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SOUSA, B. L. Efeito do priming com doadores de 6xido nitrico nanoencapsulados
sobre a germinagao e crescimento inicial de trigo submetido a deficiéncia
hidrica. 2023. 84f. Dissertagao (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2023.

RESUMO

O 6xido nitrico (NO) € uma molécula sinalizadora que auxilia as plantas na tolerancia ao
déficit hidrico, através de interagdo com hormdnios vegetais. Porém, o NO é um gas
relativamente instavel e de dificil manuseio. A nanotecnologia é uma estratégia que
permite desenvolver carreadores poliméricos para doadores de NO, protegendo-os
contra a degradacao prematura e garantindo a liberagao sustentada de NO. O obijetivo
foi identificar o efeito do priming de sementes com nanoparticulas liberadoras de NO no
processo germinativo e crescimento inicial de plantas de trigo sob condi¢cbées de déficit
hidrico em ambiente de laboratério e casa de vegetagéo, comparando-se com o doador
de NO nao-nanoencapsulado. Os experimentos in vitro foram realizados em
delineamento causualizado com 4 repeticbes, e os em casa de vegetagcdo em
delineamento em blocos com 4 repeticbes. O primeiro ensaio foi uma curva de
nanoparticulas de quitosana contendo o0 doador de NO acido S-nitroso-
mercaptossuccinico (NP-MSNO) ou S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), nas doses: 0; 62,5;
125; 250, 500 e 1000 pM. Ja o segundo e terceiro experimento in vitro, compararam o0s
efeitos do priming com agua, NP-GSNO, NP-MSNO, acido S-nitroso-mercaptossuccinico
livre (MSNO), S-nitrosoglutationa livre (GSNO) e nanoparticulas de quitosana sem
doador de NO (NP), bem como sem o priming (SP) sem e com déficit hidrico
respectivamente. O quarto e o quinto experimento form realizado em casa de vegetacao,
com os mesmos tratamentos do segundo, dividido em condi¢gdes sem e com déficit hidrico
respectivamente. Os parametros avaliados foram: germinacgéo (G), primeira contagem de
germinacgao (PC), comprimento de parte aérea (CPA) e raiz (CR) e massa seca de parte
aérea (MSPA) e raiz (MSR), area foliar (AF), conteudo relativo de agua (CRA), analise de
pelos e arquitetura de raiz, teores de clorofilas, nitrosotidis (RSNO), peroxidacao lipidica
(MDA) e peroxido de hidrogénio (H202). Os dados foram submetidos a analise de
variancia seguida pelo teste de Scott-Knott quando necessario (P < 0,05). Ja os dados
da curva de dose-resposta foram submetidos a uma analise de regressao. A dose de 500
MM demonstrou as melhores respostas para CPA, CR, MSPA e MSR para os tratamentos
NP-GSNO e NP-MSNO. Quando aplicado deficiéncia hidrica em teste de laboratério
todos os primings levaram a incrementos no comprimento de plantula em relagéo ao
controle, nessas condi¢gdes os tratamentos NP-MSNO e NP-GSNO proporcionaram
elevagdes na PC, G, RSNO, teores de clorofila totais, incidéncia de pelos absorventes e
reducao nos teores de peréxido de hidrogénio comparada a todos os demais tratamentos.
Quando testado os tratamentos em casa de vegetagdo sem déficit hidrico o tratamento
NP-GSNO elevou a quantidade média de pelos absorventes e RSNO em parte aérea
comparado a todos os tratamentos. Os doadores nanoencapsulados sob deficiéncia
hidrica proporcionaram ganhos em comprimento de raiz, CRA e RSNO em parte aérea e
raiz. O NP-GSNO também aumentou a incidéncia e quantidade média de pelos
absorventes na raiz, além da condutancia estomatica em condi¢gbes de estresse. De
modo geral, o priming com os doadores de NO nanoencapsulados proporcionou
beneficios para germinagao e vigor de plantulas de trigo sob déficit hidrico. Em especial,
a GSNO nanoencapsulada promoveu melhores respostas, que se mantiveram no
ambiente de casa de vegetacao por periodos superior a 30 dias de tratamento.

Palavras-chave: Seca. Reguladores do crescimento vegetal. Germinagao de sementes.
Nanotecnologia. Triticum aestivum L.



SOUSA, B. L. Effect of priming with nanoencapsulated nitric oxide donors on the
germination and initial growth of wheat submitted to water deficit. 2023. 84f.
Dissertacédo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2023.

ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is a signaling molecule that helps plants tolerate water deficit through
interaction with plant hormones. However, NO is a relatively unstable gas and difficult
to handle. Nanotechnology is a strategy that allows the development of polymeric
carriers for NO donors, protecting them against premature degradation and ensuring
the sustained release of NO. The objective was to identify the effect of seed priming
with NO-releasing nanoparticles on the germination process and initial growth of wheat
plants under water deficit conditions in a laboratory and greenhouse environment,
comparing it with the non-nanoencapsulated NO donor. The in vitro experiments were
carried out in a randomized design with 4 replications, and those in a greenhouse in a
block design with 4 replications. The first test was a curve of chitosan nanoparticles
containing the NO donor S-nitroso-mercaptosuccinic acid (NP-MSNO) or S-
nitrosoglutathione (NP-GSNO), at doses: 0; 62.5; 125; 250, 500 and 1000 pM. The
second and third in vitro experiments compared the effects of priming with water, NP-
GSNO, NP-MSNO, free S-nitroso-mercaptosuccinic acid (MSNO), free S-
nitrosoglutathione (GSNO) and chitosan nanoparticles without NO (NP), as well as
without priming (SP) with and without water deficit respectively. The fourth and fifth
experiments were carried out in a greenhouse, with the same treatments as the
second, divided into conditions without and with water deficit respectively. The
evaluated parameters were: germination (G), first germination count (PC), length of
shoot (CPA) and root (CR) and dry mass of shoot (MSPA) and root (MSR), leaf area
(AF), relative water content (WRC), analysis of hairs and root architecture, chlorophyll,
nitrosothiols (RSNO), lipid peroxidation (MDA) and hydrogen peroxide (H202)
contents. Data were subjected to analysis of variance followed by the Scott-Knott test
when necessary (P < 0.05). The data from the dose-response curve were submitted to
a regression analysis. The 500 yM dose demonstrated the best responses for CPA,
CR, MSPA and MSR for NP-GSNO and NP-MSNO treatments. When water deficit was
applied in a laboratory test, all primings led to increases in seedling length in relation
to the control, under these conditions the NP-MSNO and NP-GSNO treatments
provided increases in PC, G, RSNO, total chlorophyll content, incidence of absorbent
hairs and reduction in hydrogen peroxide levels detected in all other treatments. When
the water treatment was tested in a greenhouse without water deficit, the NP-GSNO
treatment increased the average amount of absorbent hairs and RSNO in shoots
compared to all treatments. Nanoencapsulated donors under water deficit provide
gains in root length, WHC and RSNO in shoot and root. NP-GSNO also increased the
incidence and average amount of absorptive hairs on the root, in addition to stomatal
conductance under stress conditions. In general, priming with nanoencapsulated NO
donors brought benefits to germination and seedling vigor of wheat under water deficit.
In particular, a nanoencapsulated GSNO promoted better responses, which were
maintained in the greenhouse environment for periods greater than 30 days of
treatment.

Keywords: Drought. Plant growth regulators. Seed germination. Nanotechnology.
Triticum aestivum L.
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1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos, o mundo vem sofrendo mudancgas climaticas
alcangando os picos mais altos de temperatura e chuvas inconstantes. Em paralelo, a
situacédo é agravada por comportamentos humanos inadequados, como o aumento de
queimadas e desmatamento, gastos excessivos de agua e descartes incorretos, que
levam a prejuizos na saude, higiene, alimentagdo, contaminagéo de recursos hidricos e
problemas agricolas.

As alteragdes nos indices pluviométricos impactam a agricultura
diretamente. Segundo a Organizacdo Meteorolégica Mundial, nos ultimos quatro meses
de 2022, boa parte do territorio do Uruguai recebeu menos da metade da quantidade
média de chuvas, levando a perdas generalizadas de safra. Na Argentina, também foram
registadas perdas no periodo de novembro a janeiro 2022/23 devido aos picos de
temperatura elevada. O Brasil foi outro pais afetado onde no més de janeiro de 2023, as
secas classificadas como moderada a severa atingiram Estados como Acre, norte do
Mato Grosso, sul do Amazonas e do Para, oeste de Tocantins, Ronddnia e principalmente
Rio Grande do Sul, o qual apresentou 80% de suas areas agricolas impactadas pela
seca, somando um total de 445 municipios afetados (CEMADEN, 2023).

As plantas estao expostas a esses fatores ambientais adversos durante
0 seu crescimento e desenvolvimento, o que pode levar a perdas significativas na
producao das culturas. Entre os estresses abidticos, o déficit hidrico € um dos que mais
limita a produtividade agricola, por ter impactos em atividades morfolégicas, bioquimicas
e fisiolégicas de plantas.

A restricdo hidrica pode reduzir drasticamente o rendimento das
plantagdes, limitando a qualidade das sementes, a taxa de germinagdo e o vigor de
plantas, bem como pode limitar as épocas de cultivo e os locais de producéo. No caso do
trigo (Triticum aestivum L.) a seca restringe até mesmo os locais de sua producdo a
poucas regides no Brasil, devido as condi¢cdes hidricas e climaticas de que a cultura
necessita.

Uma regido de cultivo favoravel permite um bom estabelecimento e
desempenho inicial de plantas de trigo, sendo de extrema importancia para elevacao dos
indices de produtividade da cultura. O periodo entre a emergéncia e a emissao da sétima
folha é caracterizado como critico (emborrachamento) para enfrentar os fatores que
limitam a sua produtividade. Nesse contexto, prezar por uma alta qualidade nas sementes

€ de suma importancia para a implantagao das lavouras
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e obtencdo de alta capacidade produtiva, populagdo uniforme, plantas vigorosas e

saudaveis.

Pensando na implantacdo de lavouras, a nanotecnologia fornece
diversas alternativas para mitigar os efeitos dos estresses bidticos e abidticos nas
plantas, enquanto mantém a sustentabilidade ambiental. O termo nanotecnologia se
refere a manipulagdo de materiais em escala nanométrica, com caracteristicas unicas
que os diferem do mesmo material em outras escalas de tamanho.

Dentre as possibilidades existentes, a nanoencapsulagdo € uma opgao
que permite a inclusdo de substancias bioativas no interior de nanoparticulas,
aumentando a sua estabilidade e atividade Dbiolégica. Essas moléculas
nanoencapsuladas podem ser empregadas em diferentes etapas da cultura, como no
priming de sementes.

O priming de sementes € uma técnica eficaz na promogao de tolerancia
a estresses abidticos. Esse método causa a indugcédo de um estado fisiolégico particular
em plantas, através do tratamento das sementes com métodos quimicos ou fisicos.
Dentre as moléculas que podem ser utilizadas no priming esta o 6xido nitrico (NO), o qual
€ capaz de potencializar a resposta das plantas a condicbes ambientais adversas, como
calor, salinidade, seca e toxidez por metais pesados. Essa molécula sinalizadora também
atua na germinagdo de sementes, por induzir a atividade da ®-amilase e de enzimas
antioxidantes nas sementes.

Embora muitos estudos tenham evidenciado o papel importante do NO
em plantas, a sua aplicagdo de forma exdgena na agricultura € limitada, por ser uma
molécula de natureza gasosa e reativa. Além disso, seus doadores sdo compostos
relativamente instaveis, sujeitos a degradagao por luz e temperatura elevadas, o que
pode acarretar em uma liberagao acelerada do NO e gerar efeitos tdéxicos para as plantas.

Diante disso, a nanoencapsulag¢ao de doadores de NO surgiu como uma
opgao de protecao contra a degradacao acelerada, permitindo uma liberagdo gradual e
estendendo seu periodo de acdo. Dentre as estratégias utilizadas, estdo as
nanoparticulas de quitosana contendo &acido S-nitroso-mercaptosuccinico ou S-
nitrosoglutationa (S-nitrosotiois, que atuam como doadores de NO).

Na literatura, existem estudos que comprovam a efetividade dessas
nanoformulagdes em proteger plantas contra estresses abidticos. Contudo, ainda néao foi
avaliado se o tratamento de sementes com o doador nanoencapsulado seria eficaz em
proteger plantulas contra o déficit hidrico, bem como se os efeitos observados na
germinagao das sementes persistiriam durante o desenvolvimento das plantas em casa

de vegetacao.
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Neste contexto, este trabalho teve como objetivo identificar o efeito do

priming de sementes com nanoparticulas liberadoras de NO no processo germinativo e
crescimento inicial de plantas de trigo sob condi¢cdes de déficit hidrico em ambiente de

laboratério e casa de vegetacdo, comparando-se com o doador de NO ndo-
nanoencapsulado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DO TRIGO

O trigo (Triticum aestivum L.) tem sua origem na Asia, mais
especificamente entre o Rio Tigre e Eufrates, sendo uma planta hexaploide (2n=42)
formado de uma hibridizagdo entre um tetraploide (Triticum turgidum; 2n=28) e uma
graminea selvagem (Aegilops squarrosa; 2n= 14). Ele é pertencente a familia Poaceae,
sendo uma planta monocotiledénea, herbacea e com metabolismo C3 (CONAB, 2017).

Seus estadios fenoldgicos sao divididos em ordem cronoldgica:
germinagao, plantula, afilhamento, alongamento, emborrachamento, espigamento,
florescimento, gréo em estado leitoso, gréo em massa, grdao em maturacao fisiolégica e
grao maduro. Essa divisdo também é representada através de duas escalas amplamente
utilizadas para determinagdo do estadio de desenvolvimento da cultura: a de Feekes
(1940), modificada por Large (1954), e a de Zadoks, Chang e Konzac (1974). A ultima se
trata de uma tabela mais detalhada, dividida em 10 etapas e 10 subetapas, sendo
utilizada em experimentagdes de doencgas e estresses ambientais (MORI, 2015).

A cultura € uma opgao de cultivo no inverno do Brasil, apresenta grande
importancia na dieta alimentar, utilizagdo em adubacéo verde, alimentacdo animal e
producdo de bebidas e derivados. Também € uma fonte de energia, fibras e proteinas,
podendo ser matéria-prima de uma diversidade de produtos fermentados. Seu uso na
alimentacdo humana é amplo, na forma de farinhas, grao laminado em produtos
forneados, fabricacdo de massas, agente espessante e na composicdo de cereais
matinais (REQUE, 2018).

