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DE PAULA, Jean Carlo Baudraz. Tratamento de sementes com acido giberélico e 6xido
nitrico livres e nanoencapsulados na germinacgao e crescimento inicial de Dyckia spp.
(Bromeliaceae). 2022. 151f. Tese (Doutorado em Agronomia) - Universidade Estadual de
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RESUMO

As bromélias ocorrem quase exclusivamente no continente americano e Dyckia sp. € composto
principalmente por espécies nativas do Brasil. A utilizagdo de espécies nativas no mercado de
plantas ornamentais € tendéncia, entretanto, mesmo o Brasil detendo a flora mais biodiversa do
planeta, boa parte das espécies produzidas e comercializadas no mercado brasileiro ¢ exotica.
Uma mudanga nesse cenario demanda informacdes que possibilitem a domesticacao e produgao
em larga escala de espécies potencialmente ornamentais. Em Dyckia, € comum que as espécies
exibam grande producdo de sementes com viabilidade que decresce rapidamente. A aplicagdo
exdgena de reguladores, como o acido giberélico (GA3) e o 6xido nitrico (NO), sdo alternativas
rapidas e eficazes para melhorar o desempenho das sementes, no entanto, por serem sujeitos a
degradagdo, a nanoencapsulagdo visa a prote¢do destes reguladores. Desse modo, o trabalho
teve o objetivo de avaliar o efeito do GA3 e NO na germinacdo de sementes de Dyckia cabrerae,
D. dusenii, D. pottiorum e D. walteriana; ¢ o efeito da nanoencapsulagdo do GA3 e NO na
germinagdo de D. walteriana. O trabalho foi realizado em trés etapas, sendo que, no
experimento A, foram avaliados o efeito do GA3 livre na germinacdo das quatro espécies ¢ a
curva de embebicdo das sementes e para o GAj3 nanoencapsulado, somente utilizada D.
walteriana. Em ambos os testes, as sementes foram submetidas as doses: controle (0 mg L),
0,25 mg L 0,5 mg L' 0,75 mg L' 1,0 mg L1 2,5 mg L'es,0 mg L. No experimento B,
foram avaliadas doses do doador de NO S-nitrosoglutationa (GSNO), sendo: controle (0 mM),
1,25 mM, 2,5 mM, 5,0 mM, 10,0 mM, 15,0 mM e 20,0 mM na germinagao das quatro espécies.
Para o experimento C foram utilizadas as mesmas doses de GSNO citadas anteriormente,
avaliando-se o GSNO livre e nanoencapsulado para a espécie D. walteriana. Também foi
realizado o teste de envelhecimento acelerado (E.A) e avaliados os teores de perdxido de
hidrogénio (H202) e malondialdeido (MDA). Em todos os experimentos, foram avaliados
diferentes parametros de germinagdo. No experimento A, somente D. dusenii e D. walteriana
apresentaram diferenga na germinagdo em resposta ao GA3. Para D. dusenii a melhor resposta
foi para dose de 5,0 mg L', enquanto para D. walteriana variou entre 4,4 ¢ 5,0 mg L. A
nanoencapsulacio de GAs resultou em respostas nas menores doses, entre 0,75 ¢ 1,0 mg L
para D. walteriana. As sementes das quatro espécies apresentaram comportamento trifasico de
embebigdo de dgua. No experimento B, D. dusenii e D. walteriana responderam aos tratamentos
com GSNO, com germinagdo de 35-36% para 58-63% nas doses estimadas de 3,7 e 6,7 mM,
respectivamente. No experimento C, o E.A reduziu a germinacao (26%) e com GSNO variou
de 53-61%. O GSNO estimulou a producao de clorofilas e carotenoides. O E.A aumentou os
teores de HoO> e MDA, no entanto, o GSNO atenuou este efeito negativo. A aplicacdo de GA3
e NO se mostrou eficaz e a nanoencapsula¢do uma estratégia para a melhoria da germinagao de
espécies do género Dyckia.

Palavras-chave: Bromélia. Nanotecnologia. Reguladores de crescimento vegetal.
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gibberellic acid and nitric oxide on germination and initial growth of Dyckia spp.
(Bromeliaceae). 2022. 151f. Tese (Doutorado em Agronomia) - State University of Londrina,
Londrina, 2022.

ABSTRACT

Bromeliads occur almost exclusively on the American continent and Dyckia sp. is composed
mainly of species native to Brazil. The use of native species in the ornamental plant market is
a trend, however, even though Brazil has the most biodiverse flora on the planet, most of the
species produced and sold in the Brazilian market are exotic. A change in this scenario demands
information that allows the domestication and large-scale production of potentially ornamental
species. In Dyckia, it is common for species to exhibit large seed production with rapidly
decreasing viability. The exogenous application of regulators, such as gibberellic acid (GA3)
and nitric oxide (NO), are fast and effective alternatives to improve seed performance, however,
as they are subject to degradation, nanoencapsulation aims to protect these regulators. Thus, the
objective of this work was to evaluate the effect of GA3 and NO on the germination of seeds of
Dyckia cabrerae, D. dusenii, D. pottiorum and D. walteriana; and the effect of GA3 and NO
nanoencapsulation on D. walteriana germination. The work was carried out in three stages. In
experiment A, the effect of free GA3 on the germination of the four species and the seed
imbibition curve were evaluated, and for the nanoencapsulated GAs, only D. walteriana was
used. In both tests, the seeds were submitted to doses: control (0 mg L), 0.25 mg L', 0.5 mg
L1 0.75mg L 1.0mg L, 2.5 mg L' and 5.0 mg L', In experiment B, doses of the NO S-
nitrosoglutathione (GSNO) donor were evaluated: control (0 mM), 1.25 mM, 2.5 mM, 5.0 mM,
10.0 mM, 15.0 mM and 20.0 mM in the germination of the four species. For experiment C, the
same doses of GSNO mentioned above were used, evaluating the free and nanoencapsulated
GSNO for the species D. walteriana. The accelerated aging test (E.A) was also performed and
the levels of hydrogen peroxide (H202) and malondialdehyde (MDA) were evaluated. In all
experiments, different germination parameters were evaluated. In experiment A, only D.
dusenii and D. walteriana showed differences in germination in response to GAs. For D. dusenii
the best response was for a dose of 5.0 mg L-1, while for D. walteriana it varied between 4.4
and 5.0 mg L"!. GA3 nanoencapsulation resulted in responses at the lowest doses, between 0.75
and 1.0 mg L™ for D. walteriana. The seeds of the four species showed a triphasic behavior of
water imbibition. In experiment B, D. dusenii and D. walteriana responded to GSNO
treatments, with germination from 35-36% to 58-63% at estimated doses of 3.7 and 6.7 mM,
respectively. In experiment C, E.A reduced germination (26%) and with GSNO it ranged from
53-61%. GSNO stimulated the production of chlorophylls and carotenoids. The E.A increased
the levels of H,O, and MDA, however, the GSNO attenuated this negative effect. The
application of GA3 and NO proved to be effective and nanoencapsulation a strategy to improve
the germination of species of the genus Dyckia.

Key words: Bromeliad. Nanotechnology. Plant growth regulator.
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1 INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae compreende 3702 espécies distribuidas em 79
géneros, ocorrendo desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina e Chile central, com excecao
de uma tnica espécie de ocorréncia africana. E composta por espécies epifitas, rupicolas,
saxicolas ou terrestres, que podem ser encontradas nos mais diversos ambientes. No Brasil,
ocorrem 1774 espécies, distribuidas em todos os biomas, com maior ocorréncia na Mata
Atlantica (GIVNISH et al., 2011; GOUDA; BUTCHER, 2022).

Do ponto de vista ambiental, as bromélias desempenham papel relevante na
biodiversidade dos ecossistemas, servindo de abrigo, alimentagdo e reprodugdo para uma
enorme quantidade de organismos. Além disso, muitas espécies sdo fundamentais para
vertebrados e invertebrados, como beija-flores e morcegos, que encontram nas bromélias sua
fonte de alimentacdo (DELCLARO, 2012). Entretanto, mudancas em seu habitat, causadas pelo
desmatamento, queimadas e extrativismo, colocam diversas espécies em ameaga de extingao.
No Brasil, 246 espécies de bromélias constam na Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira
Ameacadas de Extingdo (BRASIL, 2022).

No aspecto econdmico, as bromélias apresentam potencial ornamental e
algumas espécies possuem propriedades medicinais ou utilizagao no setor téxtil. Com o objetivo
de utilizar os recursos fornecidos pela flora brasileira sem agredir o meio ambiente, o uso de
espécies nativas no setor de ornamentacao torna-se alternativa para valorizar e conservar a
biodiversidade.

A inser¢do de espécies nativas no mercado ¢ tendéncia e torna-se mais
importante visto que o Brasil, apesar de possuir a flora mais biodiversa do mundo, tem em sua
grande maioria, a comercializacdo de plantas exdticas. Assim, a utitilizacdo de plantas
ornamentais nativas representa potencial para produgdo, comercializagdo e geracdo de renda,
principalmente, para pequenos produtores.

O género Dyckia apresenta sua maior concentragao no Brasil, responsavel por
abrigar cerca de 70% das espécies deste grupo (GOUDA; BUTCHER, 2022; REFLORA,
2022). Entre estas, D. cabrerae, D. dusenii, D. pottiorum e D. walteriana sdo nativas e, devido
sua rusticidade e beleza, apresentam potencial para a inser¢do no mercado de plantas
ornamentais. Entretanto, esta utilizacdo envolve a obtencdo de informagdes para sua
domesticacao, cultivo e reproducao em larga escala.

A producdo de sementes no género ¢ abundante, contudo, as condigdes

ambientais nos locais em que estas plantas ocorrem ndo permitem que elas germinem e



15

sobrevivam (KRANZ, 2013). Poucos s2o os estudos dedicados a germinagdo e viabilidade de
sementes de Bromeliaceae e, sendo uma familia com apelo comercial e interesse de
conservagao, trabalhos voltados para esta area sao essenciais.

Dentre os fatores que podem interferir na propagagao sexuada, a aplicagao
exdgena de reguladores do crescimento vegetal ¢ uma alternativa rapida e eficaz para melhorar
as diferentes fases do desenvolvimento das plantas. As giberelinas, por exemplo, regulam
diversos processos ao longo do ciclo de vida, desde a germinagdo até o desenvolvimento dos
frutos e sementes, possuindo ampla gama de aplicagcdes que podem acarretar em mudangas
bioquimicas, fisioldgicas e morfologicas. Ressalta-se, porém, que o acido giberélico (GA3),
assim como outros reguladores, quando expostos a fatores ambientais, como a luz e
temperatura, sofre degradacdo, perdendo sua atividade.

Além do acido giberélico, o 6xido nitrico (NO) atua como regulador no
crescimento e desenvolvimento das plantas, e também no estimulo da germinagao e na indugao
de respostas aos estresses abiodticos e bidticos. Entretanto, devido sua natureza gasosa e por se
tratar de um radical livre, € aplicado concomitantemente com substancias doadoras, que sdao
compostos armazenadores do NO; contudo, alguns destes sdo relativamente instdveis, o que
torna menos eficaz a aplicacao de forma exogena.

Dependendo da dose, tanto o NO quanto o GA3 causam danos nas plantas,
por esse motivo sdo importantes mecanismos que permitam a liberacdo gradual destes
compostos. Neste sentido, o uso da nanotecnologia ¢ uma estratégia viavel para essa liberagao
controlada onde, através da nanoencapsulacdo, o ativo quimico fica protegido, garantindo
estabilidade e maximizando sua eficiéncia quimica e bioldgica na planta.

A utiliza¢do de polimeros naturais e biodegradaveis, como a quitosana e
alginato para a encapsulagdo, trazem seguranga ambiental, visto que os efeitos de nanocépsulas
no meio ambiente ainda precisam ser elucidados. Nesse contexto, a adogdo desta tecnologia
garante 0 a maximiza¢do do composto utilizado e beneficia no desenvolvimento e crescimento
de plantas.

