CONTROLE), nanoparticulas de quitosana com e sem
NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO e GSNO. I) Sonda fluorescente de NO (DAF-2DA), Il) Sequestrador

de NO (cPTIO). Regido do cortex (c), epiderme (ep), cilindro vascular (vc), elementos de vaso (ve).
Barras = 100 ym.
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117

exposicao a agua destilada (CONTROLE). nanoparticulas de quitosana com e sem NO (NP CS-GSH
e NP CS-GSNO) e GSNO. I) Sonda fluorescente de NO (DAF-2DA), II) Sequestrador de NO (cPTIO).
Cilindro vascular (vc). Barras = 100 ym.
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em 20x da zona de ramificagao radicular (zona perto do colo) de plantas de soja (Glycine max L. Merr.)
apos 24 horas de exposigdo a agua destilada (CONTROLE), nanoparticulas de quitosana com e sem
NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO) e GSNO. I) Sonda fluorescente de NO (DAF-2DA), 1l) Sequestrador
de NO (cPTIO). Regido do coértex (c), epiderme (ep), cilindro vascular (vc), elementos de vaso (ve).
Barras = 100 ym.

Entretanto, o movimento interno dos nanocarreadores nas plantas
depende da permeabilidade vascular dessas particulas e, possivelmente, das taxas
de transpiracdo e acompanhando do fluxo de agua (SCHWABE et al., 2015; PEREZ-
DE-LUQUE, 2017; WU et al., 2022). Além disso, carga positiva das NP CS-GSNO
pode influencia-los a concentrar-se nas raizes, devido as interagdes maximizadas com
as células da epiderme, o que justifica o acumulo como uma fungao do tempo apenas
nesta regiao.

No geral, esses resultados reforcam a capacidade das nanoparticulas
de quitosana de aderir mais fortemente a superficie da raiz, enquanto também
demonstram sua capacidade de serem absorvidas e internalizadas, liberando NO de
forma gradual e continua, o que é crucial para aplicagdes agricolas eficazes. No
entanto, sdo necessarios estudos futuros para investigar o potencial de outros

polimeros e diferentes regides da planta ao longo do tempo.

4.3.2 Analises Bioquimicas

NP CS-GSNO e NP CS-GSH aumentaram o teor de RSNO nas raizes
apo6s 30 min (Figura 9). Com 24 h, o teor de RSNO nas raizes foi maior para as NP
CS-GSH com NO. Na raiz, com 24 h, o conteudo de RSNO foi, aproximadamente 30%
maior em NP CS-GSNO do que o de plantas tratadas apenas com GSNO. Os
resultados possibilitam inferir que o tratamento com NP CS GSNO permitiu manter um
aumento persistente do conteudo endégeno de RSNO na raiz, considerando que
independentemente do intervalo avaliado manteve um maior teor de RSNO.

do Carmo et al (2021) mostraram que o S-nitroso-MSA
nanoencapsulado levou a protecédo eficaz de mudas de H. popayanensis contra o
estresse hidrico em comparagcao com o doador de NO livre. Além disso, foi possivel
observar um aumentou no conteudo de RSNO na raiz em comparagao com o das
plantas em défcti tratadas com doador livre ou NPs carregadas com MSA sem NO.

Em plantas de milho (Zea mays) expostas a salinidade, a aplicagéao

de nanoparticulas as raizes protegeu contra os efeitos deletérios do estresse,
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aumentando os niveis de S-nitrosotidis da folha (OLIVEIRA et al. 2016). Em cana-de-
agucar (Saccharum officinarum), os efeitos do estresse hidrico foram atenuados pela
aplicagao foliar das nanoparticulas doadoras de NO, resultando no aumento da taxa
fotossintética e da biomassa das raizes (SILVEIRA et al., 2019). Aqui, similar ao
relatado pelos autores, nos observamos aumento no conteudo de RSNO nas raizes
de soja apenas para as nanoparticulas contendo NO.

NP CS-GSNO, resultaram em aumentos significativos nos parametros
morfolégicos em plantas de soja. Os autores mostraram ainda uma redug¢ao nos niveis
de MDA e H202 apés o tratamento com 50 uM sob condigdes de estresse hidrico,
atenuando os efeitos do estresse (METHELA et al., 2024).