O trigo enquadra-se como o segundo cereal mais produzido no mundo,
com uma producédo da safra 2021/22 de 778,8 milhdes de toneladas (aumento de 0,38%
em relagdo a safra 2020/21), e uma area cultivada de 222,1 milhdes de hectares
(incremento de 0,13% com relagéo & safra anterior). E o cereal de inverno mais produzido
no Brasil com uma produgéo de 7,7 milhdes de toneladas e 2,8 milhdes de hectares
cultivados na safra 21/22 (CONAB, 2022).

No Brasil, 90% da produgdo de trigo concentra-se na regido Sul,
principalmente nos Estados do Parana e Rio Grande do Sul que somados produzem mais
de 6 milhdes de toneladas (CONAB, 2022). Isso se deve aos fatores culturais e climaticos
que, por muitos anos, restringiram o cultivo desse grao em outras regides (ETENE, 2021).
Na regido do Cerrado, € comum a ocorréncia de deficiéncia hidrica no inicio do
estabelecimento da cultura, gerando influéncia direta no estande final de plantas e
consequentemente no rendimento de gréos, assim como na fase mais sensivel

(florescimento e formagdo de graos), principalmente quando se tém semeaduras
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realizadas tardiamente (SANTOS et al., 2012). A falta de agua nos estadios iniciais afeta

a disponibilidade de CO2 nas folhas, diminuindo a taxa fotossintética, a translocagao de

fotoassimilados nas plantas, e o acumulo de massa seca (SOUSA et al., 2019).

2.2 DeFICIT HiDRICO

A agua é o constituinte mais abundante do tecido vegetal, representando
cerca de 90% da massa fresca de plantas herbaceas. Ela desempenha um papel
importante no metabolismo vegetal, turgescéncia celular, movimento estomatico,
transporte de solutos e crescimento do sistema de raizes, estando dentre os recursos
mais importantes para o crescimento e funcionamento da planta (PIMENTA, 2019). A
agua também tem um papel especial no processo de germinacdo de sementes,
reativando o metabolismo do embrido e participando das reagdes que levam a
mobilizacado das reservas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Nessa perspectiva a seca é definida pelos meteorologistas como uma
escassez prolongada de agua com precipitagao inferior a média (GIAUQUE et al., 2019).
Ja a seca agricola ocorre quando ha uma auséncia de chuva significativa que limita a
agua disponibilizada para o crescimento e desenvolvimento da planta, alterando o seu
funcionamento normal (ZIA et al., 2021).

Uma das respostas a deficiéncia hidrica no solo € a diminuicdo da
turgescéncia celular (MORAIS et al., 2003), seguida pelo decréscimo da condutancia
estomatica, transpiragao e da disponibilidade de CO2 na folha, o que resulta na queda da
taxa fotossintética e no crescimento das plantas (AZEVEDO et al., 2011; SCALON et al.,
2011). Para a maioria das culturas, as maiores perdas ocorrem nos estadios de
florescimento e inicio da formacao de graos (LAMBERS, CHAPIN, PON, 2008). Outra
consequéncia decorrente da restricdo hidrica é o aumento da geragdo de anion
superoxido, perdxido de hidrogénio, oxigénio singleto e outras espécies reativas de
oxigénio (EROs), que podem danificar proteinas, lipidios e acidos nucleicos (SEABRA;
OLIVEIRA, 2016).

Como resposta a esse estresse, as plantas tém inUmeros mecanismos
de defesa, incluindo ativagdo de resposta antioxidante, ajuste osmotico, produgcao de
horménios e alteragdes morfolégicas (ANJUM et al., 2016).

Um mecanismo adaptativo das plantas € o fechamento dos estématos, o
que reduz a condutancia estomatica diminuindo assim a perda de agua. A abertura ou
fechamento estomatico € governado pelas mudancgas de turgor nas células guarda:
abertura quando estas células se tornam mais turgidas e fechamento quando estédo

flacidas, isso gragas a variagdes no potencial osmético no seu interior. Em situagao de
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déficit hidrico as plantas podem produzir horménios, como o acido abscisico (ABA), que

altera o fluxo de ions pela membrana plasmatica (ZIA et al., 2021).

Ja o ajustamento osmadtico € uma estratégia na qual ha o acumulo de
solutos nas células permitindo a manutengao do gradiente de potencial hidrico entre o
solo e a planta e a aberturada estomatica. Essas taticas ndo impedem a reducéao da taxa
fotossintética, mas essa manutencao permite que a fotossintese e outras importantes
atividades fisiologicas sejam mantidas, possibilitando a redistribuicdo de carbono e
nitrogénio (ALABDALLAH et al., 2021).

Dentre as enzimas antioxidantes, se destaca a superoxido dismutase
(SOD), que catalisa a formagédo de peréxido de hidrogénio (H202) a partir de anion
superéxido (OLMOS et al., 2003). A catalase (CAT) age convertendo o H202 em agua e
oxigénio molecular, enquanto a ascorbato peroxidase (APX) utiliza ascorbato como
doador de elétrons para reduzir o peroxido em agua (SHIGEOKA et al., 2002). Ja as
peroxidases (POD) utilizam H202 como oxidante e os compostos fendlicos como
doadores de elétrons, assim contribui para remocao do H202 formado a partir da acao da
superoxido dismutase (HEGEDUS; ERDEI; HORVATH, 2001). As plantas também
podem utilizar mecanismos antioxidantes nao-enzimaticos, como o a-tocoferol (vitamina
E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C), glutationa reduzida (GSH) e compostos fendlicos.
Essas substancias produzidas contam com alto poder redutor e reagem com as EROs,
evitando as lesdes celulares por ele causadas (KHATUN et al., 2008).

As adaptagdes morfologicas também sao estratégias para sobrevivéncia
decorrentes da situagao de déficit hidrico. A principal adaptagao morfolégica da planta é
a expansao das raizes, elas através de uma série de reacdes metabdlicas aumentam a
densidade e comprimento de raiz. Esse processo de investimento radicular se da até o
inicio da floracao, e possibilita 0 aumento do volume de solo explorado, o contato intimo
entre a superficie das raizes e o0 solo, aumento na absorcao efetiva de agua e nutrientes
(OLIVEIRA et al., 2017).

2.2.1 Déficit Hidrico No Trigo

A producgao de gréos de trigo é influenciada por varios fatores abiéticos
como: salinidade, temperatura e, principalmente, o déficit hidrico (BOSCHINI et al., 2011).
A escassez hidrica leva a redugao de rendimento das lavouras, limita os locais onde
espécies comerciais podem ser produzidas, diminui a germinacao de sementes e dificulta
o estabelecimento do estande de plantulas (NOGUEIRA et al., 2001).

A falta de agua afeta de maneira distinta a cultura do trigo em cada

estadio de desenvolvimento (SARTO et al., 2017). Quando incide na fase inicial, a falta
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de agua pode afetar a taxa de germinacgdo, densidade de plantas e crescimento de

plantulas. No processo de germinagdo de sementes, a agua age na embebigao, reativa
0 metabolismo e desencadeia uma sequéncia de processos fisiologicos, estando
presente direta ou indiretamente em todas as etapas da germinagcdo. De modo geral, a
baixa disponibilidade hidrica na embebic¢ao atrasa ou impede a germinagao, pois ela ndo
atinge um nivel minimo de hidratacao exigida pela semente (BARBERO et al., 2011).

Farias et al. (2003) avaliaram a germinagao de sementes de trigo e milho
submetidas a potenciais osmodticos de -0,4; -0,6; -0,8 e -1 MPa obtidos a partir da
incubagao com manitol, cloreto de potassio, sacarose, cloreto de sédio e polietileno glicol
8000. Eles observaram que, em todos os potenciais e substancias, houve reducao
superior a 60% na porcentagem de germinacgéo, quando comparada ao controle.

O efeito da restrigao hidrica também foi visto por Eskandari e Alizadeh-
Amraie (2017). Esses autores relataram reducgbes significativas na porcentagem de
germinagao, massa seca de plantula e massa de mil sementes em plantas de trigo com
irrigacéo reduzida apenas na zona da raiz, quando comparada com a irriga¢ao de forma
convencional. Abati et al. (2014) também comprovaram o efeito do déficit hidrico na
germinagao e crescimento inicial do trigo, relatando a diminuigdo na velocidade desses
pametros nas plantulas de trigo conforme o potencial osmaético diminiu.

Ja na fase reprodutiva da cultura, o déficit hidrico é responsavel por afetar
a taxa fotossintética e a translocacdo de carboidratos, acarretando em redugao no
tamanho e rendimento de graos (HUSSAIN et al., 2004). Shamsi et al. (2010) relataram
reducéo de 31% no rendimento do trigo quando submetido ao déficit hidrico entre a fase
de enchimento de grdo e maturacédo. Eskandari e Kazemi (2010) e Maijid, Asghar e
Murataza (2007) obtiveram resultados parecidos, com uma redugado de até 38% no
rendimento da cultura quando submetida a estresse pds antese.

Zaina e Gai (2020) avaliaram a resposta do trigo a restricdo hidrica de
30, 35 e 40 dias a partir do perfilhamento. Foi relatada redu¢do no comprimento de raiz,
massa fresca, massa seca e diametro do caule, quando comparadas ao controle. Os
efeitos do déficit hidrico também podem ser vistos no trabalho de Abati et al. (2014) que
mostraram a reduc¢ao na velocidade de germinacédo e crescimento de plantulas com o
aumento da intensidade do estresse. No estudo de Eskandari e Alizadeh-Amraie (2017)
verificaram-se redugdes significativas na porcentagem de germinagdo, massa seca de
plantula e massa de mil sementes em plantas de trigo submetidas a redugao no sistema
de irrigacao.

Os efeitos da deficiéncia hidrica sdo acentuados no trigo quando

associado a alta temperatura, levando a perdas ainda maiores para o cereal. A faixa ideal
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de temperatura esta entre 20 e 25 °C para desenvolvimento de folhas e de 15 a 20 °C

para o perfilhamento. Além disso, um periodo de vernalizagao (acumulo de horas de frio)
€ importante para germinagao e formagao de talos, sendo que a germinagao nao ocorre
em temperaturas superiores a 34 °C. No periodo de espigamento e floragdo, as plantas
sdo mais sensiveis a temperaturas extremas, de forma que temperaturas diurnas de 21
para 27 °C e noturnas de 13 para 21 °C podem ocasionar esterilidade, ma formagao de
graos, redugdo no comprimento de folhas e reducdo da biomassa, que podem ser
acentuadas na presencga de déficit hidrico. A escassez de agua e a sensibilidade a
temperaturas sao fatores limitantes de produgado e podem variar conforme a cultivar,
influenciando na adaptacdo da cultura em determinadas regides (MANFRON;
LAZZAROTTO; MEDEIROS, 1993; RIBEIRO et al., 2012).

2.3 PRIMING DE SEMENTES

Cada vez mais tecnologias focam em melhorar o desempenho das
sementes sob diferentes condigdes ambientais, com o intuito de atingir o vigor e
desempenho maximo no processo germinativo, submetendo-as a técnicas fisicas,
quimicas e biologicas (BLUNK et al., 2019).

Dentre as principais estratégias para mitigar os efeitos do déficit hidrico
nas plantas esta a inducéo de tolerancia, ou atenuacao de estresse abiotico, através do
uso de substancias exégenas (HASANUZZAMAN et al., 2020). Dentre essas substancias
estdo os osmoprotetores, que s&do moléculas soluveis, organicas e capazes de atuar a
osmorregulacao celular (ZULFIQAR et al., 2020), e os bioestimulantes que sdo uma
classe de potencializadores metabdlicos, utilizados para aumentar a tolerancia das
culturas a diversos estresses (LEITE et al., 2019).

Historicamente, uma gama de métodos de imersao tem sido relatada com
potencial de afetar a taxa de germinacéo, como os que envolvem a mistura de agua com
mel, estrume ou osmo-priming. Ao processo utilizado para iniciar a germinagao através
do fornecimento em quantidade limitada de solugcéo ou processo fisico se da o nome de
“‘priming” (IBRAHIM, 2016). Essa técnica é utilizada na agricultura para otimizar a
germinagao de sementes e o estabelecimento de plantulas. Ela se baseia no tratamento
de sementes pré-semeadura, convencionalmente usando-se agua no procedimento
(hidro-priming), onde a absorgédo da agua deve ocorrer em niveis adequados de modo a
desencadear a pré-germinacgao (fases | e Il) sem promover a emergéncia de radicula
(DELIAN et al., 2017). Assim, como uma alternativa a metodologias usuais para a
aplicagao de osmoprotetores e bioestimulantes, as plantas podem ser pré-tratadas por
meio de priming de sementes (LEITE et al., 2019).


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#9
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#9

27
Existem diversos pré-tratamentos que podem desencadear os processos

fisiol6gicos em uma semente e levar a sua germinagao, estes vao desde o hidro-priming
(dgua), osmo-priming (solu¢do de baixo potencial hidrico), halo-priming (solug¢des
contendo sais), hormo-priming (reguladores de crescimento), bio-priming
(microrganismos) e nano-priming (materiais em escala nanométrica) (PEREIRA et al.,
2021).

O priming convencional € dividido em duas etapas: a primeira trata da
hidratagdo de sementes em agua (hidrocondicionamento) ou solutos em uma matriz
sélida como a vermiculita ou no préprio solo (priming de matriz). A segunda etapa
consiste na desidratagdo. Durante esse processo, uma série de reacdes e estimulos
ocorrem na semente, o que desencadeia mobilizagao de reservas e reparacdo de DNA,
RNA, membrana celular e organelas (PEREZA-VILLARREAL et al., 2018). Ele também
afeta o metabolismo da semente em nivel molecular, podendo afrouxar a parede celular,
aumentar a sintese proteica, modificar a pés-traducdo, melhorar a emergéncia da
radicula e o vigor das plantulas e induzir a resposta antioxidante, o que eleva o potencial
de tolerancia a fatores de estresse (MOSAVIKIA et a., 2020; SEN; PUTHUR, 2020).

Os diversos beneficios proporcionados pelo priming de sementes o
tornam um método eficaz em induzir a tolerancia a estresses para plantas. A preparagao
de sementes, através do tratamento com compostos naturais ou sintéticos antes da
germinagdo, gera a indugdo de um estado fisiolégico particular chamado “estado
preparado da planta”, em que ela tem a capacidade de ativar de forma mais rapida e
efetiva as suas defesas contra fatores biodticos e abidticos (JISHA et al.,, 2013). O
resultado do pré-tratamento € mais expressivo quando a germinagdo ocorre sob
condi¢gdes desfavoraveis do que condi¢des favoraveis (DEMIR; MAVI, 2004; ASHRAF;
FOOLAD, 2005; CHEN; ARORA, 2011), promovendo melhoria na taxa de germinagao e
no rendimento em condigdes de estresse em diversas culturas (CARRILLO-RECHE;
VALLEJO-MARIN; QUILLIAM, 2018).