Em fun¢do das poucas informacdes cientificas a respeito das espécies citadas
e a associagdo destes reguladores de crescimento vegetal com as nanocépsulas, o trabalho teve
dois objetivos principais; avaliar o efeito do GA3 e NO na germinagdo de sementes de Dyckia
cabrerae, D. dusenii, D. pottiorum e D. walteriana.; € avaliar o efeito da nanoencapsulacao do

GAj3 e NO na germinacdo de D. walteriana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A FAMILIA BROMELIACEAE

Givnish et al. (2011) concluiram, através de estudos moleculares, que os
ancestrais de Bromeliaceae surgiram ha 100 milhdes de anos na regido do escudo das Guianas,
provincia geologica localizada ao norte da América do Sul, abrangendo parte do Brasil,
Colombia, Guiana, Guiana Francesa, Suriname ¢ Venezuela. Entre 16 e 13 milhGes de anos
atras, as bromélias sofreram irradiacdo adaptativa pelas Américas, ocupando diferentes habitats,
desde lugares ensolarados e secos até locais imidos e sombreados.

A histéria taxondmica das bromélias teve inicio em 1493 com a segunda
viagem de Cristovao Colombo ao Novo Mundo. Colombo teria avistado na ilha de Guadalupe
a planta que viria a ser a mais difundida da familia Bromeliaceae, o Ananas comosus (L.)
Merrill., popularmente conhecido por abacaxi. As plantas eram conhecidas pelos nativos como
“Karatas”, sofrendo alteragdo somente no final do século XVII, quando foi adotada a
denominac¢ao de Bromelia, proposta pelo explorador e botanico francés Charles Plumier (1646-
1704), em homenagem a Olaf Bromel (1639-1705), devido as diversas coletas que havia
realizado (ENGLERT, 2000; PAULA, 2000; LUTHER, 2014).

Em 1753, Lineu, o pai da taxonomia, valida Bromelia como género na obra
“Species Plantarum”. O aceite de Bromeliaceae Juss. como familia ocorreu em 1798 por
Antonie Laurent de Jussieu (1748-1836). A familia Bromeliaceae ¢ atualmente constituida por
79 géneros e 3702 espécies. Estas plantas sdo distribuidas exclusivamente no continente
americano (Figura 2.1.1), exceto por Pitcairnia feliciana (A.Chevalier) Harms e Mildbrad.,

encontrada no continente africano (BENZING, 2000; GOUDA; BUTCHER, 2022).

Figura 2.1.1 - Distribuicao geografica de espécies da familia Bromeliaceae.

Fonte: Benzing (2000)
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Tem-se o conhecimento de trés importantes centros de diversidade genética e
dispersao de bromélias: 1) regido andina (com prolongamentos em dire¢do ao México e
Antilhas); 2) costa leste do Brasil (Mata Atlantica); e 3) Escudo das Guianas (SMITH;
DOWNS, 1974).

Atualmente, a familia Bromeliaceae divide-se em oito subfamilias:
Brochinioideae (20 spp.), Bromelioideae (691 spp.), Hechtioideae (62 spp.), Lindmanioideae
(15 spp.), Navioideae (107 spp.), Pitcairnioideae (623 spp.), Puyoideae (218 spp.) e
Tillandsioideae (1337 spp.), classificacdo esta baseada em caracteres florais, habito e
morfologia de frutos e sementes (PAULA, 2000; GIVNISH et al., 2011; LUTHER, 2014; BSI,
2022).

A subfamilia Pitcairnioideae Harms. possui 6 géneros distribuidas em 675
espécies, sendo: Pitcairnia L\'Heritier (409 spp.), Dyckia Schult. & Schult.f. (178 spp.),
Encholirium Mart. ex Schult. & Schult.f. (38 spp.) Fosterella L.B.Smith. (34 spp.) e
Deuterocohnia Mez (16 spp.). Geralmente sdo plantas terricolas ou rupicolas, apresentando
frequentemente folhas com espinhos. O ovdrio ¢ semissupero ou stpero, no qual desenvolve
um fruto tipo capsular deiscente. As sementes sdo aladas, porém, podem apresentar integrantes
com sementes nuas (KUBITZKI, 1998; LUTHER, 2014; GOUDA; BUTCHER, 2022).

O Brasil ¢ um dos principais centros de diversidade genética e de dispersao
das bromélias, representando 48% das bromeélias ja catalogadas, distribuindo-se pelo territdrio
1774 espécies, sendo 1179 endémicas. Entre os estados com a maior presenga de espécies tem-
se a Bahia (358), Espirito Santo (331), Rio de Janeiro (330), Minas Gerais (327) e Sao Paulo
(177). Nos biomas, as bromélias sdo encontradas em todos com distribui¢do variada sendo:
Mata Atlantica (934), Cerrado (252), Amazoénia (156), Caatinga (138), Pampa (43) e Pantanal
(14) (GOUDA; BUTCHER, 2022; REFLORA, 2022).

As bromélias podem ser encontradas a partir do nivel do mar até altitudes de
4000 metros e desde desertos até regioes propensas as inundagdes (PAULA, 2000). Sao plantas
terricolas, epifitas, saxicolas ou rupicolas (JUDD et al., 2009), podendo apresentar pequeno
porte, como Tillandsia recurvata (L.) L., com alguns centimetros de comprimento, até espécies
como Puya raimondii Harms, com até 10 metros de altura , quando florida (REITZ, 1983).

A maioria das bromélias apresenta folhas alternas espiraladas, crescendo a
partir de um caule achatado com entrends extremamente curtos. Estas caracteristicas permitem
formar, em diversas espécies, uma roseta basal em forma de “cisterna” ou “tanque”,
denominado fitotelmo. Estes tanques acumulam agua e restos organicos, sendo absorvidos pela

planta através de tricomas peltados, formados por um escudo central de células, exercendo
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importante funcdo na absor¢do de dgua e auxiliando na reflexdo da luz e protegdo contra a
transpiragdo excessiva (WANDERLEY; MARTINS, 2007).

Além disso, a epiderme e a cuticula retardam a perda de dgua, atuando como
filtro de densidade neutra, reduzindo a intensidade da luz que atinge as células internas. A
maioria das espécies de bromélias apresenta metabolismo CAM (Metabolismo Acido das
Crassulaceas), que promove a economia de dgua com a captagdo de CO> apenas a noite,
proporcionando maior eficiéncia no uso da agua e permitindo ocupar ambientes aridos
(LUTTGE, 2011).

Quanto as inflorescéncias, podem ser terminais ou laterais, dispostas em
capitulo, panicula ou racemo. As flores, geralmente, sdo hermafroditas e comumente brilhantes
e coloridas. Os frutos sdo do tipo capsula ou baga, produzindo sementes que sdo compactas,
aladas ou plumosas (SOUZA; LORENZI, 2008; JUDD et al., 2009).

Em relagdo a polinizagdo, de acordo com Barbosa-Filho e Araujo (2007), as
bromélias sdo uma das poucas familias onde a presenga de agentes polinizadores vertebrados
predomina sobre a entomofilia. Grande parte do sucesso dessa familia deve-se as caracteristicas
particulares e especializadas de suas flores, com as mais variadas formas, cores € aromas, assim
como elevadas concentragdes de acuicares no néctar (BENZING, 2000; KROMER et al., 2008).

Para Fischer (1994) e Varassin (2002), a maioria das espécies ¢ polinizada
por beija-flores, devido a atragdo causada pelas bracteas vistosas e coloridas, além da presenga
de néctar abundante. De acordo com esses autores, 61% das espécies de bromélias nos Andes
bolivianos sdo polinizadas pelos beija-flores, chegando a 85% no bioma Floresta Atlantica. Por
outro lado, na Mata Atlantica, 30% das espécies utilizadas como forrageio pelos beija-flores
sao de bromélias (BUZATO; SAZIMA; SAZIMA, 2000). Outros polinizadores identificados
sao abelhas e borboletas (WOLOWSKI; FREITAS, 2015).

As bromélias podem se reproduzir de forma assexuada (vegetativa) ou
sexuada (semente). A reproducdo vegetativa ¢ considerada uma estratégia vantajosa na
obten¢do de mudas idénticas a planta matriz, além disso, na ocupagdo de novos ambientes,
favorecem a formagdo de grandes colonias. Essa propagacdo ocorre por brotos axiais
procedentes das folhas da roseta e por rizomas, formando touceiras. A ocorréncia simultanea
de reproducdo sexuada e assexuada ¢ considerada uma vantagem adaptativa, pois juntas
conferem altos valores adaptativos em situacdes muito adversas e competitivas (REITZ, 1983;
BENZING, 2000; LENZI; ORTH, 2012).

A reproducdo sexuada ocorre por meio da formagdo de sementes mediante a

polinizacdo e, apesar de apresentarem flores hermafroditas, o processo de autofecundacao ¢
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incomum nas bromélias, em fun¢do de processos que impedem estes mecanismos como a
protandria, sendo necessaria a polinizagdo cruzada através de agentes polinizadores (REITZ,
1983; BENZING, 2000).

Em estudo com Dyckia excelsa Leme., Lenzi e Paggi (2020) observaram uma
parcial autoincompatibilidade, onde as maiores taxas de vingamento de frutos e sementes foram
obtidas por meio de polinizagdo cruzada natural e manual, e as flores exibiram mecanismos
para prevenir a autopolinizacdo, exigindo a presenca de agentes polinizadores. A diversidade
genética registrada nas populagdes das diferentes espécies de Dyckia sp. ¢ considerada alta
devido as caracteristicas florais encontradas no grupo, tais como a hercogamia e a dicogamia.
Estes mecanismos contribuem para a manutengao da alta diversidade genética nas populagdes
naturais (LENZI; ORTH, 2012).

Em relagdo a dispersao das sementes, espécies com frutos do tipo capsula
produzem sementes aladas ou dotadas de apéndices plumosos, dispersas pelo vento
(anemocoria); enquanto frutos do tipo baga sdo envoltas por mucilagem e dispersas por animais

(zoocoria) (BUZATO; SAZIMA; SAZIMA, 2000).

2.2 GENERO Dyckia

O género Dyckia Schult. & Schult. f. ¢ o segundo maior representante da
subfamilia Pitcairnioideae, composto por 178 espécies, superada somente pelo género
Pticairnia, com 409 espécies. Estas plantas sdo distribuidas de forma exclusiva na América do
Sul (Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai) (Figura 2.2.1) (GIVNISH et al., 2011,
GOUDA; BUTCHER, 2022). Segundo Martinelli ef al. (2008), o género Dyckia possui ainda
um grande niimero de espécies indeterminadas ou com identificagdo imprecisa, sugerindo a

realizagdo de uma revisao urgente.
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Figura 2.2.1 - Distribuicao geografica do género Dyckia Schult. & Schult.f.
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Fonte: Krapp et al. (2014)

No Brasil sdo registradas 129 espécies, das quais 120 sdo endémicas, com
centro de diversidade no cerrado, com 80 espécies, seguido da Mata Atlantica (39), Pampa (15),
Caatinga (7), Pantanal (5) e Amazonia (4). A maior ocorréncia do género € no estado de Minas
Gerais com 39 espécies, seguido de Goias (27) e Rio Grande do Sul (26). Para o Parand, sao
registradas 10 espécies (REFLORA, 2022).

As espécies de Dyckia sp. podem ser terricolas, rupicolas, saxicolas ou
reofitas, vivendo em ambientes heliofilos e xéricos de grande amplitudes térmicas, em camadas
finas ou ausentes de solo, do nivel do mar as montanhas em altitudes acima de 1000 metros
(MUSEGANTE et al., 2020).

Morfologicamente, as espécies do género apresentam ampla diversidade
fenotipica, sendo caracterizadas pela auséncia do “tanque central”, formando uma roseta com
folhas geralmente coridceas e suculentas, com espinhos marginais bem desenvolvidos. As
bainhas sdo, em sua maioria, carnosas, com laminas triangulares, geralmente espinhosa-
serradas e rigidas. As plantas se multiplicam pela producdo de estoloes e por sementes
(PAULA; SILVA, 2004; KRANZ, 2013; PINANGE, 2013).