Os niveis persistentes de RSNO sugere que o tratamento com NP CS-
GSNO pode proporcionar uma liberacdo continua de NO, contribuindo para a
regulacédo de processos fisioldgicos importantes na planta. Esses resultados podem
indicar o potencial dessas nanoparticulas como uma estratégia eficaz para aumentar
os niveis de RSNO e modular a sinalizacdo do NO nas plantas. O aumento da
bioatividade esta provavelmente associado a liberagcdo sustentada desse NO e a
protecdo contra a degradacdo fornecida pelos nanocarreadores. E importante
ressaltar que, embora o NO ndo tenha apresentado significAncia nos estudos
utilizando microscopia confocal apds 24 h, (dados quantitativos) os niveis de RSNO
mostraram-se significantes. Este resultado era esperado, uma vez que os RSNOs
funcionam como importantes reservatorios de NO nas plantas, desempenhando
papéis cruciais em diversas vias metabdlicas e processos fisioldgicos. Assim,
enquanto o NO livre pode nao ter sido detectavel pelo método de fluorescéncia
utilizado, a presenga de RSNOs sugere uma reserva eficaz em intervalos de

exposicao maiores desse importante sinalizador biolégico nas células vegetais.
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Fig 9. Conteudo de S-nitrosotiois (RSNO) em raizes de Glycine max L. Merr coletadas com 30 mi e 24
h apos exposigao das formulagdes: Controle (agua destilada), nanoparticulas de quitosana com e sem
NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO) e GSNO livre. Os valores representam as médias + erro padrao (n
= 5). Letras diferentes na coluna indicam médias diferentes com base na ANOVA seguida pelo teste
Scott-Knott (p < 0,05).

Com 30 min, os teores de H202na raiz nao diferiram
significativamente entre os tratamentos, com excecdo de NP CS-GSNO, que
demostrou niveis mais altos quando comparado as demais formulagdes (Figura 10).
Na raiz, com 24 h, os niveis de H202 ndo diferiram significativamente entre os
tratamentos controle e GSNO livre. Valores significativamente mais baixos foram
observados para as NP CS-GSH com/sem NO. O conteudo de MDA (Figura 10 B) na
raiz ndo foi significativo na analise de variancia em nenhum dos intervalos avaliados,
sugerindo que os tratamentos ndo induziram estresse oxidativo na raiz, ou seja, que
auséncia de danos oxidativos aos lipidios celulares.

De forma geral, os resultados mostraram que o NP CS-GSNO levou
a um aumento nos niveis de peroxido de hidrogénio (H202) imediatamente apds a
exposicdo, em comparagdo com o doador de NO livre. Isso sugere que as
nanoparticulas de quitosana, quando carregadas com GSNO, podem ter um efeito
mais pronunciado (nas primeiras horas) na ativagdo dos mecanismos de sinalizagao
celular das plantas em comparagao com a forma livre de GSNO. Este aumento
transitorio de H202 pode indicar uma resposta inicial a formulacdo em especifico,
sugerindo um papel sinalizador em processos celulares, e nao necessariamente como

estresse oxidativo prolongado. O fato de n&o ter sido observado um aumento
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significativo nos niveis de malondialdeido (MDA), um biomarcador comumente usado
para avaliar o estresse oxidativo devido a peroxidacédo lipidica, sugere que o0s
tratamentos n&o causaram danos oxidativos extensivos aos lipidios celulares.
Alguns autores vém demonstrando efeitos positivos quanto aos
parametros de estresse oxidativo na soja apds a exposigdo as nanoparticulas.
Methela et al. (2024) mostraram a redugao nos teores de H202 e MDA apds tratamento
com 50 yM NP CS-GSNO sob condi¢cées de estresse hidrico. Ja, do Carmo et al.
(2021) mostraram que tanto as nanoformulacdes quando os doadores nao
encapsulados diminuiram o estresse oxidativo nas raizes de H. popayanensis. Em
suma, esses dados sugerem que as NP CS-GSNO sao eficazes na entrega controlada
de NO, podendo contribuir para a modulagéo dos processos fisiologicos das plantas

sem comprometer sua integridade celular.
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Fig 10. (A) Teores de H20:2 e (B) conteudo de malondialdeido em raizes de Glycine max L. Merr
coletadas com 30 min e 24 h apés exposigao das formulagdes: Control (agua destilada), nanoparticulas
de quitosana com e sem NO (NP CS-GSH e NP CS-GSNO) e GSNO livre. Os valores representam as
médias * erro padrao (n = 5). Letras diferentes acima das barras indicam médias diferentes com base
na ANOVA seguida pelo teste Scott-Knott (p < 0,05).