Com o avancgo do priming e da nanotecnologia, emergiu-se o nano-
priming, uma tecnologia que utiliza nanomateriais (em especial nanoparticulas) para o
tratamento de sementes. Diferentemente do priming convencional, o nano-priming faz
uso de nanoformulagcdes. As nanoparticulas podem ou ndo ser absorvidas pelas
sementes, acarretando na melhoria de fungbes metabdlicas e do crescimento de planta
(PEREIRA et al., 2021).

Esse processo promove desenvolvimento radicular e de pléantulas de
forma mais rapida, através da mudancga na expressao de genes que controlam processos

metabdlicos como a produg¢do de horménios vegetais (PEREIRA et al., 2021). O nano-
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priming induz o sistema de defesa antioxidante, tornando as plantas mais tolerantes a

pragas e a adversidades ambientais (MANJUNATHA et al., 2008).

2.4 OXIDO NITRICO

Uma opcgéao para indugéo de tolerancia a estresses abioticos € o uso de
doadores de 6xido nitrico (NO) (PIRES et al., 2016; NEILL; DESIKAN; HANCOCK, 2003;
KAUR; KAUR, 2018). Durante as ultimas décadas, o NO tem sido estudado como um
novo regulador de crescimento vegetal com fungdes importantes no desenvolvimento da
planta (LIRA-RUAN; MENDIVIL; DUBROVSKY, 2013). Essa molécula apresenta
propriedades hidrofdbicas, caracterizando-se por ser uma molécula diatdmica pequena,
de alta difusividade (4.8 x 10~° cm? s~' em agua), o que lhe permite se difundir faciimente
por regides hidrofilicas da célula e na fase lipidica das biomembranas (ARASIMOWICZ,
FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007; KOLBERT et al., 2019).

Devido as suas caracteristicas, o NO age como uma molécula
sinalizadora importante em uma variedade de processos bioquimicos e fisioldgicos da
planta, incluindo germinagcdo de sementes, resposta antioxidante, funcionalidade
mitocondrial, morte celular, crescimento e desenvolvimento de raiz, movimento
estomatico, fotossintese, floracdo, amadurecimento de frutos e respostas a estresses
abidticos e bidticos (SHARMA et al., 2021; CORPAS et al., 2022; GUPTA et al., 2022).

A capacidade desempenhada pelas plantas em superar condigdes
ambientais desafiadoras esta ligada a atividade sinalizadora do NO. Ele modula a
expressao génica e a atividade protéica, interagindo com EROs e controlando agdes
hormonais. Esses efeitos sao induzidos pela baixa concentragdo da molécula de
sinalizagdo (nano para micromolar), enquanto as concentragbes milimolares de NO
podem exercer toxicidade, com indug¢ao de estresse nitro-oxidativo e morte celular. Isso
deixa claro o efeito dual que o NO possui, ja que as mesmas propriedades que o tornam
benéfico também o fazem letal, dependendo da dose (SEABRA; OLIVEIRA, 2016;
SANTISREE et al., 2015).

A sintese de NO em plantas se da através de vias oxidativas e redutivas
(SUN; YU; HU, 2017), podendo-se citar os mecanismos relacionados a L-arginina e as
poliaminas, a conversao nao enzimatica de nitrito (NO27) em NO no apoplasto ou por
carotenoides e a formagdo de NO dependente da nitrato redutase (NR) e da cadeia
respiratoria mitocondrial (ASTIER; GROSS; DURNER, 2018; BESSON-BARD; PUGIN;
WENDEHENNE, 2008).

O NO é um importante agente no crescimento de raizes laterais e

adventicias em varias culturas, como milho (Zea mays), Arabidopsis thaliana, arroz
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(Oryza sativa) e tomate (Solanum Iycopersicum) (IVANCHENKO; MUDAY;

DUBROVSKY, 2008; KOLBERT, ORTEGA, ERDEI, 2010; CHEN; KAO, 2012; MENG et
al., 2012; CORREA-ARAGUNDE; FORESI; LAMATTINA, 2015). Lombardo e Lamattina
(2012) observaram a agao do NO no crescimento de pelos absorventes em A. thaliana,
utilizando o mutante nia7 nia2, que apresentou menor comprimento e densidades quando
comparados a um tipo selvagem, o que foi associado a baixa concentragdao de NO.
Quando esses mutantes foram suplementados com 200 pM de S-nitroso-N-
acetilpenicilamina (SNAP, um doador de NO), o desenvolvimento radicular foi semelhante
ao genotipo selvagem, com raizes maiores € com mais pelos.

Resultado parecido foi observado no trabalho de Moro et al. (2017), que
reportaram que a aplicacdo de auxina ou doador de NO induz a formacéo de pelos em
mutantes glabros, o que pode ser explicado pela agcdo da auxina através do NO na
ativagao de proteina cinase ativadas por mitégenos (MAPK). Além disso, a S-nitrosagao
do receptor TIR1 esta relacionada a potencializagao da sinalizagao da auxina (TERRILE
et al., 2012).

O NO também induz a tolerdncia da planta a estresses ambientais,
através de interacdo com horménios, outras moléculas sinalizadoras e proteinas
(FANCY; BAHLMANN; LOAKE, 2017). Ele pode modificar a expressao génica, regular
niveis hormonais e interagir com EROs (SIMONTACCHI et al., 2015). Por exemplo, o
NO age na regulagao da tolerancia ao congelamento, através do estimulo a produgao de
metabdlitos osmoprotetores e reguladores (como acgucares e poliaminas), hormonios
relacionados ao estresse (como ABA e jasmonatos) e antioxidantes (como flavonoides).
Consequentemente, as plantas com deficiéncia de NO sao constitutivamente menos
tolerantes ao congelamento do que as plantas do tipo selvagem (COSTA-BROSETA et
al., 2018; ZHAO et al., 2009).

O principal alvo do NO e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) sao
residuos de cisteina e tirosina em proteinas. Estudos mostram que o NO pode sofrer S-
nitrosagao por proteinas que apresentam sulfidrilas livres (-SH), formando interagées
covalentes pos-traducionais relativamente estaveis. Esta reac&o resulta em derivados do
NO conhecidos como S-nitrosotidis (RSNOs) (ZHANG et al., 2005). Os RSNOs sao
considerados elementos chave da interagcao entre ERNs e EROs, tanto sob condicdes
fisiologicas quanto de estresse, podendo levar a cenarios de estresse oxidativo e
nitrosativo quando em niveis elevados (CORPAS; ALCHE; BARROSO, 2013).

Entre os doadores de NO naturalmente presentes nas plantas, a S-
nitrosoglutationa (GSNO) €& o mais abundante. Ela € um S-nitrosotiol de baixo peso

molecular, proveniente da ligagdo do NO com a glutationa (GSH), podendo ser
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considerado um reservatorio intracelular de NO (CORPAS et al., 2013). Sua produgao &

dependente de condi¢des aerdbicas e da disponibilidade de NO e GSH (BRONIOWSKA;
DIERS; HOGG, 2013). Sua degradacédo é decorrente de processos nao-enzimaticos
(como tratamento com luz UV, alta temperatura e condigbes alcalinas) ou enzimaticos,
pela agao da S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR) (SAKAMOTO; UEDA; MORIKAWA,
2002; ACHKOR et al., 2003). Essa enzima catalisa a redugéo irreversivel e dependente
de NADH da GSNO, formando glutationa oxidada (GSSG) e NH3 (BARROSO et al., 2006;
CORPAS et al., 2008; LETERRIER et al., 2011). Dessa forma, a GSNOR consegue
controlar o nivel de NO e ERNs nas células, regulando o processo de S-nitrosilagao
(FRUNGILLO et al., 2014).

Habibi et al. (2016) ao estudarem os efeitos do nitroprussiato de sodio
(SNP) aplicado em plantas de arroz sob estresse salino, mostraram aumento da atividade
de enzimas catalase, superéxido dismutase e peroxidase em plantas sobre estresse, e
plantas suplementadas com doadores de Oxido nitrico em sementes melhoraram o
acumulo de massa, rendimento de gréaos e levou a diminuicdo de MDA e H202. Efeitos
similares no crescimento e aumento de biomassa foram observados em plantas de milho
tratadas em pré-semeadura com SNP (KAYA et al., 2017).

Também foi constatado por Alexieva et al. (2001) que o pré-tratamento
com SNP em mudas de tomate cultivadas sob condigdo de déficit hidrico promoveu um
aumento das atividades APX, CAT e guaiacol peroxidase, reduzindo o conteudo de H20..
Em sementes de Sesamum indicum L. (gergelim), o tratamento com SNP aumentou a
atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, POD e APX), resultando em um sistema
eficiente na remogado de EROs formadas durante o déficit hidrico. Isso permitiu maior
tolerancia ao estresse, propiciando uma melhora na germinagao de sementes (PIRES et
al., 2016).

Silveira et al. (2021) em seu trabalho com doadores nanoencapsulados
em plantas de cana-de-agucar com aplicacao foliar mostrou que o doador S -nitroso- N-
acetilcisteina (SNAC) trouxe efeito atenuante ao déficit hidrico mantendo eficiéncia no
uso da agua, promoveu crescimento de plantulas e taxa fotossintética. Os efeitos das
nanoparticulas de NO também foram vistos no trabalho de Carmo et al. (2021) onde o
doador de 6xido nitrico nanoencapsulados s-nitros-mercaptosuccinico quando aplicado
em mudas de Heliocarpus. popayanensis submetidas a deficiencia hidrica levou a
melhorias no sistema radicular.

Silveira et al. (2019) também demonstrou que tanto a forma livre como
nanoencapsulada de GSNO atenuaram os efeitos do déficit hidrico em plantas de cana-

de-agucar, porém quando aplicado na forma nanoencapsulada o efeito sobre a
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fotossintese e razao parte aérea/raiz foi maior comparado ao efeito do doador livre.

Muthukrishnan et al. (2019) comprovaram em seu trabalho com
sementes de gréo-de-bico que o tratamento com nanoparticulas de quitosana carregadas
com tiamina proporcionou melhor germinagao e crescimento comparados com a tiamina
nao nanoencapsulada.

Oliveira et al. (2016) mostraram em seu trabalho que as nanoparticulas de
quitosana contendo o doador de NO acido S-nitroso-mercaptosuccinico (S-nitroso-MSA) foram
mais eficientes em relagao ao NO livre na protecao de plantas de milho contra o estresse salino,
levando ao aumento da atividade fotossintética, conteudo de clorofila e do crescimento.

Comprovando as benezes da molécula.

2.5 NANOTECNOLOGIA NA AGRICULTURA

A nanociéncia € uma ciéncia cujo objeto de estudo s&o as propriedades
dos materiais em nanoescala (SATHIYABAMA et al., 2020). O conceito de
nanotecnologia ainda & muito discutido, na maioria dos casos caracterizados pelo
tamanho, mas também por suas propriedades unicas (JOUDEH; LINKE, 2022).

A nanotecnologia permite reestruturar a matéria proporcionando novos
usos para a mesma, de acordo com a lei da Unido Europeia, a definicdo mais aceita de
“‘nanomaterial” sao: “materiais constituidos por particulas no estado sodlido, presentes
isoladamente ou ligadas como partes constituintes de agregados ou aglomerados, onde
50 % das particulas com dimensdes externas esteja em escala entre 1 nm e 100 nm”
(EUROPEAN COMMISSION, 2022).

A nanotecnologia esta relacionada a manipulagdo da matéria em escala
nanométrica, possibilitando novas aplicacbes para o mesmo material (LEOPOLDO;
VECHIO, 2020). Essa tecnologia tem sido aplicada com frequéncia para inovagdes no
campo da saude, agricultura, protecdo ambiental, biomedicina, entre outros
(ALABDALLAH et al., 2021).

O tamanho reduzido dos nanomateriais, a grande superficie de contato e
propriedades Opticas unicas permitem aos materiais em escala nanométrica serem
aplicados a projetos e novas técnicas, por exemplo visando a obtencdo de uma
agricultura mais sustentavel, de forma a ajudar a suprir a elevada demanda por alimentos
e a otimizagao de praticas agricolas (LI et al., 2019). Na agricultura, a nanotecnologia é
usada principalmente na producao de nanopesticidas e nanofertilizantes para alcance do
aumento produtivo, nanozedlitos e hidrogéis para a melhora da qualidade do solo,
nanosensores no monitoramento a campo e nanomateriais capazes de promover o
crescimento de plantas (FRACETO et al., 2016).

As nanoparticulas poliméricas tém sido utilizadas na agricultura devido a



32
sua capacidade de incorporar ingredientes ativos no seu interior ou matriz. Elas podem

agir como um sistema carreador, permitindo maior estabilidade fisico-quimica e a
liberac&o controlada de ingredientes ativos e fornecendo-os no momento e local correto,
0 que acarretaria na redugdo das doses aplicadas, diminuicdo dos riscos de
contaminagao ambiental e minimizagdo dos impactos negativos aos ecossistemas e a
saude humana (SILVA; TOMA, 2018).

2.5.1 Nanoparticulas Doadoras De NO

A importancia do NO para fisiologia da planta ja € comprovada, porém o
uso de NO exdgeno na agricultura ainda é muito limitado (SEABRA; DURAN, 2014). O
NO tem uma importante agdo em plantas contra a deficiéncia hidrica (SEABRA,;
OLIVEIRA, 2016). Entretanto, a natureza gasosa da molécula torna dificil sua aplicagcao
(VITOR et al., 2013). Além da dificil aplicacdo de NO diretamente na planta, seus
doadores sdo compostos de decomposicao acelerada quando submetido a fatores
ambientais como luz e temperaturas altas, podendo acarretar um efeito toxico as plantas
(SEABRA; RAI; DURAN, 2014).

A incorporacgao de doadores de NO em nanoparticulas surgiu como uma
oportunidade de proteger essas moléculas da rapida decomposigéo, permitindo uma
liberagdo gradual do NO e prolongando seus efeitos quando aplicado (SEABRA et al.,
2022). Essa liberacdo controlada € uma importante ferramenta para garantir o efeito
protetor do NO nos vegetais, sem ocasionar toxicidade decorrente dos seus altos niveis
(SEABRA et al., 2022).