As inflorescéncias, sempre laterais, apresentam flores que podem apresentar,
principalmente, coloracdo amarela, laranja ou vermelha, sendo outras cores também relatadas

(LEME; RIBEIRO; MIRANDA, 2012). Sua estrutura reprodutiva e pigmentag¢ao floral indicam
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os beija-flores como os principais polinizadores, embora abelhas e borboletas também tenham
sido documentadas (VOSGUERITCHIAN; BUZATO, 2006; ROGALSKI, 2007).

A produgdo de sementes férteis (Figuras 2.2.2 e 2.2.3) ¢ abundante para a
maioria das espécies. As condi¢des climdticas, no entanto, muito aridas nos ambientes em que
ocorrem, ndo permitem que as sementes germinem ou, quando germinam, morrem antes de se
fixarem no substrato e terem condi¢des de sobreviver durante o periodo de uma pequena
estiagem. Com isso, plantas jovens raramente sdo observadas nas populacdes e, muitas vezes

estao presentes em poucos metros quadrados (KRANZ, 2013).

Figura 2.2.2 - Capsulas abertas expondo sementes de Dyckia spp.

Fonte: Teresia Strehl e Rodrigo Crespo Pont Beheregaray (2006)

Figura 2.2.3 - Sementes de Dyckia sp. coletadas na propriedade do colecionador em
Londrina/PR.

Fonte: Proprio autor (2020)
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2.2.1 Dyckia cabrerae

Dyckia cabrerae L.B.Smith. & Reitz (Figura 2.2.1.1) ¢ uma espécie nativa e
endémica do Brasil com ocorréncia no bioma Mata Atlantica, nos estados de Santa Catarina e
Parana (REFLORA, 2022). A espécie ¢ considerada xerofila e helidfila, crescendo em
afloramentos e campos rochosos em altitudes entre 900 e 1000 m. D. cabrerae esté sujeita ao
declinio do nimero de individuos devido ameagas em seu habitat. Assim, a espécie foi avaliada
como "Em perigo" (EN) (CNCFLORA, 2012), classificagdo esta também atribuida segundo a
lista do Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, 2014).

Figura 2.2.1.1 - Dyckia cabrerae L.B.Smith. & Reitz. na cole¢do particular do Dr. Walter
Kranz, Londrina, PR.

Fonte: Proprio autor (2020)

2.2.2 Dyckia dusenii

Dyckia dusenii L.B.Smith (Figura 2.2.2.1) ¢ uma espécie nativa e endémica
do Brasil. Sua ocorréncia se da quase exclusivamente nos trés estados do sul do pais. A espécie
ocorre nos biomas Mata Atlantica e Pampa (CNCFLORA, 2012; REFLORA, 2022). Trata-se
de uma planta terricola com ocorréncia em solos rasos e rochosos, podendo ser encontrada em
campos, campos de altitude e afloramentos rochosos, sendo considerada heliofila e xerofila.
Com relagdo ao seu status de conservagdo, ¢ avaliada como "Deficiente de dados" (DD)

(CNCFLORA, 2012).
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Figura 2.2.2.1 - Dyckia dusenii L.B.Smith. na colecdo particular do Dr. Walter Kranz,
Londrina, PR.

Fonte: Proprio autor (2021)

2.2.3 Dyckia pottiorum

Dyckia pottiorum Leme. (Figura 2.2.3.1) é uma espécie helitfila, rupicola ou
saxicola, endémica do cerrado ruprestre no estado do Mato Grosso do Sul e, recentemente,
descrita. E uma planta levemente prostada, com filotaxia distica, apresentando folhas coriaceas
e margem serreada, com coloragdo de suas flores variando do laranja ao amarelo. Nao ha
informagdes sobre o grau de ameaca da espécie (CNCFLORA, 2012; LEME; RIBEIRO;
MIRANDA, 2012).
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Figura 2.2.3.1 - Dyckia pottiorum Leme.

Fonte: Dyckia Brazil (2009)

2.2.4 Dyckia walteriana

Dyckia walteriana Leme. (Figura 2.2.4.1) ¢ uma espécie recentemente
descrita, nativa e endémica do norte do estado do Parana. Trata-se de planta heliofila e rupicola,
ocorrendo exclusivamente, em afloramentos rochosos basalticos da formagao Serra Geral. O
epiteto especifico “walteriana” presta homenagem ao pesquisador e colecionador de espécies
de Dyckia, Walter Miguel Kranz. A espécie se enquadra na categoria “criticamente em perigo”,

exigindo medidas urgentes para a conservagao das populagdes (MUSEGANTE et al., 2020).

Figura 2.2.4.1 - Dyckia walteriana Leme. na colegao particular do Dr. Walter Kranz, Londrina,

PR.

Fonte: Proprio autor (2020)
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2.3 IMPORTANCIA ECOLOGICA E ECONOMICA

O fascinio e popularidade das bromélias vém fazendo com que sejam
amplamente procuradas para uso em projetos paisagisticos e também cultivadas em vasos. A
comercializacdo e uso dessas plantas em projetos de jardinagem e paisagismo ganhou
valoriza¢ao devido suas belas cores, formas exoticas, baixa manutencao ¢ facil cultivo em
jardins (NEGRELLE; ANACLETO, 2012).

As bromélias sdo apreciadas como plantas ornamentais ha muito tempo,
especialmente na Australia, Estados Unidos e Europa. No Brasil, seu uso no paisagismo teve
inicio na década de 70, com trabalhos do renomado paisagista Roberto Burle Marx, que as
tornou populares ao inseri-las em seus projetos (PAULA; SILVA, 2004; CARVALHO;
MERCIER, 2005). Burle Marx também foi responsavel pela fundagido da “Bromeliad Society”
e da Sociedade Brasileira de Bromélias (ENGLERT, 2000).

Além do potencial ornamental, as bromélias apresentam importancia
econdmica como alimentos, remédios e producao de fibras. Entre as bromélias, o abacaxi
(Ananas comosus (L.) Merr.) é a espécie de maior importancia econdmica, apreciada na
alimentacdo humana. A preseng¢a de enzimas no abacaxi, denominadas de bromelinas, um
conjunto de enzimas proteoliticas, tem expandido sua utilizacdo em outros setores. Na industria
farmacéutica, faz-se seu uso para tratar disturbios digestivos, além de feridas e inflamagdes. Na
industria de alimentos, tem-se sua utilizagdo como amaciadora de carnes, clarificacdo de
cervejas, fabricacao de queijos, paes e biscoitos, entre outras (MURARO, 2006; VIEIRA et al.,
2020).

Outra espécie de importancia ¢ a Neoglaziovia variegata [(Arruda) Mez]
conhecida como “caroa-verdadeiro”, utilizada como fonte de fibras. Na medicina natural,
destaca-se a Bromelia antiacantha Bertol. na fabricagdo de xaropes caseiros. Em épocas de
escassez de alimentos, uma bromélia conhecida popularmente como macambira (Bromelia
laciniosa Mart. ex Schult. f.), apds a queima dos espinhos, ¢ utilizada como alternativa na
alimentacdo do gado (RIBEIRO, 2007; ZANELLA et al., 2011; SOUZA; SOUZA, 2016;
VIEIRA et al., 2020).

O estado de Sao Paulo se destaca como o maior produtor € consumidor de
plantas ornamentais do pais, seguido de Minas Gerais, Santa Catarina, Pernambuco e Alagoas.
As bromélias, em especial, tiveram sua comercializagdo intensificada a partir da década de 90,
no Rio de Janeiro, onde eram utilizadas juntamente com orquideas como itens de colegdo e

passaram a ser vinculadas a atividades de paisagismo com o uso em jardins. A producgdo de
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bromélias em escala comercial tem se desenvolvido no Brasil, seguindo os passos de outros
paises como a India, China, Holanda, Estados Unidos, Japao e México, que s30 0s maiores
produtores mundiais (BARBIERI; STUMPF, 2008; FRANCA; MAIA, 2008; IBRAFLOR,
2021).

Segundo Junqueira e Peetz (2017), as bromélias atingem 6% do total das
espécies de plantas ornamentais cultivadas em vasos. Para produtores do sul e sudeste do Brasil,
os géneros mais cultivados e comercializados sdo Aechmea, Neoregelia e Vriesea; € para as
espécies, destaque para Aechmea fasciata (Lindl.) Baker. e Guzmania ligulata Mez “Cherry”.
O aumento na producdo comercial traz vantagens tanto
para o produtor, com maior de renda; quanto para o meio ambiente, pois reduz o
extrativismo predatorio das espécies, principalmente as que se encontram em perigo de
extingdo (ANACLETO; BORNANCIN, 2018).

As bromélias tém importancia no cendrio nacional da conservagdo da
biodiversidade, desenvolvendo complexas interacdes com outros vegetais € animais
(MARTINELLI et al., 2008). Os microambientes formados pelo acumulo de agua e restos
organicos nos tanques das bromélias sdo muito procurados por diversas espécies, que utilizam
este ambiente como fonte de alimento, abrigo e também para reprodug¢ao (OLIVEIRA, 2004;
SILVA, 2009; DELCLARO, 2012). Segundo Romero (2005), esses microambientes abrigam
varios tipos de organismos como os aracnideos, crustidceos, insetos e pequenos vertebrados
como anfibios e répteis.

Em virtude do aumento do uso de bromélias no paisagismo brasileiro, grandes
quantidades de plantas sdo sendo retiradas da natureza pela comunidade local, sendo
caracterizado como extrativismo predatdrio, colocando em risco a diversidade e contribuindo
assim para o aumento do numero de plantas vulneraveis, ameagadas ou até mesmo em extingao
(BARBOSA, 2007; FERREIRA et al., 2007; BERED et al., 2008).

Apesar da importancia em diversos segmentos ja citados € o viés ecologico e
de preservagao que envolve as bromelidceas, estudos a respeito das espécies pertencentes a esta
familia ainda precisam avancar na questdo de domestica¢do e comercializagdo vista a enorme
quantidade de plantas ndo estudadas, o que demonstra a necessidade de pesquisas cientificas a

serem realizadas.
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2.4 POTENCIAL ORNAMENTAL DA FLORA BRASILEIRA

O Brasil ¢ considerado um dos paises de maior riqueza em biodiversidade do
planeta, concentrando de 15 a 20% de todas as espécies vegetais. Também possui alguns dos
biomas mais ricos em numero de espécies como a Amazonia, Cerrado e a Mata Atlantica. Além
da vasta quantidade de espécies, o Brasil detém grande quantidade de espécies endémicas. Entre
as plantas ornamentais destacam-se as orquideas e as bromélias, plantas estas que apresentam
relevancia devido ao florescimento, formato ou colorido das folhas, bem como o aspecto geral
da planta, facilidade de cultivo e manutengao, entre outras (MMA, 2011; MMA, 2018).

Apesar da relevancia riqueza da flora no Brasil, a mesma ainda ¢ pouco
conhecida, negligenciada e subutilizada. Assim, o pais tem o uso de apenas uma parte bem
pequena da sua biodiversidade. Infelizmente, em razdo de padrdes culturais impostos, na
preferéncia da utilizagao de espécies exoticas, muitas das quais sdo invasoras, nao benéficas ou
até prejudicias a nossa flora. Desse modo, sdo as espécies exodticasque dominam o mercado
brasileiro de plantas ornamentais e a presenc¢a destas espécies podem causar consequéncias nos
ambientes de cultivo, causando desiquilibrio ambiental (HEIDEN; BARBIERI; STUMPF,
2006; VALE et al., 2011).

Um dos pontos relacionados a preferéncia por estas espécies vai desde a
historia do Paisagismo no Brasil, realizada por homens europeus, acostumados a trabalhar com
determinadas espécies exdticas. Com isso, as espécies nativas eram deixadas de lado e
esquecidas. Além do mais, devido a adaptabilidade das espécies nativas ao nosso clima, as
mesmas possuem um desenvolvimento facil, o que acabavam as tornando pragas.

Este cenario comecgou a ser modificado entre as décadas de 1930 e 1940
quando Roberto Burle Marx inovou na forma de criar projetos, aproximando-os da flora tropical
nativa, revolucionando a histéria do Paisagismo e se tornando referéncia mundial. Outro
importante ponto hoje ¢ de que muitas espécies nativas nao sdo utilizadas pelo temor dos
produtores em investir em espécies pouco conhecidas do publico e terem prejuizo por nao
conseguirem comercializa-las (MALUHY, 2020).