Em um contexto geral, estes resultados reforcam o efeito positivo da
nanoencapsulacao na bioatividade do NO. Além disso, os dados nos permitem inferir
que essas nanoparticulas podem liberar 6xido nitrico de forma gradual e sustentada,
proporcionando um estimulo para a ativagao dos mecanismos sinalizadores da planta.
Além disso, as NP CS-GSNO e as NP CS-GSH com NO aumentaram os niveis de

RSNO nas raizes apds 30 minutos e mantiveram niveis elevados apés 24 horas,
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indicando um aumento persistente do conteudo endégeno de RSNO. Esses achados
destacam o potencial das nanoparticulas de quitosana como veiculos eficazes para a
entrega de NO.

Que estudos podem ser feitos em sequéncia para avangar o

conhecimento na area?

4.4 CONCLUSAO

A integracao de multiplas analises foi uma combinacao viavel para
localizar NP CS-GSNO em plantas, ajudando a compreender as vias de absorgéo e
transporte das nanoparticulas bem como a nanoencapsulacdo afeta a
biodisponibilidade do NO nas raizes de plantas de soja. As nanoparticulas de
quitosana com NO foram mais absorvidas pelas raizes, inicialmente, nas camadas
mais superficiais, mas resultando em niveis mais elevados de NO e de RSNOs nessas
estruturas vegetais. Esses achados destacam o potencial das nanotecnologias na
agricultura, oferecendo insights valiosos para futuras estratégias de manejo de
culturas agricolas. Visando a otimizagao do crescimento e produtividade das plantas
0 uso de nanoparticulas contendo doador de NO mostrou-se um sistema eficiente em
termos de absorcéao, transporte e biodisponibilidade da molécula. Mas, enfatizamos a
necessidade de uma abordagem técnica, analitica e pratica para o desenvolvimento
de nanossistemas mais eficientes, considerando fatores como propriedades fisico-

quimica dos nanocarreadores, espécies-alvo e vias de absorgéo.
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Statistical Analyses

Supplementary Table 2 Analysis of variance and p values.
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Time after Figure Normality Homogeneity
exposure  number | value  ANOVA test test
30 minutes Fig. 2 A 3.500 0.0105* 0.0952 0.1154
24 hours Fig. 2B 2.373 0.0509* 0.1402 0.2482
30 minutes _ 6.587 0.0009* 0.4313 0.2566

Fig. 9
24 hours 7.616 0.0002* 0.5290 0.7342
30 minutes , 12.160  0.0000* 0.8160 0.7145
Fig. 10 A
24 hours 6,350 0.0048* 0.2666 0.0629
30 minutes 0.9623  0.4345"™ 0.1040 0.3166
Fig. 10 B
24 hours  F9 04583 07152 01566 0.4444

ns represents non-significative (p>0.05); * means were compared using the Scott-Knott test (p<0.05)
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5 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste estudo, exploramos o potencial das nanoparticulas doadoras
de NO como uma estratégia inovadora para otimizar o desempenho de cultivos
comerciais, como a soja. Aqui, foi possivel observar melhorias significativas na
germinagao, crescimento inicial, arquitetura radicular, nodulagédo e nos parametros
bioquimicos, como o conteudo de RSNO. Foi possivel ainda identificar a influéncia da
carga e da composi¢cao da nanoparticula durante todos esses processos. Além disso,
investigamos mais detalhadamente através de imagens obtidas por microscopia
confocal as vias absorgao, distribui¢cdo, transporte e homeostase do NO. As imagens
demonstraram que a absorg¢do pela raiz em sistema hidropénico ocorre logo nos
primeiros 30 minutos apds exposicao. Se considerarmos o fato de que a absorgao da
nanoparticula € maior que a da molécula ndo nanoencapsulada (GSNO livre), isso
poderia reduzir a perda por rapida degradagdo ou a por¢ao adsorvida, tornando as
NPs mais disponivel para a planta. Estes resultados destacam o potencial das
nanoparticulas de NO n&o apenas como uma ferramenta importante para a
agricultura, mas também como um campo de pesquisa em expansao que requer
investigacbes mais aprofundadas tais como:

i. investigar os niveis de NO em outras regides da planta, como por
exemplo a parte aérea;
il avaliar a influéncia das espécies na interagdo nanoparticula-
planta considerando um ambiente sem estresse;
iii. avaliar a interagao nanoparticula-planta em condig¢ao de estresse
ambiental visando compreender como as nanoparticulas doadoras de NO ajudam a
mitigar os efeitos negativos em plantas sob estresse;

iv. investigar o comportamento em diferentes formas de aplicagao.