A liberagao controlada de NO proporcionou efeitos positivos no estudo
pioneiro de Oliveira et al. (2016). Nanoparticulas de quitosana contendo o doador de NO
acido S-nitroso-mercaptosuccinico (S-nitroso-MSA) se mostraram mais eficientes do que
o doador de NO livre em poteger plantas de milho contra o estresse salino, promovendo
melhoria da atividade fotossintética, do conteudo de clorofila e do crescimento.
Nanoparticulas de quitosana com GSNO (acido s-nitosoglutationa) foram demonstradas
por Ma et al. (2019) como sendo um eficiente sistema de liberagéo controlada de NO para
a preservacao da qualidade e aumento da capacidade antioxidante de cerejas durante o
armazenamento sob refrigeragao.

Silveira et al. (2019) também testaram o efeito do GSNO
nanoencapsulada em plantas de cana-de-agucar sob déficit hidrico. Seus dados
comprovaram que ambas as formas de GSNO (livre e nanoencapsulada) atenuaram os
efeitos do déficit hidrico nas plantas de cana-de-acucar, porém as nanoparticulas de

quitosana contendo o doador tiveram maiores efeitos no aumento da taxa fotossintética
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sob déficit hidrico e da razao raiz / parte aérea quando comparado ao doador livre,

indicando que a liberagao de NO de maneira controlada foi mais eficiente em melhorar a
tolerancia a seca das plantas de cana-de-agucar.

Os efeitos das nanoparticulas liberadoras de NO também foram vistos no
trabalho de Do Carmo et al. (2021), em que avaliaram os efeitos de nanoparticulas de
quitosana (CS NPs) contendo acido S-nitroso-mercaptossuccinico (S-nitroso-MSA) em
mudas de Heliocarpus popayanensis, nesse cenario a nanoencapsulagéo retardou a
liberagdo de NO do S-nitroso-MSA, além de melhorar o efeito protetor do S-nitroso-MSA
em condi¢des de déficit hidrico.

Silveira et al. (2021) também testou os doadores de NO encapsulado
acido S -nitroso-mercaptossuccinico, S -nitrosoglutationa, S -nitroso- N-acetilcisteina,
nitroprussiato de sédio e agua pulverizados em plantas de cana-de-agucar com e sem
déficit hidrico. Os tratamentos com doadores de o6xido nitrico nanoenpacsulados
atenuaram os efeitos do déficit hidrico na taxa fotossintética, manteve a eficiéncia do uso
da agua semelhante as plantas controle e promoveu o crescimento sob condi¢des
estressantes. Além disso, a pulverizagdo de GSNO encapsulados melhorou a
fotossintese da cana-de-agucar durante o periodo de recuperagao.

A quitosana, um hetero-amino-polissacarideo, € um dos biomateriais
mais utilizados na nanotecnologia em decorréncia de suas propriedades biolégicas
(KUMARASWAMY et al., 2018). E um polissacarideo natural produzido pela
desacetilagdo quimica em condi¢des alcalinas da quitina, que é o componente principal
da casca de crustaceos, como caranguejo, camarao e lagosta (BEHBOUDI et al., 2019).
Por ser um composto ndo téxico, biodegradavel e biocompativel, oferece propriedades
de aumentar o transporte de compostos polares ativos, através das superficies epiteliais
em diversas aplicacbes biologicas. Além disso, apresenta atividades antifungica,
antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria, de bioadesédo e de promocgao de crescimento
de plantas (DUTTA; DUTTA; TRIPATHI, 2004; MALUIN; HUSSEIN, 2020).

A propriedade de bioadesdo e mucoadesividade facilita o transporte de
compostos ativos através da membrana celular, garantindo seu potencial de uso na
industria quimica, além de ser um excelente polimero para produg¢do em micro e
nanoparticulas (SUNDAR; KUNDU; KUNDU, 2010). O revestimento de quitosana em
fertilizantes aumenta a eficiéncia de absor¢do de nutrientes e ajuda no crescimento
vegetal, protecdo contra doengas e germinacéo de sementes, além de aumentar o teor
de clorofila e a fixacao de nitrogénio (AHMED et al., 2020). As nanoparticulas de
quitosana podem ser preparadas por diversos métodos, sendo a gelificagdo ibnica

usando tripolifosfato de sddio (TPP) a mais pratica, por ter baixo custo e ndo fazer uso
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de solventes organicos (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004; FAN; YAN;

XU, 2012).

As nanoparticulas (NPs) de quitosana mostraram efeitos benéficos no
trigo sobre deficiéncia hidrica, quando adicionadas através do solo e em aplicagao foliar
nas fases de perfilhamento, alongamento do caule e espigamento. As NP proporcionaram
aumento de area foliar, conteudo relativo de agua, conteudo de clorofila, taxa de
fotossintese, atividades da CAT e da SOD, biomassa e produtividade quando comparada
ao controle (BEHBOUDI et al., 2019). Dessa forma, as NP quitosana, por si s6, podem
mitigar os efeitos adversos da seca no trigo. Sathiyabama, Indhumathi e Muthukumar
(2020) também demonstraram os beneficios das NP de quitosana carregadas com
tiamina como estimulador de crescimento e ativador de defesa no grao-de-bico (Cicer
arietinum L.) contaminado com Fusarium spp.

A degradacao e poluicdo ambientais tém tido cada vez mais impactos na
natureza e na saude humana. A cada ano que passa, desafios sdo impostos para a
garantia da producdo de alimentos aliada a conservagdo de recursos naturais. As
nanoparticulas tém grande potencial de aplicagdo agricola, mas ainda faltam estudos
com relagédo aos impactos ambientais a longo prazo e a aceitagdo mercadologica dessa
técnologia.

O custo de producao das nanoparticulas também é importante para o
seu desenvolvimento e aplicagdo no meio agricola. Porém, a quitosana € um polimero
natural que pode ser obtido a um custo baixo, apresentando baixo impacto ambiental
(PEREZ-DE-LUQUE, 2017; KAH, 2015). Dessa forma, a associacdo de doadores de NO
as NP de quitosana para o priming de sementes tem grande potencial de ser uma
alternativa sustentavel para a produgdo de plantas de trigo mais tolerantes ao déficit

hidrico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DO SoLO
O experimento foi realizado em dois locais: o Laboratorio de Fitotecnia,
no Centro de Ciéncias Agrarias, e na casa de vegetagdo do Centro de Ciéncias

Bioldgicas, ambos na Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil.
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O substrato utilizado para os experimentos em casa de vegetacéao foi o solo coletado na camada 10-20 cm, na Fazenda Escola

da UEL, Estado do Parana, em area de pousio. Apds a coleta, o solo foi seco ao ar, em seguida homogeneizado e peneirado na malha de 2

mm. Ele é classificado como Latossolo Vermelho Escuro (EMBRAPA, 2013). Na tabela 1, s&o apresentados os atributos quimicos e fisicos do

solo utilizado como substrato.

Tabela 1 - Atributos quimicos e fisicos do solo utilizado como substrato.

pH . CTC CTC
(Cacl2) P (Mehlich) MO C NT K Ca Mg H+Al Al Vv (PH7,0)  (Efetiva)
______ < N ¢ /A
mg dm-* gdm-=S----- L. Cmolcdm-®----- ) o
5,36 6,15 7,02 4,08 0,35 0,12 2,76 086 444 0 45,68 8,17 3,73
Cu Fe Mn Zn
-------------- Mgadm-3-------mm oo
11,07 72.85 29,58 1,35
% Areia (Total) %Silte (Total) %Argila (Total) Classe Textural
10,87 16,31 72,82 Muito Argilosa

Legenda. Mo= Matéria organica; C= Carbono; NT= Nitrogénio total; (H+Al) = Acidez potencial; V= Saturagéo por bases; CTC= Capacidade de troca

cationica. Fonte: O préprio autor (2022).
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3.2 FORMULACOES

As suspensbes de nanoparticulas foram obtidas junto a Prof. Amedea
Barozzi Seavra, do Centro de Ciéncias Naturais e Humanas pertencente a Universidade
Federal do ABC. As nanoparticulas foram preparadas pelo método de gelificagao
ionotropica (ELGADIR et al., 2015; TRIPATHY et al., 2012). A quitosana (2,6 mg mL") e
o acido mercaptosuccinico (MSA) (2,7 mM) foram misturados por agitagdo magnética a
uma solugéo aquosa de acido acético (0,175 M) durante 90 min.

Com a suspensao CS/MSA pronta, adicionou-se gota a gota a solugao
aquosa de tripolifosfato de sodio (TPP) na proporgao volumétrica de 3 CS/MSA: 1 TPP.
Essa mistura foi agitada por 45 min em temperatura ambiente, obtendo-se uma
suspensao de nanoparticulas (NPs) contendo MSA na concentragéo final de 20 mM. Para
a produgéo das NP contendo glutationa reduzida (GSH) a 20 mM, seguiu-se 0 mesmo
procedimento, trocando-se o MSA pela GSH.

Pouco antes dos tratamentos, o MSA livre e as NP contendo MSA ou
GSH foram nitrosados pela adigdo de NaNO2 (20 mM) para formar o acido S-nitroso-
mercaptossuccinico livre (MSNO), NP de quitosana contendo o acido S-nitroso-
mercaptossuccinico (NP-MSNO) e NP de quitosana contendo S-nitrosoglutationa (NP-
GSNO), que permanecem 1 hora no escuro dentro da geladeira antes de serem
utilizados. Nanoparticulas de quitosana sem NO (NP) foram sintetizadas seguindo o
mesmo procedimento descrito sem a adigao do tiol.

A GSNO livre foi sintetizada conforme descrito por Silveira et al. (2016).
A GSH foi dissolvida em acido cloridrico (1 M) até atingir a concentracdo de 1,2 M.
Posteriormente, uma quantidade equimolar de nitrito de sédio (NaNOz2) foi adicionada a
solugao sob banho de gelo para nitrosar a GSH, seguido de agitagdo por 10 min. A GSNO
foi entdo precipitada pela adicdo de acetona, filtrada e lavada com agua fria e o sélido
obtido foi liofilizado por 24 h. Antes de ser utilizada, a GSNO permaneceu guardada a -

20°C, sendo diluida em agua pouco antes de sua utilizagéo.

3.3 MATERIAL BIOLOGICO E TRATAMENTOS

Para o experimento foram utilizadas sementes de trigo (Triticum aestivum
L.) utilizadas foram a cultivar RBO 303, disponibilizadas pela empresa Tamona. O lote
apresentava peso médio de 100 sementes de 4 g.

Foi realizada a verificagdo do teor de umidade (11%), com a retirada de
uma amostra de 50 g, de acordo com o método da estufa a 105 + 3 °C, descrito nas
Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 2009). As sementes remanescentes foram
mantidas em camara fria (10 °C e 40% de umidade relativa) e retiradas conforme a
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necessidade.

Os tratamentos de sementes foram: nanoparticulas de quitosana
contendo S-nitroso-mercaptossuccinico (NP-MSNO), nanoparticulas de quitosana
contendo S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), acido S-nitroso-mercaptossuccinico livre
(MSNO), S-nitrosoglutationa livre (GSNO), nanoparticulas de quitosana sem doador de
NO (NP), a agua destilada (AGUA) e um controle sem priming (SP).

Em todos os experimentos, as sementes passaram por pré-tratamento
(priming) com as formulagdes citadas anteriormente (exceto o controle SP). Elas foram
tratadas por embebigao calculada, utilizando um volume da formulagao suficiente para
que a umidade das sementes aumentasse para 25% (2,2 mL de formulagdo por
tratatamento de 200 sementes). As sementes foram acondicionadas em potes plasticos
herméticos de 50 mL, sob agitacdo continua durante 6 h a 200 rom em um agitador
circular horizontal TS-2000A (Benchmark, Edison, NJ, EUA).

A umidade apds a embebigao foi aferida com medidor de umidade de
sementes portatil G650i, garantindo que a umidade de 25% foi atingida. Posterior a

absorcao das formulagdes, as sementes foram secas a temperatura ambiente por 12h.

3.4 CURVA DE DOSE RESPOSTA Dos DOADORES DE NO NANOENCAPSULADOS

No ensaio de curva de dose resposta de doador de NO encapsulado, se
utilizou um delineamento inteiramente causualizado (DIC) com quatro repeticbes para
cada doador naencapsulado. As doses de NP-MSNO e NP-GSNO foram: 0; 62,5; 125;
250, 500 e 1000 pM e a deficiéncia hidrica foi proporcionada por um potencial osmatico
de -0,4 MPa (escolhido com base na literatura visando um estresse moderado no trigo),
obtido através da solugao contendo o polietileno glicol (PEG-6000).

O preparo da solucdo de PEG 6000 foi determinada de acordo com a
equacao proposta por Michel e Kaufmann (1973), bem como pelos procedimentos
empregados por Braccini et al. (1996), Teixeira et al. (2008), Vieira et al. (2013) e
Machado (2014), de acordo com a férmula a seguir:

wos=-(1,18x10-2)C-(1,18x10-4)C 2 + (2,67 x 10-4) CT + (8,39 x
10-7) C 2T Onde:

wos = potencial osmatico (bar);

C = concentragéo do agente osmotico (gramas de PEG 6000 L-1 de
agua);

T = temperatura (° C)

O teste de germinagdo foi realizado com substratos do tipo papel
Germitest®, no qual foram dispostas 50 sementes em cada repeticdo. Esse papel foi



39
umedecido na proporcao de 2,5 vezes a massa do papel seco com a solugao de PEG-

6000. Os rolos de papel foram acondicionados em sacos plasticos, mantidos em camara
BOD, na posicao horizontal, a 20 °C e fotoperiodo de 12 h.

A avaliagcdo de germinagédo se deu no oitavo dia apds os tratamentos,
com a contabilizagdo das plantulas normais para obtengcdo da porcentagem de
germinacgao (total de sementes utilizadas dividida pela quantia de plantulas normais vezes
100). Em conjunto com o teste de germinagéo, no quarto dia, houve a primeira contagem
de germinagao (vigor de plantulas) e os resultados expressos em porcentagem de
plantulas normais (BRASIL, 2009).

De acordo com as Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 2009),
sao consideradas normais as plantulas intactas, com pequenos defeitos ou infeccbes
secundarias. As plantulas anormais serdo aquelas que se apresentarem danificadas,
deformadas, deterioradas ou com outro defeito em parte aérea e raiz. As sementes que
nao apresentarem nenhum sinal de germinacao até o final do teste foram consideradas
mortas.

O comprimento e massas das plantulas foram obtidos no oitavo dia apos
os tratamentos. Com auxilio de uma régua milimetrada, as plantulas normais foram
avaliadas quanto a comprimento de raiz e parte aérea, expressos em cm. Apds as
medicdes, as mesmas foram pesadas para obtencdo de massa fresca, e colocadas em
estufa a 65 °C, por 72 h. Apds esse periodo, foram pesadas em balanga semianalitica
para determinacdo da massa seca. Para essas determinacgdes, se utilizaram 20 sementes
com quatro repeti¢gdes por tratamento, que seguiu a montagem e avaliagdo da mesma

forma que o teste de germinagéo.