Outro problema relacionado ao uso de espécies nativas ¢ que muitas destas
tém ocorréncia em areas que vem sofrendo com o desmatamento, fazendo com que algumas
plantas possam se extinguir antes de se tornarem conhecidas e terem seu potencial utilizado.
Outro ponto ¢ de que, muitas vezes, o valor das plantas nativas ornamentais so6 ¢ reconhecido
quando elas sdo estudadas e melhoradas por outros paises (HEIDEN; BARBIERI; STUMPF,
2006; VALE et al., 2011).
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Devido a grande biodiversidade, tém-se inumeras espécies com
caracteristicas de uso no paisagismo, no entanto, vé-se uma exaustiva repeticao de espécies que
se tornaram consagradas e aceitas pela populagdo (LEAL; BIONDI, 2006). Assim, a introducao
de uma planta nativa em cultivo pode ser um instrumento de conservagao e de inser¢ao de
espécies nativas, como € o caso das Dyckias, onde os estudos sdo escassos, impedindo o melhor
conhecimento destas espécies. Estas bromélias diferem das comuns por ndo possuirem o
famoso “tanque” que acumula 4gua, além de um formato diferenciado das plantas, trazendo

rusticidade (LORENZI, 2009; MMA, 2011) (Figura 2.4.1).

Figura 2.4.1. - Plantas de Dyckia sp em suas variadas formas e coloragdes.

Fonte: Getty Images/iStockphoto (2015)

Com isso, ¢ fundamental que o pais intensifique investimentos e implemente
programas de pesquisa na busca de um melhor aproveitamento desse imenso patriménio
natural. Assim, a domestica¢ao de plantas nativas ¢ uma grande oportunidade aos paises ricos
em recursos genéticos, como o Brasil (MARTINI et al., 2010; KABASHIMA et al., 2011;
MMA, 2011).
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2.5 GERMINACAO

O conceito de germinagao varia de acordo com a area de estudo. Para a
bioquimica, a germinagdo envolve a diferenciacdo sequencial dos caminhos oxidativos e a
continuacdo dos processos bioquimicos caracteristicos do crescimento vegetativo e do
desenvolvimento. Para a morfologia, a germinagdo € o processo de transformagao do embrido
em plantula. J& a fisiologia considera germinacdo como a retomada do metabolismo e do
crescimento e o reinicio da multiplicagdo celular (AGUIAR, 2017).

Conforme as Regras para Andlise de Sementes (RAS), germinagdo ¢ a
capacidade da semente de produzir uma plantula que apresente suas estruturas essenciais € que
esteja apta, em condicdes ambientais favoraveis, a desenvolver-se em uma planta normal
(BRASIL, 2009).

A germinagdo da semente ¢ considerada o primeiro passo da vida de uma
planta, sendo um dos processos fisiol6gicos mais sensiveis, afetada por interagdes hormonais e
também fatores ambientais. Entre os fatores que afetam a germinagdo estdo a umidade,
temperatura, substrato, luz e o oxigénio (MADEJ ON et al., 2015; PEREIRA, 2016).

Segundo Taiz et al. (2017) a germinacdo se inicia com a absor¢ao de agua
pela semente desidratada e termina com a emergéncia do eixo embriondrio, em geral, a radicula,
transpondo seus tecidos circundantes. A absorcao de agua € necessaria para gerar pressao de
turgor, que potencializa a expansdo das células, representando o inicio do crescimento e
desenvolvimento vegetativo (TAIZ et al., 2017; KERBAUY, 2019). A embebi¢do, ou seja, a
hidratacao dos tecidos € um processo fisico que ocorre entre as diferencas de potencial hidrico
entre a semente e o meio externo (KERBAUY, 2019). Assim, com base na cinética de absor¢ao

de 4gua, pode-se dividir a germinacdo em trés fases conforme a figura 2.5.1.
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Figura 2.5.1- Fases da germinacdo de sementes.
Germinagao Pés-germinacao
Fase | Fase ll Fase lll

Crescimento da plantula

Mobilizacdo de reservas
nos tecidos-estoque

)

Emergéncia da radicula
devido a expansao celular
— Principal
mobilizacdo
Mobilizac@o de reservas (oligossacarideos, de reservas

quebra muito limitada de polimeros no embrido)

Transcri¢do e traducdo de novos mRNAs

Traducdo ou degradagdo Diviséo celular

do mRNA estocado

Sintese de DNA

Contetdo de dgua da semente e da plantula (

Reparo de DNA

Respiragdo, reparo mitocondrial e multiplicacdo

Tempo

Fonte: Taiz et al. (2017)

Na fase I, denominada de embebicdo, as sementes absorvem agua
rapidamente. Esta fase marca o inicio da transformagao das substancias de reserva mais simples,
de modo a garantir energia e nutrientes necessarios a retomada do crescimento do embrido
(MARCOS FILHO, 2015; TAIZ et al., 2017).

Na Fase II, ocorre a estabilizacdo na velocidade de absorcao de agua e os
processos metabolicos de transcricdo e traducdo sdo reiniciados. Nesta fase ocorre uma
expansdo do embrido e o aumento da producdo de enzimas como as amilases e fitases,
necessarias para a metaboliza¢do das reservas e o desenvolvimento do embrido (MARCOS
FILHO, 2015; IBRAHIM, 2016; TAIZ et al., 2017).

Na fase 111, ocorre a reorganizagdo das substancias para formar o citoplasma,
o protoplasma e as paredes celulares, resultando em rapida absor¢do de 4gua e a protusdo da
radicula, a chamada germinacao visivel (MARCOS FILHO, 2015; TAIZ et al., 2017).

A capacidade de uma semente em reter seu potencial germinativo ¢
denominada viabilidade, e o tempo em que a semente ¢ conservada determina sua longevidade

(CARDOSO, 2004). O periodo de sobrevivéncia ou longevidade das sementes ¢ muito varidvel
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entre as espécies e também pode variar dentro de uma mesma devido a diferencas no genétipo
e procedéncia da semente, além das condigdes de armazenamento (HONG; ELLIS, 1996).
Segundo Marcos Filho (2015), as sementes sao responsaveis pela perpetuagao
e dispersdo das espécies e capazes de manter a viabilidade até que as condigdes ambientais
sejam favoraveis para o inicio de uma nova geragdo, entretanto, ndo conseguem preservar suas
condigdes vitais por tempo indeterminado, sofrendo deterioracdo. A deteriora¢do ¢ um processo
inevitavel, continuo e irreversivel, que inicia na maturidade fisiologica e culmina com a morte
da semente. Este processo ¢ determinado por uma série de alteragdes fisioldgicas, bioquimicas,
fisicas e citologicas, que ocorrem progressivamente, reduzindo a potencial fisioldgico das

mesmas.

2.6 REGULADORES DE CRESCIMENTO VEGETAL

Hormonios vegetais ou fitohormonios sdo substancias organicas produzidas
naturalmente em plantas atuando como mensageiros quimicos que modulam processos
bioquimicos e fisioldgicos, de modo a promover, inibir ou modificar o crescimento e
desenvolvimento (DE JONG; BORM, 2013). O desenvolvimento vegetal é regulado por nove
principais classes de hormodnios: acido abscisico, acido salicilico, auxinas, brassinosteroides,
citocininas, estrigolactonas, etileno, giberelinas e jasmonatos. No entanto, esta lista tende a
aumentar com novos estudos (TAIZ et al., 2017).

Esses hormonios estdo relacionados a todas as fases de desenvolvimento
vegetal, que vao desde a germinacdo, formacdo de raizes, caule, folhas, flores e frutos
(PERILLI; DI MAMBRO; SABATINI, 2012; SHABALA et al, 2016), como também
processos fisiologicos em resposta ao estresse abiotico (RYU; CHO, 2015) e biodtico (YANG;
YANG; HE, 2013).

Por outro lado, reguladores do crescimento vegetal sdo todas substancias
naturais ou artificiais, que apresentam atividade semelhante aos hormonios vegetais endogenos
encontrados nas plantas, sendo capazes, quando aplicadas exdgenamente, de modificar
processos fisioldgicos e morfologicos nos vegetais, afetando o crescimento e o
desenvolvimento. Entre estes compostos encontram-se o acido naftalenoacetico (ANA), acido

indolbutirico (AIB), acido giberélico (GA3), entre outros (TAIZ et al., 2017).

Raven, Evert e Eichhorn (2014) destacam que uma unica molécula de

regulador de crescimento vegetal induz o aumento na concentracao de outros hormonios, que



32

podem levar a mudancas de desenvolvimento na célula dos vegetais, além de atuar como
mensageiros quimicos entre as células. A agdo de cada um destes compostos ¢ determinada por
sua disponibilidade, atuando diretamente ou desencadeando uma rede de diferentes hormonios
nos diferentes estagios de desenvolvimento dos vegetais (VANSTRAELEN; BENKOVA,
2012).

Para que ocorra o efeito desejado na aplicacdo do regulador, ¢ necessario
estimar uma faixa ideal de concentracao, sendo importante considerar que a planta ja possui
niveis enddégenos de hormonios, evitando assim uma fitotoxicidade (BOTIN; CARVALHO,
2015). Deve-se considerar também que os resultados obtidos dependem do estadio fisiologico
da planta, das condi¢des ambientais, da espécie, do cultivar e da época de aplicagdao (PETRI et

al., 2016).

2.6.1 GIBERELINAS (GAs)

Uma importante classe de hormdnios vegetais compreende as GAs, que sao
numeradas em sequéncia cronologica de acordo com sua descoberta. Esse grupo compreende
todos os acidos tetraciclicos diterpenoides, mas apenas alguns deles tém atividade biologica
intrinseca (TAIZ et al., 2017).

As pesquisas com GAs ocorreram no comeg¢o da década de 1920, quando
agricultores japoneses observaram uma doenca que causava o crescimento anormal em plantas
de arroz (Oryza sativa L.). Plantas infectadas com Fusarium fujikuroi tornavam-se
anormalmente altas, o que as deixavam suscetiveis a queda e com producao reduzida, dai o
nome bakanae ou “doenga da planta-boba”. A partir dai, as giberelinas foram identificadas pela
primeira vez por Eiichi Kurosawa em 1926 e isoladas por Teijiro Yabuta e Yusuke Sumuki na
década de 1930, como produtos naturais do fungo Gibberella fujikuroi (chamado atualmente
de F. fujikuroi). Entretanto, ainda ndo haviam conseguido determinar a estrutura quimica da
forma ativa das GAs, devido a presenga de impurezas nas amostras (TAIZ et al., 2017;
KERBAUY, 2019).

Na década de 1950, estudos com GAs ganharam relevancia e pesquisadores
reconheceram a oportunidade de exploragao dessas substancias. Neste periodo, na Universidade
de Toquio, foram isolados a partir da giberelina A, trés novas giberelinas: A1, Az e A3, sendo

esta ultima denominada de 4cido giberélico (Figura 2.6.1.1). A descoberta de que as GAs
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ocorriam de forma natural em plantas também ocorreram nesta época (HEDDEN; SPONSELL,

2015; KERBAUY, 2019).

Figura 2.6.1.1 - Estrutura quimica do acido giberélico (GA3).

Fonte: redalyc.org (2006)

Em 1958, foi identificada a primeira giberelina vegetal, denominada de GA1,
encontrada em extratos de sementes de feijdo-escarlate (Phaseolus coccineus L.). Nota-se que
a maioria das espécies, até agora, contém GA| e/ou GA4. Além destas, as plantas contém muitas
GAgs inativas que representam os precursores ou os produtos da desativacao das GAs bioativas
(TAIZ et al., 2017).

A continuagdo de pesquisas levou a novas descobertas e confirmagdes que
contribuiram para complementar o conhecimento dessas substidncias. Dados recentes
quantificam 136 diferentes GAs, das quais poucas sdo as bioativas (HEDDEN; SPONSEL,
2015; TAIZ et al., 2017; KERBAUY, 2019).

Para Hedden e Sponsel (2015), o incremento das pesquisas sobre hormdnios
vegetais como as GAs vem avangando constantemente, no entanto, hd necessidade de estudos
para entender e esclarecer os processos bioquimicos envolvidos, as interagdes ambientais € a
regulacdo exercida em plantas. Desde a sua descoberta, as GAs vem sendo produzidas
industrialmente, sendo de grande importancia econdmica para agricultura devido a seus efeitos
em vegetais (RODRIGUES et al., 2012; RANGASWAMY, 2012; GOKDERE; ATES, 2014).

As GAs sdo sintetizadas em diversas partes da planta, principalmente em
regides de rapido crescimento, como sementes em germinagao, frutos, folhas jovens, apices de
caules e, em alguns casos, nas raizes (LAVAGNINI et al., 2014; TAIZ et al., 2017). As GAs
estdo presentes em tecidos com a presenga minima de auxina, sendo que os efeitos no
crescimento dependem da acidificagdo da parede celular induzida por auxina (TAIZ et al.,

2017).


https://www.redalyc.org/
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Entre os diversos efeitos morfolégicos e bioquimicos durante o ciclo de vida
da planta, as GAs promovem o alongamento de entrends, germinagdo de sementes, inducao do
florescimento, aumento do nimero de flores, desenvolvimento do pdlen e o crescimento do
tubo polinico, além da formagao do fruto, elevagao dos teores de clorofila a e b, carboidratos e
proteinas, entre outros (IQBAL; ASHRAF, 2013; HAN et al., 2014; ZANG et al., 2016; TAIZ
et al.,2017). Alguns estudos ja trazem, com grande evidéncia, que as GAs estdo envolvidas na
inducdo de respostas ao estresse abiotico (COLEBROOK et al., 2014).

Um dos efeitos mais estudados das GAs ¢ na germinacao das sementes. O
endosperma das sementes fornece, no inicio do processo de germinagao, energia necessaria para
as reagdes e processos nesta etapa. Para que esta reserva nutritiva possa ser disponibilizada para
as sementes, ¢ necessaria a metabolizagdo de enzimas hidroliticas que irdo gerar aglcares,
aminoacidos e outros produtos que nutrirdo o embrido (TAIZ et al., 2017; KERBAUY, 2019).

Neste ponto, as GAs funcionam como um sinalizador para a produ¢ao de o
B—amilases, enzimas estas que atuam na clivagem dos componentes do endosperma, gerando
energia para o embrido, estimulando o processo de germinacdo (KONDHARE et al., 2015;
MEDEIROS et al., 2015; KERBAUY, 2019). Na década de 60, se confirmou a observacao do
botanico autriaco Gottlieb Haberland (1854-1945), feita em 1890, de que existia no embrido
uma substancia difusivel que estimularia a producao de o—amilase. Passado mais de um século,
foi comprovado a sintese de GAs no embrido das sementes, que posteriormente eram
transportadas ao endosperma durante a germinagao (TAIZ et al., 2017; KERBAUY, 2019).

As GAs atuam no enfraquecimento do tecido ao redor da radicula, ou seja,
auxiliam na superagdo da barreira mecéanica imposta pelos tegumentos da semente. Isso ocorre
pela indugdo da expressdo de genes promotores do alongamento celular. Estudos também
sugerem que as GAs promovam a extrusdo da radicula por meio da interagdo com outros
hormonios (TAIZ et al., 2017; KERBAUY, 2019).

Outro efeito relevante das GAs € na superagdao da dorméncia das sementes.
Este processo envolve uma mudanga de estado metabolico na semente que permite ao embrido
reiniciar o crescimento. Como a germinacao ¢ um processo irreversivel que leva a formacao de
uma plantula, muitas espécies desenvolveram mecanismos sofisticados para perceber as
melhores condi¢des para que isso ocorra (TAIZ ef al., 2017; KERBAUY, 2019).

De acordo com um recente modelo, o equilibrio das atividades de acido
abscisico (ABA) e GAs nas sementes esta sob controle ambiental e do desenvolvimento.
Durante os primeiros estagios do desenvolvimento da semente, a sensibilidade ao ABA ¢ alta e

a sensibilidade a GA ¢ baixa, o que favorece a dorméncia e/ou quiescéncia sobre a germinagao.
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Mais tarde, a sensibilidade ao ABA declina e a GA aumenta, favorecendo a germinac¢ao. Ao
mesmo tempo, a semente torna-se progressivamente mais sensivel aos estimulos ambientais,
como temperatura e luz, que podem tanto estimular quanto inibir a germinagdo (TAIZ et al.,
2017).

Assim, o tratamento de sementes com GAs pode, em geral, substituir um sinal
positivo na superagdo da dorméncia fisioldgica. As GAs, em associacdo com as citocininas,
substituem a necessidade de diversos sinais ambientais para promover a germinagao,
minimizando os efeitos do ABA (TAIZ et al., 2017, KERBAUY, 2019). Diante do exposto, as
giberelinas possuem diversas aplicagdes na agricultura devido suas propriedades que
modificam processos bioquimicos, fisioldgicos e a morfologia do vegetal (RODRIGUES et al.,
2012; GUPTA; CHAKRABARTY, 2013).

Souza et al. (2018) testaram GA3 em sementes de beton (Rhaphiodon echinus
Shauer.), nativa da Caatinga e, obtiveram 67% de germinagio na dose de 5000 mg L', enquanto
sementes nao tratadas tiveram 18% de germinacdo. J& Abdulhalem (2020) teve germinagdo de
100% apos 7 dias do tratamento de sementes de anis ( Pimpinella anisum L.) na dose de 1 e 2
mg L' de GAs, enquanto o controle demorou 14 dias para atingir esse percentual. A
porcentagem de germinagio aumentou para 78% com a aplicacdo de 2 mg L de GA; em
sementes de moréia-bicolor (Dietes bicolor (Steud.) Sweet ex Klat) apos 40 dias de cultivo in
vitro, enquanto o controle teve 50% e também foram observadas folhas maiores nas plantulas
cujas sementes foram tratadas com GA3 (SILVA et al., 2020). Bonin et al. (2010) ao tratarem
sementes de Alcantarea imperialis (Vell.) Harms. observaram aumento da germinabilidade
(73%) quando tratadas com solugdo de GAsza 5 mg L! enquanto o tratamento somente com
agua apresentou 47%.

Vale lembrar, que devido a degradacdo rapida das GAs aplicadas
exogenamente, devido a fatores como o excesso de luminosidade e alta temperatura, sua
atividade bioldgica ¢ reduzida, sendo uma das solucdes encontrar sistemas que protejam o

composto (LIU et al., 2013).

2.6.2 OXIDO NITRICO (NO)

O NO foi descoberto pelo inglés Joseph Priestly em meados de 1770,
constituido-se em uma das menores € mais simples moléculas biossintetizadas (PODEROSO;

HELFENBERGER; PODEROSO, 2019). Por um longo periodo, o NO e o didxido de
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nitrogénio (NO2) foram considerados como sendo oriundos de descargas elétricas na atmosfera.
Cerca de 30 a 40 anos atrds, o NO passou a ser reconhecido como poluente atmosférico dos
complexos NOx (NO> e NO), produzidos por motores de carros e usinas de energia. Entre o
final dos anos 80 e inicio da década de 90, houve uma aceleracao nas pesquisas com NO, devido
a sua descoberta na sinalizagdo em células de mamiferos e na regulacdo de diversos processos
fisiologicos (TOMAZINI; ANDRADE; MAXIMO, 2019).

Em mamiferos, o NO atua como sinalizador desempenhando fungdes como
vasodilatacdo, neurotransmissdo, contragao e relaxamento do musculo liso, além de resposta
imunologica. Em 1992, o NO foi reconhecido pela Revista Science como a "molécula do ano".
Em 1998, Robert F. Furchgott, Loius J. Ignarro ¢ Ferid Murad receberam o prémio Nobel em
Fisiologia e Medicina pela descoberta do papel do NO como molécula sinalizadora no sistema
cardiovascular (IGNARRO et al., 1987) TOMAZINI; ANDRADE; MAXIMO, 2019).

Além da a¢do em humanos, estudos identificaram a produgdo desta molécula
em vegetais. O fato de que as plantas produzem NO foi publicado pela primeira vez ha 40 anos
por Lowell Klepper. Ele baseou seus estudos na observacao de que os herbicidas inibidores da
fotossintese bloqueiam a redugdo de nitrito (NO7"), levando ao seu acumulo nas partes tratadas
da planta. A liberagdo de NO foi detectada imediatamente ap6s o tratamento e foram
diretamente proporcionais as concentragoes de herbicidas aplicadas. Além disso, as emissoes
de NO estavam intimamente relacionadas ao teor de nitrito na folha (KOLBERT et al., 2019).

Existem diversas vias propostas para a sintese de NO enddgeno em plantas,
sendo dependente da espécie, fase de desenvolvimento e do ambiente nos quais as plantas sao
cultivadas. Tem-se o conhecimento de que a principal via de biossintese de NO faz parte do
metabolismo do nitrogénio e inclui a participacdo da enzima nitrato redutase que catalisa a
oxidacdo do nitrato (NO3) em nitrito (NOy"), além da redutase do nitrito, responsavel pela
oxidacdo do nitrito em NO. A reduc¢do de NO2" em NO também pode ocorrer pelo transporte de
elétrons mitocondrial e por meio de reagdes ndo enzimaticas (baixo pH e ambiente acido
redutor) (MOREAU et al., 2010; SUN et al., 2021).

Muitas das rotas de NO ainda estdo em estudo, mostrando a complexidade
em entender os mecanismos deste composto na planta (BESSON-BARD et al., 2009). Com
1sso, fica evidente que os mecanismos de sintese do NO em plantas ainda sdo assunto de debate
(ASTIER; GROSS; DURNER, 2018).

Diversos trabalhos apontam para a importancia do NO em processos como a
floragao (KHURANA; KHURANA; BABBAR, 2011), movimento estomatico (CHEN et al.,
2013), regulacdo da formagdo da raiz lateral (CORREA-ARAGUNDE; LOMBARDO;
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LAMATTINA, 2008), crescimento da raiz primaria (FERNANDEZ-MARCOS et al., 2011) e
desenvolvimento de pelos radiciais (LOMBARDO et al., 2006). O NO afeta também o nivel de
clorofila (LIU; GUO, 2013), o crescimento vegetativo (LOZANO-JUSTE; COLOM-
MORENO; LEON, 2011), a lignificagdo da parede celular (BOHM et al., 2010) e atua na defesa
contra patogenos (POPOVA; TUAN, 2010).

Em sementes, estudos mostram que o NO promove a superacao da dorméncia
de forma eficiente e/ou promove a germinagao de varias espécies, podendo desempenhar papel
fundamental na detec¢do das condi¢des ambientais adequadas para a germinacao (ARC et al.,
2013; KRASUSKA et al., 2015).

Alguns estudos apontam o papel do NO no estimulo de enzimas hidroliticas
que mobilizam as reservas das sementes. Zhang et al. (2005) notaram aumento da atividade de
B-amilase na presenga de solucdo doadora de NO (nitroprussiato de s6dio-SNP) em trigo
(Triticum L.), soja (Glycine max L.), cevada (Hordeum vulgare L.), milho (Zea mays L.) e
melancia (Citrullus lanatus. Thunb.Matsum. & Nakai).

Gniazdowska, Krasuska e Bogatek (2010), observaram inicialmente a
porcentagem de germinacdo de embrides de maca (Malus domestica Borkh.), em 5% sem
aplicagdo do tratamento com SNP, e que apds a imersao na solucdo por 3 h, na dose de 5 mM,
atingiu 64%. Pereira et al. (2010) avaliando a influéncia do NO na germinagdo de sementes de
Plathymenia reticulata Benth. com baixo vigor, constataram que a embebicao das sementes em
solucdes de KNOs; ou SNP, na dose de 100 pM por 24 horas reduziu a inibi¢do da germinagao
de sementes envelhecidas e aumentou a atividade antioxidante de superoxido dismutase (SOD).