3.5 PRIMING CoM DOADORES DE OxIDO NiTRICO NA GERMINAGAO DO TRIGO SEM DEFICIT
HiDRICO EM LABORATORIO

Com base nos resultados de curva de dose resposta, as formulacdes de
NP-MSNO, NP-GSNO, MSNO, GSNO e NP foram diluidas em agua destilada para obter
a concentragao de 500 pM do doador (que apresentou os melhores resultados no
processo de germinagao). O experimento se deu em DIC, com quatro repeti¢cdes. Os
tratamentos foram: NP-MSNO, NP-GSNO, MSNO, GSNO, NP e Agua, além do controle
SP. A montagem e avaliagdes de primeira contagem de germinagao, porcentagem de
germinagao total, comprimento e massa se deram da mesma forma que no item 3.4,

porém os papeis germitest foram umidecido somente com agua.
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3.6 PRIMING CoMm DoADORES DE OxIDo NiTRICO NA GERMINAGAO DO TRIGO CoM DEFICIT

HiDRICO EM LABORATORIO

O experimento com déficit hidrico se deu do mesmo modo que o do item
3.5, porém com o emprego do déficit hidrico de -0,4 MPa proporcionado pelo PEG-6000,
ja as analises de primeira contagem de germinagao, porcentagem de germinacgao total,
comprimento e massa seca foram feitas como no item 3.4.

Apos a desmontagem foram coletadas amostras de 0,05 g de plantulas
(mix de 50% parte aérea e 50% raiz) para determinacdo de teores de S-nitrosotiois
(RSNO), peroéxido de hidrogénio (H202) e peroxidacao lipidica (MDA), além de amostras
de parte aérea (100 mg) para dosagem de clorofilas totais. Em ambas as coletas, as
amostras foram imediamente imersas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até
a extragao para avaliagdes bioquimicas.

Também foram coletadas raizes para a realizacdo de avaliagdes
morfoldgicas, sendo: numero médios de raizes, diametro de raiz, incidéncia, comprimento
e quantidade média de pelos absorventes.

Para determinacgao dos niveis de S-nitrosotidis nas folhas e raizes, foram
obtidos extratos conforme o método proposto por Silveira et al. (2016). Cada amostra (50
mg) foi homogeneizada em 1 mL de tampéo fosfato (0,1 M, pH 7.4) na presenca de N-
etilmaleimida (NEM, 98%) e, posteriormente, levada a um processador ultrassénico por
10 minutos. Uma aliquota desse extrato foi adicionada a uma solugdo de cobre (Il) (Cu?*)
(0.1M) para permitir a quantificagcdo de NO liberado devido a decomposi¢cao do RSNO.
As medicdes foram realizadas com auxilio de um sensor especifico de 6xido nitrico ISO-
NOP 2 mm acoplado ao equipamento WPI TBR4100/1025, os dados foram comparados
com uma curva padrao obtida para GSNO.

O peroxido de hidrogénio (H202) e a peroxidagcéo lipidica foram
analisados como indicadores de estresse oxidativo. Para isso, foi utilizado 0,05 g do
material coletado (folha e raiz), que foram pulverizados com nitrogénio liquido e
homogeneizados com 1,4 mL de acido tricloroacético (TCA; 0,2%) diluido em metanol,
seguido de centrifugagdo a 13.700 x g, a 4°C por 5 min. O sobrenadante obtido foi
utilizado para dosar H202 com base na reagao Kl em tampao fosfato (ALEXIEVA et al.,
2001), enquanto o conteudo de malonaldeido (MDA, produto da peroxidagao lipidica) foi
medido com base na determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(CAMEJO, WALLIN e ENOJARVI, 1998).

Todos os valores foram expressos com base na massa seca; portanto,
foi realizada a corregdo através do peso seco equivalente ao peso fresco utilizado a

seqguinte férmula:
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(Massa fresca utilizada na analise X Massa seca)
Massa fresca da planta

Peso seco equivalente =

Os pigmentos fotossintéticos foram realizados com a coleta de 100 mg
de parte aérea, os quais foram macerados em nitrogénio liquido e armazenados em tubos
Falcon contendo 10 mL de solugao de acetona 80% (v/v) em tampéao fosfato de sédio 2,5
mM (pH 7,8), posteriormente esses tubos foram recobertos por papel aluminio,
centrifugados a 1800 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi separado e se realizaram as
leituras das absorbancias nos comprimentos de onda 663,2 e 646,8 nm no espectrometro
Genesys 10S UV-Vis (Thermo Scientific, Waltham, EUA). As concentragdes de clorofila
a, b e carotendides foram calculadas de acordo com as formulas de Lichtenthaler e
Buschmann (2001). Para o célculo do teor de clorofilas totais foi somado as clorofilas a e
b.

Com as raizes coletadas foi aferido, o nimero médio de raizes, utilizando
2 plantas por repeticdo (4 repeticdbes por tratamento). A contagem foi realizada
manualmente e os valores foram obtidos pela média das plantas avaliadas no
experimento (REMANS et al., 2012). Ja para obtengéo dos dados de microscopia de raiz,
foram coletadas 5 raizes finas de cada repeticdo, que foram fixadas em FAA
(formaldeido: acido acético: alcool etilico 70%, 5:5:90, v:v:v) com base na metodologia
de Zhang et al.(2005). Todas as analises foram feitas posicionando as raizes em uma
ldmina contendo interseccdes e observadas em fotomicroscopio (Carl Zeiss EL e
Einsatze Zeiss Primo Star), com aumento de 100x. Para mensuracao de incidéncia de
pelos radiculares, foi utilizado o método de linha de grade, no qual registou sua presenca
ou auséncia em 100 cruzamentos de raizes.

Por fim o didametro de raizes e comprimento de pelos absorventes, foram
avaliados trés pontos diferentes de 20 segmentos de raizes por amostra, as medidas
foram realizadas no fotomicroscoépio contendo uma régua graduada. Por fim, a
quantidade de pelos por milimetro quadrado foi mensurada através da contabilizacdo do
numero de pelos absorventes presentes nessa area, avaliando 25 pontos por repeticao
(ZHANG et al., 2005).

3.7 PRIMING Com DoADORES DE OxIDO NiTRICO NA EMERGENCIA DE PLANTULAS DE TRIGO
Cowm E SEM DEFICIT HiDRICO EM CASA DE VEGETACAO
Foram realizados dois experimentos em casa de vegetacdo, sendo um

com submissdo das plantas a deficiéncia hidrica e outro em capacidade de campo.
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Ambos seguiram o delineamento em blocos inteiramente causualisado (DBC) com quatro

repeticdes e quatro plantas cada vaso, seguindo os mesmos tratamentos do item 3.5.

Durante todo o experimento, as plantas foram mantidas sob
sombreamento parcial (50%) e condigbes naturais de temperatura. A semeadura foi
realizda no dia 12 de novembro, a primeira desmontagem no dia 26 de novembro (sem
déficit hidrico), e a segunda desmontagem no dia 19 de dezembro de 2022 (com déficit
hidrico). Durante esse periodo, a média de temperatura e precipitagdo foram de 24 °C
(Figura 1).

Figura 1 - (A) Precipitacdo média do més de novembro (mm), (B) temperatura média (°C)
do més de novembro, (C) precipitagdo média do més de dezembro (mm) e (D)
temperatura média (°C) do més de dezembro. Os dados séo referentes ao periodo de

experimento em casa de vegetagao (novembro e dezembro de 2022).

@~ Precipitacio Total Mensal - Novembro/2022(“ml) A @~ Temperatura Média Mensal - Novembro/2022 B
» 500 »

IDR-Parand

@~ Precipitaciao Total Mensal - Dezembro/2022 Cc @~ Temperatura Média Mensal - Dezembro/2022 D
» »

IDR-Parana 5 IDR-Parana

Fonte: IDR (2023).

Em ambos os experimentos, foram semeadas oito sementes de trigo em
cada copo de isopor (15,2 cm de altura x 12,2 cm de didmetro) preenchido com 900 g de
solo. O raleio foi feito apds a emergéncia, deixando o vaso com quatro plantulas de trigo
como unidade experimental (4 repeticées). Quando as plantulas atingiram o estadio de
crescimento com 3 folhas abertas (estagio vegetativo), foram realizadas as analises de
condutancia estomatica e indice SPAD (Soil Plant Analysis Development) e

sequencialmente desmontados (condigao sem déficit hidrico).
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No experimento com déficit hidrico, ao atingirem 3 folhas totalmente

expandidas (estagio vegetativo), o solo foi irrigado de forma a atingir a capacidade de
campo e na sequéncia o suprimento de agua foi cessado. A suspensdo da rega se
manteve até o completo enrolamento das folhas e estabelecimento da murcha
permanente, que se deu com 23 dias de déficit hidrico (30 dias apds a emergéncia) e
senquencialmente foi feita a desmontagem. O avango do estresse foi acompanhado
diariamente através de parametros visuais de murcha e pesagem de vasos. Os vasos
foram pesados diariamente e a transpiracdo estimada pela variagdo de massa do vaso
com planta subtraida da reducéo de massa em vasos sem plantas (evaporagao).

No 27 apds a emergéncia foram realizadas as analises de condutancia
estomatica e indice SPAD (Soil Plant Analysis Development). A condutancia estomatica
foi mensurada com auxilio do porébmetro SC — 1, utilizando 2 plantas por vaso e 4 vasos
por tratamento. A medida foi feita na face abaxial da segunda folha de cima para baixo
na distancia de 10 cm da base.

Para o indice SPAD (que se relaciona com o teor de clorofilas) foi
avaliado com o medidor portatil SPAD-502, utilizando duas folhas de cada vaso (segunda
totalmente expandida de baixo para cima). Apos a desmontagem dos vasos, as raizes
foram lavadas em agua corrente. Utilizaram-se 2 plantas por vaso para as seguintes
medicdes: comprimento de parte aérea, comprimento de raiz, massa seca de parte aérea,
massa seca de raiz, area foliar e microscopia. Outras 2 plantas foram destinadas para a
coleta de amostras de folhas para analises de conteudo relativo de agua, peroxidagao
lipidica e contetdo de H20:.

Apos a demontagem dos vasos foram menssuradas area foliar,
comprimento e massa seca de parte aére e raiz, utilizando 2 plantas por vaso e quatro
repeticdes por tratamento. A parte aérea das plan tas de trigo também foram utilizadas
para o calculo de area foliar (AF), a qual foi mensurada utilizando um medidor de area
foliar portatil LI-3000C (LI-COR® Biosciences, Lincoln, EUA). Folhas de duas plantas de
cada vaso do experimento foram destacadas e mensuradas para obtengdao da média
expressa em cm?. Por fim, as plantas utilizadas para avaliagdo dos comprimentos tiveram
suas partes separadas, levadas a estufa a 60 °C por 72 h e pesadas com auxilio de
balanca semianalitica para obtencdo da massa seca.

Também foram coletadas parte aérea para o conteudo relativo de agua
na folha (CRA), que se deu pela coleta de 0,1 g de folha ao final do experimento.
Posteriormente essa massa foliar foi imersa por 24 h em agua destilada e pesada para
determinacao da massa turgida. Por fim, a massa seca se deu apds secagem das folhas
a 60 °C por 72 h. O CRA foi calculado pela equagao de diferenga de massas (DO CARMO
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et al., 2021).

O caélculo do CRA (%) foi feito da seguinte forma:

CRA(%) = Massa fresca - massa seca X 100
° Massa turgida - massa seca

Apos a

desmontagem dos experimentos em casa de vegetagao foram

Durante a desmongem também foi realizada a coleta coletadas amostras
de 0,05 g de parte aérea e de raiz para determinagao de teores de S-nitrosotidis (RSNO),
peroxido de hidrogénio (H202) e peroxidacéo lipidica (MDA) de parte aérea e de raiz. Em
ambas as coletas, as amostras foram imediamente imersas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80 °C até a extracao para avaliagdes bioquimicas as quais se deram da
mesma forma que no item 3.6.

Também foram coletadas raizes para a realizacdo de avaliagdes
morfolégicas, sendo: numero médios de raizes, didmetro de raiz, incidéncia,

comprimento e quantidade média de pelos absorventes igualmente descrito no item 3.6.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade e a homogeneidade das variancias dos dados foram
verificadas usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente, utilizando-se o
programa SISVAR. Os dados percentuais foram previamente transformados em arcsen
v (x / 100). Os dados foram submetidos a uma ANOVA (andlise de variancia). Para a
analise das curvas de dose resposta, foi realizada uma regressao polinomial. Os demais
dados foram submetidos a comparacao de médias pelo teste de Scott Knott quando

necessario (P < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 CURVA DOSE RESPOSTA DOs DOADORES NO NANOENCAPSULADOS

Os resultados da curva de dose-resposta para os parametros primeira
contagem de germinagao estdo presentes na Tabela 2, porcentagem de germinacéo,
comprimento e massa seca de parte aérea e raiz, nas concentragdes 0; 62,5; 125; 250,
500 e 1000 uM de NP-MSNO e NP-GSNO.

Para o tratamento com NP-MSNO, os dados aumentaram em 24,5%;
16,25%; 1 cm e 2,6 cm para primeira contagem de germinagdo, porcentagem de
germinagao, comprimento de parte aérea e comprimento de raiz, respectivamente. Ja
com NP-GSNO, os valores foram elevados em 15,5%; 8,5%; 1,2 cm e 2 cm para o0s
mesmos parametros.

Também pode-se observar na Tabela 2 os valores do ponto maximo da
curva, o qual representa a melhor dose a ser aplicada. Esses valores ficaram em torno

de 500 uM para ambas as formulagdes testadas.
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Tabela 2 — Porcentagem de germinacéo total, primeira contagem de germinacao, comprimento da parte aérea e da raiz e massa seca

da parte aérea e da raiz de trigo da cultivar RBO 303 em fungéo da dose de doadores de 6xido nitrico nanoencapsulados.