De acordo com Seabra e Oliveira (2016), a aplicacao exdgena de NO melhora
a tolerancia a salinidade, toxicidade por metais, temperaturas extremas e estresse hidrico. Desta
forma, o NO surge como uma molécula de grande importancia na resposta dos vegetais contra

diversos estresses (FARNESE et al., 2016).

Muitos dos processos deletérios sofridos pelas plantas submetidas a
condigdes adversas sao mediados por espécies reativas de oxigénio (EROs). Sob estresse,
ocorre a altera¢ao do balanco energético do oxigénio, conduzindo este para formas reduzidas e
reativas como o anion superdxido (O™), oxigénio singleto (102"), peréxido de hidrogénio
(H203) e o radical hidroxila (OH"). Esses produtos causam reacdes em cadeia prejudiciais para
as plantas, atingindo qualquer macromolécula e alterando sua funcionalidade. A producao em
excesso das EROs causam a destruicdo de clorofilas, fragmentacio de DNA, danos em

proteinas, peroxidacdo de lipidios e extravasamento de ions, provocando a morte celular
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(CARVALHO; NETO, 2016; KOHLI et al., 2019).

No entanto, vale ressaltar que, em baixas concentracdes, as EROs,
especialmente o H>O», atuam como sinalizadores para a ativacao do sistema de defesa contra o
estresse. Devido a produgdo de EROs fazer parte da rotina celular, os vegetais desenvolveram
ao longo da evolucao, diferentes estratégias de prote¢do ao dano oxidativo (BARBOSA et al.,
2014; KOHLI et al., 2019).

O mecanismo de defesa vegetal inclui a atividade enzimatica como ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT), guaiacol peroxidase (POD) e superoxido dismutase (SOD).
Além dessas, existe a via ndo enzimatica, como por exemplo, pela a-tocoferol, acido ascoérbico
e carotendides (BARBOSA et al., 2014; KOHLI et al., 2019). Uma série de trabalhos relatam
a atividade do NO sobre o complexo de defesa antioxidante, devido sua habilidade em conter
os danos celulares causado pelas EROs, auxiliando na detoxificagdo das mesmas (KOHLI ef
al., 2019).

O NO também interage com fitohormonios como o dacido salicilico e,
jasmonatos; e moléculas sinalizadoras, como o Ca’" e glutationa reduzida (GSH), afetando
eventos de desenvolvimento ¢ tolerancia ao estresse, ativando varias cascatas de sinalizagao
(FARNESE et al., 2016; FANCY; BAHLANN; LOAKE, 2017; DEL CASTELLO et al., 2019).

Os efeitos do NO nas plantas sdo dependentes de sua concentracao e do tecido
onde ele estd localizado. Por exemplo, quando em baixa quantidade, atuam como molécula
sinalizadora e contribuir para a acdo de agentes oxidantes (SIDDIQUI; AL-WHAIBI;
BASALAH, 2011). No entanto, o excesso de NO leva a um processo chamado de nitragdo, que
¢ uma modificagdo irreversivel e trata-se da introdugdo de um ou mais grupo nitro (NO2) em

uma molécula organica (RADI, 2013).

O termo estresse nitrosativo refere-se a uma condicdo de estresse
caracterizada por um aumento de NO e também de EROs. Essas moléculas reagem entre si para
formar moléculas adicionais como o anion peroxinitrito (ONOQO"), formada pela interagcdo do
NO e o anion superdxido (O:7). Coletivamente, essas moléculas desencadeam danos
irreversiveis as diferentes biomoléculas como proteinas, lipidios e acidos nucléicos (GRUPTA
etal.,2019).

O tratamento em plantas diretamente com NO ¢ quase que inviavel e
ineficiente, visto sua natureza gasosa e curta meia-vida (ty; 1-5 s), principalmente devido a alta

reatividade (principalmente com O2), oxidando rapidamente, formando nitrito e nitrato. Em
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decorréncia disto, moléculas doadoras sdo amplamente utilizadas como estoques de NO
(FAROOQ et al., 2009; FARNESE et al., 2016). H4 uma ampla gama de moléculas doadoras
que podem apresentar mecanismos diferentes de liberacao de NO. Os doadores frequentemente
utilizados sdo: nitrato de potassio (KNO3), nitroprussiato de sodio (SNP), S-nitrosoglutationa
(GSNO), S-nitroso-N-acetil-D-penicilamina (SNAP), acido S-nitroso-mercaptosuccinico (S-
nitroso-MSA), NONOatos (WANG et al., 2015; BASUDHAR et al., 2015; FARNESE et al.,
2016). Além desses compostos, existem outros doadores, como os nitritos € nitratos organicos,
complexos ruténionitrosila, ferro-nitrosila e derivados floxanos (MUNZEL; DAIBER; GORI,
2013).

Entre os doadores, os S-nitrosotidis (RSNOs) sdo uma classe de doadores de
NO oriundos da nitrosacdo de tidis (R’SH) de baixa massa molecular. Os RSNOs sdo
metabolitos endogenos do NO que podem ser encontrados no meio extra e intracelular
(OLIVEIRA, 2016). Estes compostos estdo envolvidos nas reagdes de S-transnitrosagao
(Equagdo 1), que ¢ um mecanismo de modificacdo pds-traducional de proteinas com grupos
tidis, reconhecida como importante meio de regulagdo da atividade celular (FEELISCH;

OLSON, 2013).

R’SH + RSNO «> RSH + R’SNO  (Eq. 1)

A reacdo de nitrosagdo de R’SH formando RSNOs pode ser realizada de
diversas maneiras. Para os experimentos realizados neste trabalho, o processo de nitrosagao
aconteceu pela reacdo equimolar de R’SH (GSH) e nitrito de s6dio (NaNOz). O NaNO;, em
ambiente aquoso sob pH fisiologico ndo ira facilmente reagir, entretanto, em pH baixo (<3),
ocorre a protonagdao do NO»™ gerando o acido nitroso (HNO>), que resulta na formacao de ions
NO™. Tais ions sdo capazes de reagir rapidamente com tiois e formar os RSNOs (GSNO).

A S-nitrosoglutationa (GSNO) ¢ um S-nitrosotiol de baixa massa molecular
e um importante reservatorio de NO e origina-se da reacdo espontdnea do NO com o
grupamento tiol (-SH) da glutationa reduzida (GSH), por um processo denominado de S-
nitrosacao (Equagdes 2 a 6) (CORTESE-KROTT et al., 2014).

A GSH ¢ um tripeptideo composto pelos aminoacidos, glutamato, cisteina e
glicina, sendo também um antioxidante presente de forma abundante nos tecidos vegetais,
estando envolvida em diversos processos fisiologicos, como a divisdo celular e a defesa contra

radicais livres (GAMCSIK et al., 2012 FANCY; BAHLMANN; LOAKE, 2017).



40

NaNO, - Na" + NO, (Eq. 2)
NO," + H;0" - HNO, + H,0 (Eq. 3)
HNO, + H;0" - [H,NO,]" + H,O (Eq. 4)
[H,NO,]"™ - NO™ + H,0 (Eq. 5)
NO™+ GSH - GSNO (Eq. 6)
O processo de liberagdo de NO pela GSNO ocorre de maneira espontanea,
por meio da clivagem homolitica da ligacdo covalente S-N (Equacao7). Essa decomposic¢ao

pode ser catalisada pela temperatura, luz e a presenca de ions de cobre (CORTESE-KROTT et
al.,2014; MEYER et al., 2016; OLIVEIRA, 2016).

2 GSNO > 2NO+GSSH  (Eq. 7)

A degradacdo da GSNO a glutationa oxidada (GSSG) e amonia (NH3) ¢
catalisada pela enzima S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR), a qual tem importante papel na
regulagdo dos niveis intracelulares de NO. A GSNOR catalisa a reacdo de GSNO e glutationa
(GSH) formando o dimero disulfeto de glutationa (GSSG) e amonio (NH4") com o cofator
NADH. A enzima glutationa redutase (GSHR) pode reduzir o GSSG formando duas moléculas
de GSH com o cofator NADH (JAHNOVA; LUHOVA; PETRIVALSKY, 2019).

A GSNO também interage com grupos especificos de proteinas sulfidrilas (-
SH) para produzir proteinas S-nitrosadas (P-SNO) em um processo denominado de S-
transnitrosa¢do. Essa modificacdo pos-traducional modifica a fungdo de uma ampla variedade
de proteinas (TICHA et al., 2017)

Entretanto, alguns doadores de NO, como a GSNO, sdo instdveis, e as taxas
de decomposicao sao aumentadas na presenca de elevadas temperaturas e exposi¢ao a luz. Em
contrapartida, a nanoencapsula¢do de doadores de moléculas de NO em nanoparticulas (NPs)
tendem a reduzir significativamente as taxas de decomposicdo dos mesmos. A associagdo de
doadores de NO a NPs permite a liberacdo de quantidades controlaveis de NO, evitando assim
seus potenciais efeitos toxicos sobre as plantas, além de evitar a perda de NO pela
fotodegradacao (SEABRA et al., 2022ab).

Além disso, a nanoencapsulacdo permite melhorar a a estabilidade dos
RSNOs além de poder alterar as propriedades de biodistribuicdo e a cinética de liberagao,
contribuindo para a viabilizac¢ao da aplicacdo do NO (DUONG et al., 2013; SEABRA; JUSTO;
HADDAD, 2015).

Por ser uma abordagem nova e ainda pouco relatada em plantas, a aplicagao
dessa tecnologia na agricultura ¢ uma estratégia promissora € tem impactos importantes na

fisiologia, particularmente na germinagao das sementes, protecdo contra patogenos e estresses
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abioticos.

2.7 NANOTECNOLOGIA

Em 1965, o fisico americano Richard Feynman recebeu o prémio Nobel de
Fisica, em uma conferéncia na Reunido da Sociedade Americana de Fisica, onde sugeriu a
construgdo e a manipulagdo, atomo a atomo, de objetos em escala nanométrica. Intitulada "Ha
mais espacgos 14 embaixo", a conferéncia de Feynman sugeriu que um dia a humanidade
conseguiria manipular objetos de dimensdes atdmicas e assim construir estruturas de dimensdes
nanométricas. Esta palestra ¢ considerada por muitos o ponto inicial da nanotecnologia
(FERREIRA; RANGEL, 2009; RIBOLDI, 2009; FURLANETO, 2011).

O termo nanotecnologia foi estabelecido em 1974 pelo professor japonés
Norio Taniguchi (1912-1999) e seu uso se intensificou nos anos 80, com a inven¢do do
microscopio de tunelamento e de forca atdmica, que garantiu a analise de estruturas
nanométricas (FERREIRA; RANGEL, 2009; RIBOLDI, 2009; FURLANETO, 2011).

O prefixo “Nano” ¢ derivado da palavra grega nanos, que significa ando,
originando sua unidade de medida, o nandmetro (nm), que equivale a bilionésima parte de 1
metro (1 nm = 1/1 000 000 000 m). A nanotecnologia engloba areas como Engenharia de
materiais, Energia, Biotecnologia, Eletronica, Computa¢do, Farmécia, Medicina, Agronomia,
entre outras (EALIA; SARAVANAKUMAR, 2017, VEGA—VASQUEZ; MOSIER;
IRUDAYARAJ, 2020).

Apesar do conceito de nanoparticulas ainda ser alvo de discussodes, pode ser
definida como uma estrutura supramolecular so6lida ultra dispersa, geralmente, mas nao
necessariamente, apresentando tamanho sub micrométrico, preferencialmente menor do que
500 nm em pelo menos uma dimensao (COUVREUR, 2013). O fundamento da nanotecnologia
esta no fato de que as propriedades de um material mudam significativamente quando reduzido
a escala nanométrica (RALIYA; TARAFDAR, 2012; SCOTT; CHEN, 2012).

As NPs possuem grande area superficial o que tipicamente resulta em maior
reatividade quimica e atividade bioldgica (LEE; YUN; PARK, 2015). Assim, a nanotecnologia
pode intervir em quase todos os tipos de materiais, sejam eles naturais ou sintéticos, de modo a
formar NPs, nanoesferas, nanotubos ou nanofibras (DURAN; MATTOSO; MORALIS, 2006).

Sistemas nanoparticulados s3o, em geral, constituidos por materiais
metalicos, no entanto, vem sendo muito utilizadas matrizes poliméricas. Esses nanomateriais

apresentam origem maleavel, como os polimeros, sendo incorporados em varios produtos
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(KAH et al., 2018).

Viarios destes vém sendo utilizados no preparo de NPs, dentre os quais
existem os polimeros naturais ou sintéticos, sendo hidrofilicos, hidrofobicos, biodegradéaveis ou
nao (KOLLARIGOWDA, 2017). A liberagdo do composto desejado depende de diversos
fatores como do material produzido, das propriedades fisico-quimica das particulas e dos
mecanismos de liberagdo (PEREIRA, 2017). Essa liberagdo do ativo quimico ocorre através da
degradacao por processos de relaxamento da matriz ou difusdo da particula, sendo liberado
lentamente para o meio externo (ABDI, 2010). Isto gera um sistema que prolonga o tempo de
acao de um ativo quimico e resulta no aumento da sua atividade quimica e biologica (AQIL et
al.,2013; TING et al., 2014).

De forma geral, o uso de NPs fornece diversas vantagens na sua utilizagdo,
dado que, permite um sistema de liberagdo controlada da formulagao, melhora sua solubilidade
e protege os compostos bioativos contra uma rapida degradagdo. Elas ainda potencializam a
eficiéncia desses produtos, oferecendo melhores resultados com menores doses e nimero de
aplicagdes, reduzindo o risco de contaminacdo ambiental e a toxicidade para organismos nao-
alvo (PASCOLI et al., 2018).

Esta tecnologia tem difundindo-se em diversas areas como eletronicos,
medicamentos, cosméticos, téxteis, ciéncia alimentar, setor de energia e agricultura (SASTRY;
RASHMI; RAO, 2011). Para a agricultura, a nanotecnologia favorece o desenvolvimento de
praticas limpas, onde a utilizagdo de nanocépsulas e polimeros biodegradaveis possibilitam o
desenvolvimento de formulacdes de liberagdo controlada, sendo entdo aplicadas em diversas

areas do setor (SOUZA et al., 2012).

2.7.1 NANOTECNOLOGIA EM PLANTAS

Diversos sistemas de NPs tem sido utilizados na area agricola, o que resulta
na exposicdo destes materiais a diferentes organismos vivos, sendo necessario avaliar estes
nanomateriais de forma a ndo causarem impacto ao meio ambiente (KAH; HOFMANN, 2014;
FRACETO et al., 2016).

No ecossistema, as NPs podem estar presentes na base da cadeia alimentar
(vegetais) e resultar em efeitos bioacumulativos (HUSEN; SIDDIQI, 2014). As caracteristicas
das NPs como a morfologia, tamanho, carga de superficie e a concentragdo do material,

determinam a interacao destas com o vegetal, resultando em diferentes respostas biologicas (
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ZHU et al., 2012).

As NPs podem serem incorporadas pelos vegetais, onde geralmente sdo
absorvidos, resultando em efeitos capazes de aumentar ou inibir o desenvolvimento vegetal
(MA et al.,2010; HUSEN; SIDDIQI, 2014). Cada material tem uma rota de entrada no vegetal,
sendo apoplastico (através da parede celular ou espacos intracelulares) ou simpléstico (célula a
célula). Vale lembrar que estudos da associa¢do de nanotecnologia e plantas ainda necessitam
de avaliagdes, como a compreensao dos mecanismos de aceitacdo destas particulas, a
translocacdo e sua acumulacdo, além de analises de potenciais efeitos adversos no crescimento
e desenvolvimento das plantas (LARUE et al., 2014).

A absor¢do de NPs pelas plantas ndo ¢ tao previsivel, dependendo de varios
fatores, sejam eles relacionados a propria nanoparticula (tamanho, composi¢do, carga
superficial), as interagdes com o ambiente e seus componentes (textura do solo, disponibilidade
de agua, microbiota), e fatores do proprio vegetal, ja que a fisiologia e a anatomia varia entre
cada espécie (SANZARI; LEONE; AMBROSE, 2019).

Para Zhu et al. (2012), os mecanismos de entrada de NPs ainda nao sao claros,
porém, a carga da particula influencia em como sdo capitadas pelas plantas. Cerca de 70 - 90
% que promovem carga negativa na parede celular sdo devido a presenca de pectinas, proteinas
e ligninas que atraem as particulas com carga positiva. O restante ¢ atribuido a epiderme das
raizes, que possuem carga negativa devido a grande quantidade de polissacarideos.

Pela regido apical das sementes, elas podem entrar por endocitose. Para NPs
negativas, quando estas penetram o sistema vascular, sdo transportadas rapidamente por efeitos
da pressao osmotica, forgas capilares ou transpiracao para a parte aérea (CHEN et al., 2010;
ZHU et al., 2012).

Entre as NPs, as metalicas tem sido muito utilizadas, principalmente as que
utilizam ferro, manganés, prata e zinco. Estes metais apresentam atividade bioldgica e afetam
processos bioquimicos e assim o metabolismo da planta. A aplicagdo de NPs contendo estes
metais apresenta resultados positivos na agricultura, no entanto, alguns podem resultar em
efeitos toxicos (KANNAUIJIA et al., 2019; PEREIRA et al., 2021).

Como alternativa econdmica e sustentavel, NPs provenientes de materiais
com menor agressao ao meio ambiente tem sido exploradas, como compostos biopoliméricos,
geralmente resultante de proteinas, polissacarideos ou lipidios, sendo estes biodegradaveis e
biocompativeis (CAMARA et al., 2019; SHAKIBA et al., 2020). Estas NPs podem ser
carregadas com substancias variaveis como fungicidas, fertilizantes, 6leos essenciais e

reguladores do crescimento vegetal. Este sistema permite uma liberacao lenta dos compostos
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ativos e tem potencial agricola em diversas fases de desenvolvimento das plantas (KUMAR et
al., 2020; MALUIN et al., 2020).

Sistemas de liberacdo poliméricos agem como compartimentos
transportadores de substancias e apresentam vantagens como a estabilidade biologica, fisica e
quimica, ser de facil preparo, além de serem aplicdveis em uma grande quantidade de
substancias visando melhorar suas propriedades quimicas (SINHA et al., 2004). Outro ponto
importante ¢ de que o material que compde as particulas produzam metabolicos nao-toxicos e
sejam degradados facilmente, dai a opcao pelo uso de polimeros biodegradéaveis naturais, como
quitosana e alginato (LEE; MOONEY, 2012; MINCEA; NEGRULESCU; OSTAFE, 2012).

A quitosana ¢ produzida pela desacetilacdo da quitina (NAGPAL; SINGH;
MISHRA, 2010; RIDOLFI et al., 2012), elemento encontrado principalmente no exoesqueleto
de crustaceos (camardes, lagostas e caranguejos) (YOUNES; RINAUDO, 2015). Esse material
tem varias vantagens como a nao toxicidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade, o que
favorece o transporte de compostos polares ativos em diversas aplicagdes bioldgicas, sendo
considerado um excelente biopolimero para preparagdo de micro e NPs (SUNDAR; KUNDU;
KUNDU, 2010; PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).

Entre os diversos métodos desenvolvidos para preparar NPs de quitosana, a
gelificacdo 10nica usando tripolifosfato de sédio (TPP) ¢ pratica, porque o processo €
relativamente facil de controlar e ndo requer o uso de solventes organicos (FAN et al., 2012).

Outro composto utilizado € o alginato, um polissacarideo natural, constituido
por dois tipos de acido poliurdnico (B-D-manurdnico e a-L-gulurénico), sendo extraido de algas
marrons pardas e algumas bactérias. E um composto biodegradavel com custo relativamente
baixo, além de possuir propriedades de bioadesdo e baixa toxicidade (LEE; MOONEY, 2012).

Virios estudos associando a nanotecnologia com plantas trouxeram diferentes
resultados. Para NPs de prata, estudos em arroz (Oriza sativa L.), mostraram que a exposicao a
estas causaram danos celulares e levaram a redugdo da massa vegetal (MIRZAJANI et al.,
2013). A aplicagdao de NPs de didxido de titanio (TiO2) e nitroprussiato de sodio (SNP)
isoladamente ou combinados aliviaram os efeitos adversos de estresse hidrico induzido por
polietilenoglicol (PEG) na germinacdo de sementes e no crescimento inicial de plantulas de
trigo (FARAIJI; SEPEHRI, 2019).

Pereira et al. (2017) desenvolveram nanocarreadores compostos de
alginato/quitosana e quitosana /trifosfato para o GAs. Os resultados, usando feijao (Phaseolus
vulgaris L.), mostraram a eficacia do nanocarregador com alginato/quitosana quando avaliado

a area foliar, carotenoides e clorofilas, além da eficiéncia desse hormonio vegetal em aplicagdes
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agricolas, quando associado a nanotecnologia.

Pereira, Oliveira e Fraceto (2019) em estudo com produgdo de tomate
(Solanum lycopersicum L.), verificaram que o uso de nanocépsulas com alginato/quitosana
associado a GA3 proporcionaram uma melhoria na produgdo, com a produtividade aumentando

quase quatro vezes quando comparado ao controle.

A nanoencapsulacdo dos doadores de NO surgiu como uma estratégia que
poderia proteger essas moléculas da decomposi¢ao/degradacao e permitir uma liberagao de NO
controlada, estendendo assim seu periodo de acdo. Essa estratégia ¢ muito explorada em
aplicacdes biomédicas, evidenciando o efeito benéfico da associacdo do doador de NO com
nanomateriais (SEABRA et al., 2022ab).

Oliveira et al. (2016) em estudo com estresse salino em plantas de milho
comparou o efeito de NPs de quitosana com o doador MSA (&cido S-nitroso
mercaptossuccinico) com a do doador de NO ndo encapsulado. A incorpora¢do de S-nitroso-
MSA nas NPs permitiu uma liberagcdo controlada de NO e resultou em um maior teor de S-
nitrosotiodis foliares em comparagdo com o de S-nitroso-MSA livre . Houve também, com NO
nanoencapsulado, melhoria dos efeitos deletérios da salinidade na atividade do fotossistema II,

no conteudo de clorofila e no crescimento de plantas de milho.

Do Carmo et al. (2021) ao avaliar o efeito da aplicacdo de NPs de quitosana
contendo o doador de NO 4cido S-nitroso-mercaptosuccinico (MSA) sobre a fisiologia foliar
de mudas da espécie arborea Heliocarpus popayanensis Kunth. em déficit hidrico, observaram
efeitos positivos na fotossintese, condutdncia estomdtica e eficiéncia instantdnea de
carboxilagdo, principalmente quando a formulagao foi aplicada no solo.

Estudos apontam o potencial da utilizacdo desta técnica em sementes,
denominado priming. O tratamento de sementes advindo da nanotecnologia tem o intuito de
promover a germinagdo e o estabelecimento das plantas através do tratamento das sementes
antes da semeadura (BOURIOUG et al., 2020; ABBASI KHALAKI et al., 2021). O intuito
deste processo € tornar a germinagao mais rapida e homogénea, evitando com que a semente
passe longos periodos mais suscetiveis a estresses ambientais ou ataque de patdgenos
(ACHARYA et al., 2019).

Em um dos primeiros estudos no uso da nanotecnologia em sementes,
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Khodakovskaya et al. (2013), ao utilizarem nanotubos de carbono, observaram maior absor¢ao
de agua pela semente, promovendo melhora na germinagdo. Além disso, os nanotubos
resultaram em tomateiros com um numero de flores duas vezes maior do que plantas ndo
tratadas. Em outro trabalho, NPs de quitosana promoveram melhora na germinagao, aumento
da biomassa e atividade antimicrobiana em sementes de arroz (Oryza sativa L.)
(SATHIYABAMA; MUTHUKUMAR, 2020).