Doadores uM

0 62,5 125 250 500 1000 Equacgbes de Regressao R? Max CV%

Primeira contagem de germinacgao (%)
NP-MSNO 57,5 52 55,5 56,25 82 62 y = -7TE-05x? + 0,0791x + 49,843  58% 565 3,89
NP-GSNO 57 53,75 59,5 68 72,5 60 y = -6E-05x? + 0,0675x + 53,498  88% 262 6,65
Germinacéo (%)
NP-MSNO 71,25 65 70 72 87,5 75 y = -5E-05x? + 0,0574x + 65,295  64% o574 3,93
NP-GSNO 715 71,75 73,5 75,25 80 71 y = -3E-05x? + 0,0327x + 70,33 91% 545 5,96
Comprimento de parte aérea (cm)

NP-MSNO 4,39 4,21 4,29 4,73 5,39 4,9 y = -3E-06x? + 0,0035x + 4,116 81% 583 9,57
NP-GSNO 4.4 5,28 5,2 5,43 5,67 5 y = -4E-06x? + 0,0039x + 4,7083  77% 487 5,48

Comprimento de raiz (cm)

NP-MSNO 11,34 12,61 12,78 13,16 14 12,5 y=-8E-06x2+0,0085x + 11,699  90% 531 7,55
NP-GSNO 11,25 11,47 11,56 11,58 13,23 11,07 y=-6E-06x%+0,0066x + 10,984  72% 550 4,73

Massa seca de parte aérea (mg/planta)

NP-MSNO 3,3 3,5 3,8 4,7 4,8 3,5 y = -6E-06x? + 0,0063 + 3,24 94% 525 13,77
NP-GSNO 3,3 3,9 4.2 4,5 4,7 3,5 y = -5E-06x? + 0,0051x + 3,53 94% 510 11,49
Massa seca de raiz (mg/planta)

NP-MSNO 3,6 3,4 4,1 4,5 4,9 3,7 y = -6E-09x? + 0,0058x + 3,41 92% 483 7,55
NP-GSNO 3,6 3,8 4.1 4,3 4,8 3,4 = -5E-06x? + 0,0048x + 3,57 96% 480 8,35

Os dados de cada doador foram avaliados separadamente: nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico (NP-MSNO) ou S-
nitrosoglutationa (NP-GSNO). Fonte: O préprio autor (2023). Os dados representam médias (n = 4).
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De forma geral, é possivel verificar uma elevagao gradual ao aumentar

da dosagem de 0 para 500 uM, seguido de uma tendéncia de queda a partir de 1000 pM,
em ambos os doadores nanoencapsulados (Figuras 2 e 3). Dessa forma, a analise dos
graficos permitiu estabelecer 500 pM como a dosagem o6tima para os demais

experimentos.

Figura 2 - Efeito do priming com diferentes doses de nanoparticulas de quitosana
contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico (NP-MSNO) sobre (A) primeira contagem
de germinagao, (B) porcentagem de germinagao total, (C) comprimento da parte aérea,
(D) comprimento da raiz, (E) massa seca da parte aérea e (F) massa seca da raiz de

plantulas de trigo da cultivar BRO 303. Os dados representam médias (n = 4).
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Figura 3 - Efeito do priming com diferentes doses de nanoparticulas de quitosana

contendo S-nitrosoglutationa (NP-GSNO) sobre (A) primeira contagem de germinacéo,
(B) porcentagem de germinagéo total (C) comprimento da parte aérea, (D) comprimento
da raiz, (E) massa seca da parte aérea e (F) massa seca da raiz (F) de plantulas de trigo

da cultivar BRO 303. Os dados representam médias (n = 4).
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Fonte: O proprio autor (2023).

4.2 EFEITO DO PRIMING NA GERMINAGCAO DO TRIGO EM LABORATORIO SEM DEFICT HIDRICO
Os resultados dos diferentes primings na condigdo sem déficit hidrico
(Tabela 3) mostram que os parametros porcentagem de germinagdo e massa seca de
raiz ndo se diferiram entre os tratamentos. Os doadores livres nanoencapsulados
induziram acréscimos na primeira contagem de germinagao e massa seca de parte aérea
se comparados ao controle sem priming e com agua, enquanto apenas o0s
nanoencapsulados elevaram os comprimentos de parte aérea e raiz quando comparados

aos doadores livres e os controles.
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Tabela 3 - Primeira contagem de germinacéao (PC), porcentagem de germinagéao total (G), comprimento de parte aérea (CPA) e da raiz (CR)

,massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR) de plantulas de trigo da cultivar RBO 303 em fungédo dos primings com
nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico (NP-MSNO) ou S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), doadores livres acido
S-nitroso-mercaptosuccinico (MSNO) e S-nitrosoglutationa (GSNO), nanoparticulas de quitosana vazias (NP) e agua (AGUA), além do controle

sem priming (SP) sem déficit hidrico.

Tratamentos PC (%) G (%) CPA (cm) CR (cm) MSPA (mg/planta) MSR (mg/planta)

SP 77,5B 95,5 A 8,1C 10,2 B 51B 51A
AGUA 82,5B 96,5 A 8,1C 10,5B 51B 55A
NP 90,3 A 98 A 79C 11,7 A 5B 54 A
MSNO 89 A 915A 7,7C 11,1B 55A 49 A
NP-MSNO 87 A 95,5 A 95A 11,5A 5,6 A 4,7 A
GSNO 88 A 97,5 A 8,6 B 11,1 B 56 A 58A
NP-GSNO 90 A 98,5 A 92A 12,3 A 6,1A 51A
CV (%) 4,4 3,5 5,4 5,8 8,4 12,6

Médias (n = 4) seguidas por uma mesma letra nas colunas n&o diferem de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05). *CV= Coeficiente de variagdo. Fonte: O prdprio
autor (2023).
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4.3 EFEITO DO PRIMING NA GERMINACAO DO TRIGO EM LABORATORIO CoM DEFICT HIDRICO

Sementes tratadas com NP-MSNO e NP-GSNO, quando submetidas ao
estresse hidrico, apresentaram dados de primeira contagem de germinagéao,
porcentagem de germinagédo e comprimento de raiz superiores quando comparados aos
demais tratamentos (Tabela 4). Nota-se que o efeito de NP-MSNO na primeira contagem
de germinacao e porcentagem de germinagao foi maior que o de NP-GSNO.

Todos os primings realizados levaram a incremento nos parédmetros de
vigor e crescimento se comparados ao controle SP. Todas as formulagdes testadas
levaram a um aumento de pelo menos 1 mg na massa seca de parte aérea e raiz em
relacdo ao controle sem priming e o tratamento com agua. Quanto ao teor de clorofila
total, as formulacées NP-GSNO e NP-MSNO se destacaram ao levar a um incremento

mais significativo, com teores 2 vezes maior quando comparados ao controle SP.
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Tabela 4 - Primeira contagem de germinagao (PC), porcentagem de germinacgao de sementes (G), comprimento de parte aérea (CPA) e da raiz

(CR) ,massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR) e Teor de clorofila totais (Clor Total) de plantulas de trigo da cultivar RBO
303 em fungado dos primings com nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico (NP-MSNO) ou S-nitrosoglutationa
(NP-GSNO), doadores livres acido S-nitroso-mercaptosuccinico (MSNO) e S-nitrosoglutationa (GSNO), nanoparticulas de quitosana vazias

(NP) e agua (AGUA), além do controle sem priming (SP) com déficit hidrico.

Tratamentos PC (%) G (%) CPA (cm) CR(cm) (mgnlizﬁta) MSR (mg/planta) Clor Total (ug/g MS)
SP 53D 70,5D 3,5D 10,5D 3B 32B 727,3 B
AGUA 59 C 71D 45C 11,4 C 32B 3,5B 1511,03 B
NP 44 E 76,5C 52A 12,7B 45A 39A 981,20 B
MSNO 59 C 74 C 53A 13,3B 45A 41A 1191,94 B
NP-MSNO 82 A 87 A 53A 13,9 A 4,7 A 41A 1972,08 A
GSNO 58,5C 72D 4,8B 129B 4,4 A 4,4 A 1322,22 B
NP-GSNO 71,5B 82,5B 54 A 13,6 A 4,7 A 4,3 A 2640,49 A
CV (%) 3,8 3,9 4,6 3,5 4,5 8,3 40,3

Médias (n = 4) seguidas por uma mesma letra nas colunas nao diferem de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05). *CV= Coeficiente de variagdo. Fonte: O proprio
autor (2023).
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Os tratamentos NP-GSNO e NP-MSNO incrementaram a incidéncia de
pelos absorventes das raizes, diametro médio de raizes, comprimento e quantidade
média de pelos absorventes de 14,5%, 25,4 um, 68,1 um e 2 mm?2, respectivamente, para
o NP-MSNO, e 14,6%, 38,9 um, 91 um e 2,6 mm?, respectivamente, para o NP-GSNO,
em relagao ao controle SP (Tabela 5).

Outro tratamento que se destacou foi o GSNO, que elevou em 20,9 pm,
76,7 um e 2 mm? os parametros didmetro médio de raizes, comprimento e quantidade
média de pelos absorventes, respectivamente, em relagao ao controle SP.

Também €& possivel observar que nao houve diferenca entre os
tratamentos para o numero de raizes e que, para o comprimento de pelos absorventes,

todos os primings tiveram efeito positivo em relagdo ao SP e agua.

Tabela 5 - Numero de raizes (NR), incidéncia de pelos absorventes das raizes (IC),
didmetro médio de raizes (DM), comprimento (CP) e quantidade média de pelos
absorventes (QMP) de pléantulas de trigo da cultivar RBO 303 em fung¢do dos primings
com nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico (NP-
MSNO) ou S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), doadores livres acido S-nitroso-
mercaptosuccinico (MSNO) e S-nitrosoglutationa (GSNO), nanoparticulas de quitosana

vazias (NP) e agua (AGUA), além do controle sem priming (SP) com défict hidrico.

Tratamentos NR IC (%) DM (um) CP (um) QMP (mm?)

SP 41 A 78,8 C 374,3 B 1355C 55B
AGUA 42 A 87,4 B 365,2B 164,3 B 6,5B
NP 4,2 A 89,5B 393,2 A 206,5 A 75A
MSNO 4.2 A 83,3C 381,6 B 204 A 6,5B
NP-MSNO 41 A 934 A 399,7 A 203,6 A 75A
GSNO 43 A 86,3 B 3952 A 2122 A 7,5A
NP-GSNO 44 A 93,3 A 413,2 A 226,5 A 8,1A
CV (%) 6 4,2 4.1 6,4 12,4

Médias (n = 4) seguidas por uma mesma letra nas colunas nao diferem de acordo com o teste de Scott-
Knott (p<0,05). *CV= Coeficiente de variagdo. Fonte: O proprio autor (2023).
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Nos paradmetros bioquimicos NP-GSNO e NP-MSNO foram os unicos

tratamentos a levarem a uma reducao significativa dos teores de peréxido de hidrogénio
(4,3 e 5 ymol g' MS respectivamente), além de acréscimos de 2817 e 2803 nmol g' MS
nos valores de RSNO e 14,7 e 8,1% de conteudo relativo de agua com relagédo ao controle
SP (Figura4 A, 4 C e 4 D). Ja para a peroxidacgao lipidica, tanto o SP como o priming
com agua tiveram maiores valores com relagdo aos demais (9,45 e 8,18 umol g g* MS,
respectivamente), indicando que houve o efeito protetor de todas as formulagdes testadas
(Figura 4 B).

Ao se observar a figura 5, pode-se visualizar o efeito positivo dos
diferentes primings na germinacéo e vigor das plantulas apos sete dias. Destacam-se os
tratamentos NP-MSNO e NP-GSNO (Figuras 5 C e 5 D), apresentando maior

comprimento tanto de raiz como parte aérea.

Figura 4 - (A) Conteudo de peroxido de hidrogénio, (B) peroxidacao lipidica, (C)
nitrosotiois e (D) conteudo relativo de agua de plantulas de trigo da cultivar RBO 303 em
funcdo dos primings com nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-
mercaptosuccinico (NP-MSNO) ou S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), doadores livres acido
S-nitroso-mercaptosuccinico (MSNO) e S-nitrosoglutationa (GSNO), nanoparticulas de
quitosana vazias (NP) e agua (AGUA), além do controle sem priming (SP) com déficit
hidrico. Médias seguidas por mesma letra nas colunas n&o diferem de acordo com o teste
de Scott-Knott (p<0,05). Os dados sdo médias + erro padrao (n = 4).
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Figura 5 - Plantulas provenientes dos tratamentos com diferentes primings de sementes
de trigo. (A) Agua, (B) Controle sem priming, (C) Nanoparticulas de quitosana contendo
acido S-nitroso-mercaptosuccinico, (D) Nanoparticulas de quitosana contendo S-
nitrosoglutationa, (E) Acido S-nitroso-mercaptosuccinico livre, (F) S-nitrosoglutationa livre

e (G) Nanoparticula de quitosana sem doador de NO.

Fonte: O proprio autor (2022).

4.4 EFEITO DO PRIMING EM PLANTAS DE TRIGO EM CASA DE VEGETAGAO SEM DEFICT
HibRrRiCcO
Quando as plantas de trigo submetidas aos tratamentos com priming
foram mantidas em situagédo de capacidade de campo em casa de vegetacgao, elas ndo
apresentaram diferenga significativa para os parametros massa seca de parte aérea,
massa seca de raiz, comprimento de parte aérea e de raiz, com médias de 33,7 mg, 16,4
mg, 21,12 cm e 29,5 cm, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6 - Massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR), comprimento
de parte aérea (CPA e raiz (CR) de plantulas de trigo da cultivar RBO 303 em fungéo dos
primings com nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico
(NP-MSNO) ou S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), doadores livres &acido S-nitroso-
mercaptosuccinico (MSNO) e S-nitrosoglutationa (GSNO), nanoparticulas de quitosana
vazias (NP) e agua (AGUA), além do controle sem priming (SP), em casa de vegetagao

sem déficit hidrico.

Tratamentos MSPA (mg/planta)  MSR (mg/planta) CPA (cm) CR (cm)

SP 34 A 14 A 20,62 A 23,12 A
AGUA 36 A 16 A 22 A 25,75 A
NP 34 A 14 A 19,50 A 24,87 A
MSNO 33A 18 A 22,25 A 25,37 A
NP-MSNO 32A 17 A 21,62 A 27,50 A
GSNO 35A 18 A 20,87 A 26,37 A
NP-GSNO 32A 18 A 21,12 A 28,87 A
CV (%) 24,12 30,56 6,69 12,63

Médias (n = 4) seguidas por mesma letra nas colunas nao diferem de acordo com o teste de Scott-Knott
(p<0,05). Fonte: o préprio autor.

O numero médio de raizes por planta e a incidéncia de pelos absorventes
também ndo variaram entre os tratamentos, com médias de 5,15 e 49,15%,
respectivamente. O tratamento NP-GSNO demonstrou maior quantidade média de pelos
absorventes quando comparado aos demais tratamentos, com valor de 7,2 mm-2 (Tabela
7).

O didmetro da raiz e o comprimento dos pelos absorventes foram
afetados por todos os doadores (livres e nanocapsulados), levando a um aumento nesses

parametros em relagdo ao controle SP e AGUA (Tabela 7).
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Tabela 7 - Numero (NR) de raizes, incidéncia de pelos absorventes das raizes (IC),
diametro médio de raizes (DM), comprimento (CP) e quantidade média de pelos
absorventes (QMP) de pléantulas de trigo da cultivar RBO 303 em fungdo dos primings
com nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico (NP-
MSNO) ou S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), doadores livres acido S-nitroso-
mercaptosuccinico (MSNO) e S-nitrosoglutationa (GSNO), nanoparticulas de quitosana
vazias (NP) e agua (AGUA), além do controle sem priming (SP), em casa de vegetagéo

sem déficit hidrico.

Tratamentos NR IC (%) DM (um) CP (um) QMP (mm?)
SP 45A 352 A 471 B 135B 42C
AGUA 4,7 A 46,5 A 465 B 164 B 42C
NP 4,7 A 46,7 A 493 A 221 A 4,7C
MSNO 57A 45,5 A 490 A 201 A 4C
NP-MSNO 51A 50,5 A 501 A 199 A 5,6B
GSNO 57A 57 A 496 A 229 A 53B
NP-GSNO 55A 62,7 A 512 A 226 A 7,2A
CV (%) 14,07 15,8 3,14 12,56 8,97

Médias (n = 4) seguidas por mesma letra nas colunas n&o diferem de acordo com o teste de Scott-Knott
(p<0,05). Fonte: O proprio autor (2023).

Os dados obtidos nos parametros condutancia estomatica, area foliar,
indice SPAD e conteudo relativo de agua (Figura 6 A, 6 B, 6 C e 6D) demonstram que
nao houve diferenca significativa entre os tratamentos, com médias de 43,5 mmol m-?s-

19,1 cm?; 28,1 e 66,4% respectivamente.



57

Figura 6 - (A) Condutancia estomatica, (B) area foliar, (C) indice SPAD e (D) conteudo
relativo de agua de plantulas de trigo da cultivar RBO 303 em fung&o dos primings com
nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico (NP-MSNO) ou
S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), doadores livres acido S-nitroso-mercaptosuccinico
(MSNO) e S-nitrosoglutationa (GSNO), nanoparticulas de quitosana vazias (NP) e agua
(AGUA), além do controle sem priming (SP), em casa de vegetacdo sem déficit hidrico.
Médias seguidas por mesma letra nas colunas ndo diferem de acordo com o teste de

Scott-Knott (p<0,05). Os dados sdo médias * erro padrao (n = 4).
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Fonte: O proprio autor (2023).

Nas analises bioquimicas das folhas as plantas sem déficit hidrico (Figura
7), todos os tratamentos com nanoparticulas levaram a uma redugao no conteudo de
peréxido de hidrogénio, porém nao houve diferenga significativa quanto a peroxidagao
lipidica. Os tratamentos NP-MSNO, GSNO e NP-GSNO também induziram um
incremento nos teores de RSNOs, sendo que NP-GSNO apresentou os maiores teores
comparados aos demais (Figura 7A, 7C e 7E).

As mesmas anadlises, quando realizadas na raiz, apresentaram os
maiores conteudos de peroxido de hidrogénio e peroxidacgao lipidica para os tratamentos
com agua e o controle sem priming. Com relagao aos teores de tiéis RSNOs nas raizes,
todos os tratamentos mostraram elevagdo comparado ao priming com agua e o controle
SP, com destaque novamente ao NP-GSNO que apresentou o maior valor (Figura 7B,
7D e 7F).
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Nas figuras 8 e 9, é possivel visualizar as plantas de trigo tratadas nos

vasos e desmontadas, respectivamente, permitindo observar a manutengéo no padréo

visual das plantas mesmo com os diferentes tratamentos realizados nas sementes.

Figura 7 - (A) Conteudo de peréxido de hidrogénio (H202) em parte aérea, (B) conteudo
de perdxido de hidrogénio (H202) na raiz, (C) nitrosotidis (RSNO) em parte aérea, (D)
nitrosotidis (RSNO) na raiz, (E) peroxidacao lipidica (MDA) em parte aérea e (F)
peroxidacao lipidica (MDA) na raiz de plantulas de trigo da cultivar RBO 303 em fungao
dos primings com nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-
mercaptosuccinico (NP-MSNO) ou S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), doadores livres acido
S-nitroso-mercaptosuccinico (MSNO) e S-nitrosoglutationa (GSNO), nanoparticulas de
quitosana vazias (NP) e agua (AGUA), além do controle sem priming (SP), em casa de
vegetacao sem déficit hidrico. Médias seguidas por mesma letra nas colunas nao diferem
de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05). Os dados sdo médias + erro padréao (n =
4).
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Fonte: O proprio autor (2023).
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Figura 8 - Vasos do experimento em casa de vegetacdo sem déficit hidrico, provenientes
dos diferentes tratamentos das sementes: (A) Agua, (B) Controle sem priming, (C)
Nanoparticulas de quitosana contendo &cido S-nitroso-mercaptosuccinico, (D)
Nanoparticulas de quitosana contendo S-nitrosoglutationa, (E) Acido S-nitroso-
mercaptosuccinico livre, (F) S-nitrosoglutationa livre e (G) Nanoparticula de quitosana

sem doador de NO.
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Fonte: O préprio autor (2022).
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Figura 9 - Plantas do experimento em casa de vegetagdo sem déficit hidrico,

provenientes dos diferentes tratamentos das sementes: (A) Agua, (B) Controle sem
priming, (C) Nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico,
(D) Nanoparticulas de quitosana contendo S-nitrosoglutationa, (E) Acido S-nitroso-
mercaptosuccinico livre, (F) S-nitrosoglutationa livre e (G) Nanoparticula de quitosana

sem doador de NO.

Fonte: O préprio autor (2023).
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4.5 EFEITO DO PRIMING EM PLANTAS DE TRIGO EM CASA DE VEGETACAO CoM DEFICT HIDRICO

Ao avaliar as plantas de trigo submetidas ao déficit hidrico em casa de
vegetacgao, é possivel verificar que os tratamentos nao diferiram em massa seca de parte
aérea, massa seca de raiz e comprimento de parte aérea, com médias de 46 mg, 27,2
mg e 21,1 cm entre tratamentos (Tabela 8).

Quanto ao comprimento de raiz, todos os primings tiveram acréscimo nesse
parametro se comparados ao controle e ao priming com agua. Além disso, os doadores
de NO nanoencapsulados (NP-GSNO e NP-MSNO) mostraram as maiores elevagdes em

relacédo a todos os tratamentos para o comprimento de raiz (Tabela 8).

Tabela 8 - Massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR), comprimento
de parte aérea (CPA) e raiz (CR) de plantulas de trigo da cultivar RBO 303 em fungéo
dos primings com nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-
mercaptosuccinico (NP-MSNO) ou S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), doadores livres acido
S-nitroso-mercaptosuccinico (MSNO) e S-nitrosoglutationa (GSNO), nanoparticulas de
quitosana vazias (NP) e agua (AGUA), além do controle sem priming (SP), em casa de

vegetagdo com déficit hidrico.

Tratamentos MSPA MSR CPA CR
(mg/planta) (mg/planta) (cm) (cm)
SP 33A 19,5A 19,3 A 19,1C
AGUA 41 A 222 A 20,7 A 23,1C
NP 36 A 26,5A 21,1A 25,5B
MSNO 43 A 27,2 A 20,5A 27,1 B
NP-MSNO 42 A 32,2A 228 A 33A
GSNO 42 A 26,5A 20,5A 26,6 B
NP-GSNO 43 A 36,2 A 23,3A 35A
CV (%) 24,56 25,91 10,18 11,6

Médias (n = 4) seguidas por mesma letra nas colunas n&o diferem de acordo com o teste de Scott-Knott
(p<0,05). Fonte: O proprio autor (2023).

O numero de raizes por planta nao diferiu entre os tratamentos testados
(Tabela 9). Porém, ao observar o didametro médio das raizes e o comprimento dos pelos
absorventes, o priming com agua e o controle SP mostraram menores valores
comparados aos demais (Tabela 9).

O priming de sementes com NP-GSNO levou aos maiores valores na
incidéncia e na quantidade média de pelos absorventes de raiz em relagdo aos outros
primings, com acréscimo de 39,5% na incidéncia de pelos e 3,6 mm™ na quantidade

média de pelos absorventes em relagdo ao controle SP (Tabela 9).
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Tabela 9 - Numero (NR) de raizes, incidéncia de pelos absorventes das raizes (IC),
diametro médio de raizes (DM), comprimento (CP) e quantidade média de pelos
absorventes (QMP) de pléantulas de trigo da cultivar RBO 303 em fungdo dos primings
com nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico (NP-
MSNO) ou S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), doadores livres acido S-nitroso-
mercaptosuccinico (MSNO) e S-nitrosoglutationa (GSNO), nanoparticulas de quitosana
vazias (NP) e 4gua (AGUA), além do controle sem priming (SP), em casa de vegetagao

com déficit hidrico.

Tratamentos NR IC (%) DM (um) CP (pm) (rQnI\rnnE)
SP 45A 48,2 B 371B 195B 35C
AGUA 4,7 A 48,7 B 365 B 224 B 45C
NP 4,7 A 54 B 393 B 281 A 528B
MSNO 57A 50 B 384 A 261 A 53B
NP-MSNO 51A 57,2B 401 A 259 A 6 B
GSNO 57A 51B 396 A 289 A 56B
NP-GSNO 55A 87,7 A 412 A 286 A 71A
CV (%) 14 15,4 3,9 9,6 13

Médias (n = 4) seguidas por mesma letra nas colunas néo diferem de acordo com o teste de Scott-Knott
(p<0,05). Fonte: O proprio autor (2023).

Ao observar a Figura 10, é possivel verificar que os parametros
fisiolégicos foram afetados pelo priming das sementes. Para o conteudo relativo de agua
nas folhas, todos os tratamentos mostraram maior valor em comparagao ao controle SP.
Todavia, o efeito dos doadores de NO nanoencapsulados foi maior que o dos doadores
livres, os quais por sua vez foram mais efetivos que os primings com NP e agua (Figura
10 D).

Para a conduténcia estomatica e indice SPAD, todos os tratamentos
testados foram superiores ao priming com agua e ao controle SP. Os primings com NP-
MSNO, NP-GSNO e GSNO tiveram maiores indices SPAD, ao passo que NP-GSNO

apresentou maior condutancia estomatica em relacao aos demais (Figura 10 A e 10 C).
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Figura 10 - (A) Condutancia estomatica, (B) area foliar, (C) indice SPAD e (D) conteudo
relativo de agua de plantulas de trigo da cultivar RBO 303 em fung&o dos primings com
nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico (NP-MSNO) ou
S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), doadores livres acido S-nitroso-mercaptosuccinico
(MSNO) e S-nitrosoglutationa (GSNO), nanoparticulas de quitosana vazias (NP) e agua
(AGUA), além do controle sem priming (SP), em casa de vegetagdo com déficit hidrico.
Médias seguidas por mesma letra nas colunas ndo diferem de acordo com o teste de

Scott-Knott (p<0,05). Os dados sdo médias * erro padrao (n = 4).
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Fonte: O préprio autor (2023).

Nas analises bioquimicas (Figura 11), € possivel observar que as plantas
submetidas ao déficit hidrico em casa de vegetacao sofreram influéncia dos tratamentos
em todas as analises realizadas em parte aérea (Figura 11 A, 11 C, 11 E). Os tratamentos
AGUA, GSNO e SP levaram as maiores quantidades de perdxido de hidrogénio,
enquanto a peroxidagao lipidica foi maior nos tratamentos SP e AGUA. No caso do teor
de RSNO (Figura 11 C), todos os tratamentos resultaram em maiores valores em relagao
ao controle SP e a AGUA, sendo que o NP-GSNO e MP-MSNO tiveram maiores valores.

Quando os mesmos parametros bioquimicos foram analisados nas
raizes (Figura 11 B, 11 D e 11 F), nao foi possivel verificar diferenca significativa nos
indicadores de peroxidagao lipidica, porém os teores de perdxido de hidrogénio foram
maiores nos tratamentos SP e AGUA. Todavia os tratamentos com NP-GSNO e NP-

MSNO apresentaram um acréscimo no conteudo de RSNO comparados aos demais
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tratamentos.

Figura 11 - (A) Conteudo de peréxido de hidrogénio (H202) em parte aérea, (B) conteudo
de perdxido de hidrogénio (H202) na raiz, (C) nitrosotidis (RSNO) em parte aérea, (D)
nitrosotidis (RSNO) na raiz, (E) peroxidacao lipidica (MDA) em parte aérea e (F)
peroxidacao lipidica (MDA) na raiz de plantulas de trigo da cultivar RBO 303 em fungéo
dos primings com nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-
mercaptosuccinico (NP-MSNO) ou S-nitrosoglutationa (NP-GSNO), doadores livres acido
S-nitroso-mercaptosuccinico (MSNO) e S-nitrosoglutationa (GSNO), nanoparticulas de
quitosana vazias (NP) e agua (AGUA), além do controle sem priming (SP), em casa de
vegetagao com déficit hidrico. Médias seguidas por mesma letra nas colunas ndo diferem

de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05). Os dados sdo médias * erro padréao (n =
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Fonte: O proprio autor (2023).
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Os parametros visuais da parte aérea das plantas apds o periodo de

cessamento da rega em casa de vegetacdo podem ser vistos na Figura 12. Os
tratamentos AGUA e SP apresentam maior quantidade de folhas necrosadas e tombadas,
coerente aos resultados de condutancia estomatica e niveis de peroxido de hidrogénio e
peroxidacao lipidicas encontrados (Figura 12 F e G), enquanto as plantas tratadas com
NP-GSNO e NP-MSNO (Figura 12 A e 12 C) se mostram mais verdes e turgidas.Também

€ possivel observar os efeitos da escassez hidrica na parte aérea e raiz na Figura 13.
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Figura 12 - Vasos do experimento em casa de vegetagdo com déficit hidrico,

provenientes dos diferentes tratamentos das sementes: (A) Agua, (B) Controle sem
priming, (C) Nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico,
(D) Nanoparticulas de quitosana contendo S-nitrosoglutationa, (E) Acido S-nitroso-
mercaptosuccinico livre, (F) S-nitrosoglutationa livre e (G) Nanoparticula de quitosana

sem doador de NO.

Fonte: O préprio autor (2022).
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Figura 13 - Plantas do experimento em casa de vegetacdo com déficit hidrico,

provenientes dos diferentes tratamentos das sementes: (A) Agua, (B) Controle sem
priming, (C) Nanoparticulas de quitosana contendo acido S-nitroso-mercaptosuccinico,
(D) Nanoparticulas de quitosana contendo S-nitrosoglutationa, (E) Acido S-nitroso-
mercaptosuccinico livre, (F) S-nitrosoglutationa livre e (G) Nanoparticula de quitosana

sem doador de NO.

Fonte: O proéprio autor (2022).
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5 DISCUSSAO

O NO é uma molécula sinalizadora que atua em inUmeros processos
biolégicos das plantas, incluindo a resposta a diferentes estresses abidticos
(HASANUZZAMAN et al., 2020). Neste cenario, o presente estudo indicou o potencial de
uso do priming de sementes com doadores de NO como uma estratégia para aumentar
a tolerancia do trigo a deficiéncia hidrica. Além disso, demonstrou-se que a
nanoencapsulacdo dos doadores potencializou os efeitos protetores do NO, tanto em
ambiente in vitro como de casa de vegetagao.

Inicialmente, realizou-se um experimento in vitro para obter a curva de
dose resposta dos MSNO e GSNO nanoencapsulados, obtendo-se a concentragao 6tima
de 500 pM para ambos os doadores. E de extrema importancia testar diferentes
concentragdes dos doadores de NO, ja que as dosagens 6timas de NO variam de acordo
com a cultura, o estresse empregado, gendtipo e até o doador escolhido (FARIAS et al.,
2003). Isso permite uma melhor exploracdo dos beneficios do doador de NO, evitando
efeitos fitotdxicos de doses supradtimas. O NO ja € bem conhecido por ter atividade
sinalizadora em quantidades adequadas, mas pode causar morte celular e inibigdo do
desenvolvimento em niveis elevados devido a indugcdo de estresse nitro-oxidativo
(SEABRA; OLIVEIRA, 2016; SANTISREE et al., 2015). Silveira et al. (2020) fizeram um
pré-tratamento de sementes de feijdo com GSNO nas concentra¢gdes de 50, 100, 500,
1000 e 2000 uM, sob deficiéncia hidrica. Nesse trabalho, a maior concentragado do doador
de NO levou aos maiores comprimentos de plantulas, apesar de ter reduzido a
germinagao das sementes.

Bibi et al. (2020) também tiveram diferentes respostas ao avaliarem a
germinagao e o crescimento de plantulas de sete gendtipos de trigo sob estresse de
temperatura, utilizando priming das sementes com SNP a 1000 e 10000 uM. A
concentracao de 1000 uM se mostrou mais benéfica para a germinagdo na maioria das
cultivares, ao passo que o comprimento de parte aérea foi maior na dose de 10000 pM.

A dose o6tima de 500 pM de GSNO e MSNO foi utilizada nos
experimentos subsequentes do presente trabalho em ambiente laboratorial e em casa de
vegetacdo. Na condigdo in vitro sem déficit hidrico, os doadores de NO
nanoencapsulados e livres proporcionaram aumento na porcentagem da primeira
contagem de germinacédo das sementes de trigo, o que € um indicativo de maior vigor.
Em comparacdo, mais efeitos positivos do priming foram observados em sementes
submetidas a deficiéncia hidrica. Todos os tratamentos com priming proporcionaram
melhores respostas na primeira contagem de germinagao, comprimento de raiz e parte

aérea, incidéncia e comprimento de pelos absorventes em relacdo ao controle SP,
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demonstrando o efeito do priming por si s6 em sementes sob estresse.

De fato, o priming (mesmo com agua) é conhecido por induzir um estado
fisiolégico nas sementes conhecido como “estado preparado”, que permite uma resposta
mais rapida e eficiente frente a estresses (JISHA et al., 2013; SHELAR et al., 2021).Ao
elevar a umidade das sementes, o priming promove a antecipagao das duas primeiras
etapas da germinacgao, levando a reativacdo dos sistemas preexistentes, a sintese de
enzimas e a formagéo de organelas, acelerando a terceira etapa de formagéao de novos
componentes celulares (CARRILLO-RECHE et al., 2018). Por exemplo, o priming
possibilita a mobilizacdo de reservas na semente e a reparacao de DNA, RNA e
membrana celular, melhorando a sintese proteica, a emergéncia e o vigor de plantulas
(MOSAVIKIA et a., 2020; SEN; PUTHUR, 2020).

Os beneficios deste pré-tratamento sao apresentados na meta-analise
de Carrillo-Reche et al. (2018). Em condi¢des de campo, o priming de sementes promove
acréscimos significativamente positivos na velocidade de germinacdo (22%), na
porcentagem de germinacédo (11%) e nos rendimentos totais (21%) com relacéo a
semeadura convencional. Utilizando sementes de beterraba sacarina, Blunk et al. (2019)
observaram um aumento na velocidade de germinagédo, desenvolvimento de raizes
laterais e superficie do embrido em sementes submetidas ao priming em relagao as
convencionais.

Os doadores de NO nanoencapsulados e livres também tiveram efeitos
positivos adicionais sobre a germinagao, massa seca de parte aérea e raiz e comprimento
de parte aérea e raiz, além de reduzirem os niveis de peroxido de hidrogénio e
peroxidagao lipidica das plantulas sob déficit hidrico quando comparados ao controle SP
e tratamento com agua. Esses efeitos proporcionados pelos tratamentos com liberagao
de NO decorrem do fato desta ser uma molécula sinalizadora importante no processo de
germinagao, no desenvolvimento da raiz e na protegao contra o estresse oxidativo
(SHARMA et al.,, 2021; CORPAS et al.,, 2021; GUPTA et al., 2022). Em altas
concentracdes, o H202 pode levar a peroxidacgao lipidica e danos as biomembranas, com
consequentes efeitos negativos no crescimento vegetal (HABIBI et al., 2016). O efeito
protetor do NO pode ser proveniente da reacdo direta com anion superoxido e da
promogao da expressao e da atividade de enzimas antioxidantes (HASANUZZAMAN et
al., 2021; LAU et al., 2021).

Por exemplo, Pires et al. (2016) descreveram um aumento da atividade das
enzimas catalase, peroxidases, ascorbato peroxidase e superdxido dismutase em
sementes de gergilim tratadas com doador de NO nitroprusiato de sédio, resultando na

protecdo contra o estresse oxidativo e no melhor desenvolvimento de sementes sob
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déficit hidrico. Habibi et al. (2016), ao estudarem os efeitos do SNP em plantas de arroz

sob estresse salino, observaram um aumento da atividade de enzimas catalase,
superoxido dismutase e peroxidase o que levou a diminuigdo dos niveis de perdxido de
hidrogénio e peroxidagéo lipidica, com efeitos positivos na produgédo de biomassa e no
rendimento de graos.

No presente estudo, observou-se que a nanoencapsulagao potencializou os
efeitos positivos dos doadores de NO na germinagao das sementes, no desenvolvimento
da raiz e no crescimento das plantulas de trigo, bem como o efeito protetor do NO contra
o estresse oxidativo. Além disso, NP-GSNO e NP-MSNO foram os unicos tratamentos a
induzirem aumentos no teor de clorofilas e no conteudo relativo de agua nas plantulas. O
melhor resultado dos doadores nanoencapsulados pode ser decorrente das propriedades
de carga, bioadesao e mucoadesividade da quitosana, que proporcionariam uma melhor
interacdo e entrega do ativo as células vegetais. Aléem disso, a protegcao contra a
degradagao prematura do doador de NO e a liberagao gradual desse gas promovem um
melhor aproveitamento do produto aplicado, diminuindo perdas ambientais (SUNDAR,;
KUNDU; KUNDU, 2010; SEABRA et al., 2022). De fato, apenas os tratamentos NP-
MSNO e NP-GSNO foram capazes de aumentar o conteudo de RSNO nas plantulas, o
que ratifica uma melhor biodisponibilidade intracelular de NO.

Esses beneficios do uso de nanoparticulas liberadoras de NO em relagao
aos doadores livres também foram vistos na protecdo de mudas de Heliocarpus
popayanensis contra a seca (DO CARMO et al., 2021), e o estresse luminoso (LOPES-
OLIVEIRA et al., 2019), protegao contra estresse salino em plantas de milho (OLIVEIRA
et al., 2016) e estresse por cobre em mudas de alface (PELEGRINO et al., 2020). Essa
potencializagdo da bioatividade de moléculas pela nanoencapsulacédo também ja foi
reportada para outros reguladores do crescimento vegetal, como tiamina, éxido de zinco,
giberelina e auxina (MUTHUKRISHNAN et al. 2019; VARGAS-MARTINEZ et al., 2023;
PEREIRA et al., 2019; KORPAYEV et al 2021).

Ainda no experimento in vitro, os efeitos do NP-MSNO foram mais
acentuados que o NP-GSNO, principalmente na primeira contagem de germinagao e
porcentagem de germinacgao. Isso pode ser decorrente do fato de essas avaliagdes serem
realizadas em um periodo curto de tempo (4 e 8 dias) associado a taxa de liberagao de
NO mais rapida do MSNO em comparacgédo a GSNO (SILVEIRA et al., 2021).

Por outro lado, a liberagao mais gradual do NO pela GSNO a torna um
doador mais eficiente na inducéo de respostas de longo prazo, como as alteragdes na
morfologia da raiz importantes para uma melhor absor¢do de agua durante o déficit
hidrico (OLIVEIRA et al., 2017). De fato, a GSNO foi mais eficiente que o MSNO em
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promover a formacao de pelos absorventes. Da mesma forma, NP-GSNO e NP-MSNO

levaram a aumentos mais expressivos no comprimento de raiz e na incidéncia de pelos
absorventes em relacao aos demais tratamentos na avaliacio feita apos 8 dias de déficit
hidrico em laboratorio.

A importancia da nanoencapsulagdo para potencializar os efeitos
duradouros do NO ficou ainda mais evidente nos ensaios em casa de vegetacdo. Tanto
em condi¢des de capacidade de campo quanto de déficit hidrico, o priming de sementes
com NP-GSNO e NP-MSNO levou a um aumento nos teores endogenos de RSNO,
diametro de raiz, comprimento e quantidade média de pelos absorventes, além da
reducao dos niveis de peroxido de hidrogénio e peroxidagao lipidica em a0 menos um
dos 6rgaos analisados em comparagao ao controle SP e priming com agua. Além disso,
em plantas sob deficiéncia hidrica, os tratamentos com doadores nanoencapsuladores
promoveram maiores condutancia estomatica, conteudo relativo de agua na folha e indice
SPAD, mesmo em comparagao aos doadores livres.

Em particular, o tratamento NP-GSNO se destacou no experimento de
casa de vegetacdo com déficit hidrico ao promover os maiores valores da
quantidade/incidéncia de pelos absorventes e condutancia estomatica em relagdo aos
demais tratamentos. Isso esta possivelmente relacionado a sua taxa de liberagdo de NO
mais lenta.

O NO é conhecido por atuar juntamente com as auxinas e o etileno na
regulacao da arquitetura do sistema de raizes e formagao de pelos absorventes, através
de alteracbes da expressao génica, de modificacdes pds-traducionais e dos niveis de
ROS (ILYAS et al., 2020). Por sua vez, essas alteragdes no desenvolvimento da raiz
podem favorecer a absorgédo de agua e nutrientes, permitindo a manutengao de maiores
niveis de clorofilas e de maior condutancia estomatica ao mesmo tempo que o conteudo
relativo de agua nas folhas permanece elevado.

Resultados semelhantes foram observados por Do Carmo et al. (2021)
em um estudo com mudas da espécie arbérea Heliocarpus popayanensis que receberam
NP-MSNO no substrato sob restricdo hidrica. Além disso, Silveira et al. (2021) reportaram
uma maior eficiéncia no uso da agua por plantas de cana-de-agucar que receberam
aplicagcao foliar de doadores de NO nanoencapsulados sob déficit hidrico. Nesse
processo, 0 NO age na regulagéo da sinalizagdo do acido abscisico nas células-guarda
através da S-nitrosacao das proteinas OST1, o que favorece a abertura estomatica e
assimilacao de CO2 (ILYAS et al., 2020). Diferente de estudos prévios, o presente
trabalho inova ao demonstrar o efeito duradouro do priming de sementes com doadores

nanoencapsulados em regular a condutancia estomatica em condi¢des de seca impostas
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mais de um més apos a germinagdo, o que demonstra uma promissora forma de

aplicagao para protecdo de sementes no desenvolvimento inicial da planta de trigo.

Outro fator observado no trabalho foi o efeito benéfico do tratamento com
nanoparticula de quitosana vazia (NP), onde tanto em condigdes com ou sem deficiéncia
hidrica nos dois ambientes testados, trouxe acréscimos nos parametros de morfologia de
raiz com relagao ao controle e priming com agua. Beneficios também foram vistos no
trabalho de Menéndez (2020) onde a aplicagao de quitosana via embebi¢cdo de sementes
em soja proporcionou aumento na taxa de germinagéo e comprimento de plantula.

Este beneficio pode ser em decorréncia da quitosana apresentar
biocompatividade, biodegradavel, que aumentam a entrega do produto ao organismo alvo
e sua melhor translocacgao e ser fonte de matéria organica, acao antifungica, auxiliar na
regulagdo do crescimento e desenvolvimento de planta, além de ser unico polimero
catiénico soluvel em agua comercialmente disponivel (LIMA et al., 2022).

Dessa forma, o priming com doadores de NO nanoencapsulados se
mostram como uma 6tima opg¢ao para o aumento da tolerancia de plantas a deficiéncia
hidrica. Mesmo assim, ainda é importante a realizagao de estudos com essa técnica de

tratamento para outras culturas, diferentes estresses e épocas de semeadura.
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6 CONCLUSAO

O priming de sementes com doadores de NO nanocapsulados promoveu
beneficios morfoldgicos, fisiolégicos e bioquimicos para as plantas de trigo submetidas
ao déficit hidrico tanto em laboratério quanto em casa de vegetagéo. Esses beneficios
incluem incrementos no vigor, porcentagem de germinagao, desenvolvimento de raiz,
teor de clorofilas, RNSO, conteudo relativo de agua e condutancia estomatica, além de
protecdo contra estresse oxidativo durando mais de um més. Esses resultados
demonstram o grande potencial da aplicagado do priming de sementes com doadores de
NO nanoencapsulados na ativagdo de mecanismos de defesa do trigo contra o déficit
hidrico, melhorando o estabelecimento inicial da cultura nessa condi¢cao desfavoravel, em
especial do tratamento NP-GSNO que manteve seus beneficios em rais e protegao contra

estresse oxidativo por mais de 30 dias.
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