De modo geral, o tratamento das sementes tem o potencial de estimular o
crescimento vegetal e processos metabolicos, resultando em alteragdes morfoldgicas. O
tratamento das sementes provoca alteragdes na expressdo de genes ¢ afetam a atividade de
fitohormonios, além de sinalizarem o sistema de defesa, proporcionando aumento dos niveis de
antioxidantes e outras enzimas tornando as plantas mais resistentes aos diferentes tipos de
estresse (DURAN et al., 2017; KASOTE et al., 2019; ACHARYA et al., 2020).

Para Neto (2013), a expectativa ¢ de que a nanotecnologia possa contribuir
em uma producdo sustentavel e eficiente, atenuando os danos ao meio ambiente. Entretanto,
para a concretizacdo dessa ideia, sdo necessarias pesquisas. O custo para a fabricagdo de
nanomateriais ¢ fundamental e, estudos utilizando polimeros naturais indicam que os mesmos
podem ser obtidos em grandes quantidades em um baixo valor (PEREZ-DE-LUQUE, 2017).
Porém, os estudos dos efeitos de sistemas nanocarreadores poliméricos em vegetais ainda sao

insuficientes, sendo necessarias mais avaliagdes sobre seus efeitos (PEREIRA, 2017).

Em relagdo aos estudos, os Estados Unidos destacam-se por apresentarem
maior nimero de patentes depositadas, principalmente nas industrias farmacéutica e alimenticia
(BEZERRA et al., 2017). Ja& o Brasil detém patentes depositadas no Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI) a respeito das NPs, a maioria para a industria farmacéutica e de
alimentos. Somente em 2020 obteve-se uma patente em relacdo a aplicacdo agricola de
doadores de NO (INPI, 2021).

Este cenario de poucos estudos em relagdo a nanotecnologia em todas suas
areas de aplicagdo ¢ justificado pelo baixo investimento e pouca articulagdo entre governos,
empresas ¢ universidades, capazes de promover um melhor sistema de pesquisa e
desenvolvimento (BEZERRA et al., 2017).

Estas informagdes comprovam que o uso dessa tecnologia torna-se uma
oportunidade de geragdo de patentes e trabalhos cientificos, principalmente por suas inimeras

possibilidades de aplicagcdo e vantagens para os diferentes setores da economia (BEZERRA et
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al., 2017). Além da tecnologia estar ganhando mais espaco no pais, o uso de nanotecnologia ¢
inovador na agricultura e ainda mais singular quando envolve moléculas como 0 GA3 ¢ NO.
Concomitantemente, trabalhos com espécies nativas de bromélias sao
escassos € a associagdo desta recente tecnologia com GAz e NO em Dyckia , por exemplo,
podem trazer avangos ndo somente no conhecimento e aplicabilidade da nanotecnologia, mas
também nos efeitos fisiologicos e morfologicos em espécies cujos estudos nesta drea sdo
praticamente desconhecidos. Além disso, os estudos podem favorecer a domesticagao e
propagacao em larga escala destas espécies, contribuindo para a sua inser¢ao no mercado de

plantas ornamentais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Sementes da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Frutos de Dyckia cabrerae L.B.Smith. & Reitz
(Matriz de 22 anos), Dyckia dusenii L.B.Smith (Matriz de 22 anos), Dyckia pottiorum Leme.
(Matriz de 8 anos) e Dyckia walteriana Leme. (Matriz de 23 anos) foram coletados de plantas
matrizes, aproximadamente, 90 dias apds o florescimento, entre os meses de outubro e
novembro de 2020, na propriedade do colecionador Dr. Walter Miguel Kranz, localizada no
municipio de Londrina, PR (23°22° Se 51° 11° O). Segundo a classificacdo de Koppén, o clima
na regido ¢ tipo Cfa (subtropical imido), com temperatura média no més mais frio de 17,0°C;
24,0°C, no més mais quente; e temperatura média anual de 21,2°C. A precipitagdo anual média
¢ de 1632 mm (IAPAR, 2019).

Os frutos foram embalados em sacos de papel tipo Kraft®, identificados e
transportados para o laboratorio e depois secos em bandejas plasticas, em local sombreado e
ventilado (25+2°C e umidade relativa - UR de 50+10%), por trés dias, para completarem a
deiscéncia e facilitar a extracdo das sementes e, armazenadas em geladeira, em sacos de papel

Kraft® a 7,5£1,0°C e UR 26+7%, até a instalagio dos experimentos (270 dias).

Figura 3.1.1 - Sementes das espécies colhidas em campo.
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3.2 PREPARO DAS FORMULACOES

3.2.1 NANOPARTICULAS (NPs) CONTENDO ACIDO GIBERELICO (GAs)

As formulagdes de NPs foram fornecidas pelo Professor Dr. Leonardo
Fernandes Fraceto, da UNESP/Sorocaba-SP, sendo preparadas com concentragdo de 50 mg L~
! .

As NPs ALG/CS foram preparadas pelo método de gelificacdao ionotropica
(Figura 3.2.1.1). Inicialmente, com auxilio de uma bomba peristaltica (Miniplus 3, Gilson), foi
adicionado, pelo periodo de 60 minutos, 3,75 mL de solu¢do de CaCl, (18 mM) a 59 mL de
uma solugdo de ALG (0,063% m/v e pH de 4,9) que se manteve sob forte agitagdo magnética
(500 rpm). Durante esta etapa do processo, ocorre a reticulacdo do CaCl; sobre o ALG através
de interagdes 10nicas formando uma estrutura denominada “eggbox” (PEREIRA et al., 2017).

Subsequentemente, o GA3 foi adicionado sob agitagdo até a dissolugao
completa e atingimento da concentracdo desejada. A solu¢do ALG/CaCl2/GAj3 foi mantida sob
agitacdo, sendo adicionada 12,5 mL de solugdo aquosa de quitosana (0,07% m/v e pH 4,6)
preparada em uma solu¢do aquosa contendo 5,7% de acido acético. A solugdo de quitosana foi
adicionada ao longo de um periodo de 90 minutos, formando uma dispersdo coloidal (PEREIRA
et al., 2017). O mesmo processo foi realizado sem a presenca do GA3. As suspensodes obtidas
foram diluidas em dgua destilada para obtengao das doses a serem utilizadas.

As NPs de CS/TPP foram preparadas pelo método de gelificacdo, com
modifica¢des. Primeiramente, 10 mL de uma solugdo de CS (0,2%, pH 4,5), preparada em uma
solucao aquosa de acido acético 0,6%, foi mantida sob agitagcao vigorosa (500 rpm) e 0 GA3 foi
adicionado na concentraco final de 50 mg L' .Apos a dissolugdo do GA3, foram adicionados
6 mL de solugao TPP (0,1%, pH 4,5 a 4°C). As (NP CS/TPP) também foram preparadas sem a
presenca do regulador.

As formulagdes foram caracterizadas por tamanho, potencial zeta, eficiéncia
de encapsulamento (quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC), indice
de polidispersividade (PDI) e pH. As NP ALG/CS com e sem GAj3 apresentaram tamanho
médio de 450+10nm, indice de polidispersidade (PDI) de 0,3, potencial zeta de -29+0,5 Mv,
pH de 4,9 e 100% de eficiéncia de encapsulamento. As NP CS/TPP com e sem GA3
apresentaram tamanho médio de 195+1 nm, indice de polidispersidade (PDI) de 0,3, potencial
zeta de +27£3 Mv, pH de 4,7 e 90% de eficiéncia de encapsulamento. Ambas NPs

permaneceram estaveis durante 60 dias a temperatura ambiente (PEREIRA et al., 2017).
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Figura 3.2.1.1 - Representacdo do complexo alginato-quitosana e ions célcio.
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3.2.2 NANOPARTICULAS (NPs) CONTENDO DOADOR DE OXIDO NiTRICO (NO)

As suspensdes de NPs contendo a S-nitrosoglutationa (GSNO) como doadora
de NO foram disponibilizadas pela Prof*. Dr*. Amedea Barozzi Seabra da Universidade Federal
do ABC.

A GSNO foi sintetizada e caracterizada segundo a metodologia de Silveira et
al. (2016). A glutationa reduzida (GSH) foi dissolvida em 4cido cloridrico (1 mol L) a 1,2 mol
L' . Uma quantidade equimolar de nitrito de sédio (NaNO) foi adicionado a solugdo de GSH
em banho de gelo por 30 minutos e agitacdo magnética a fim de nitrosar o GSH. Posteriormente,
foi feita a adi¢do de acetona e esta solugdo filtrada e lavada varias vezes com agua fria obtendo
no final o GSNO precipitado. O sélido obtido foi liofilizado durante 24 horas e a formagao de
GSNO foi confirmada em 336 e 545 nm usando espectrometria UV-VIS. A concentragao final
de GSNO obtida foi de 20 mM.

Para a obtencdo de NPs de GSNO (Figura 3.2.2.1) as mesmas foram
preparadas usando o método de gelificagao i6nica (MARCATO et al., 2013; PELEGRINO et
al., 2017). Resumidamente, a quitosana (CS) foi dissolvida em acido acético (1%) e 26 mmol
L' de GSH foram adicionados a solugdo. Apos 90 minutos de agitagio magnética a temperatura
ambiente (25+2°C), uma solugio de tripolifosfato de sodio (TPP) a 0,6 mg mL! foi adicionada
gota a gota a solugdo CS/GSH. A mistura final foi magneticamente agitada por pelo menos 90

minutos. A concentragio final de GSH foi igual a 20 mmol L', Para obter NPs de quitosana



51

contendo GSNO (uma quantidade equimolar de nitrito de s6dio (NaNQO») relacionada ao GSH
foi adicionado a dispersao de NP-CS/TPP-GSH. A suspensao final foi homogeneizada por 60
minutos no escuro. A concentracdo final de NP-CS/GSNO foi de 20 mM. O mesmo
procedimento foi realizado sem a presenca de GSH, para obter as NPs contendo apenas CS/TPP.
As formulagdes foram caracterizadas por tamanho, dispersdo dinamica de luz,
analises de rastreamento de NPs, potencial zeta, eficiéncia de encapsulamento, indice de
polidispersividade (PDI) e pH.
Figura 3.2.2.1 - Estrutura das nanoparticulas (NPs) contendo a S-nitrosoglutationa (GSNO).
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Fonte: Milena Trevisan Pelegrino (2020)

3.3 CARACTERIZACAO DO LOTE DE SEMENTES

Para a caracterizagdo do lote de sementes, logo ap6s a coleta, foi determinado
o teor de dgua e a viabilidade pelo teste de tetrazdlio, ambos seguindo as especificagdes das
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Na obtencdo do teor de dgua, 0,2 g de sementes de cada espécie foram
colocadas em estufa a 105+3°C durante 24 horas, com calculo obtido através da diferenca de
peso inicial e final das amostras. Para tanto, foram utilizadas 4 repetigdes, com a obtencao de

uma média.
Teor de agua (%):M
P-t

Onde:
P = peso inicial, peso do recipiente e sua tampa mais o peso das sementes imidas;
p = peso final, peso do recipiente e sua tampa mais o peso das sementes secas;
t = tara, peso do recipiente com sua tampa.

Para a realizagdo do teste de tetrazolio, as sementes foram colocadas em
criotubos com capacidade de 2 mL, com adi¢cdo de dgua destilada até completar o volume. Os

criotubos foram mantidos por 24 horas a 25°C em camara de germinacdo. Em seguida, foi
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retirada a agua e adicionada solugdo de sal de tetrazolio a 1%, e as sementes mantidas
novamente em camara de germinagdo por 24 horas a 30°C, na auséncia de luz (criotubos
recobertos com papel aluminio). Na sequéncia, as sementes foram avaliadas quanto a sua
viabilidade (Figura 3.3.1) com o auxilio de uma lupa. Para o célculo da porcentagem de
sementes viaveis ndo foram consideradas as sementes vazias, ou seja, que nao apresentavam

embrido.

Figura 3.3.1 - Representacao de semente de Dyckia sp. viavel (A), inviavel (B) e vazia (C).

Fonte: Proprio autor (2021)

3.4 TESTES EM SEMENTES

Germinacio: Para o teste de germinacao, as sementes foram colocadas sobre
papel mata-borrao (10,5 cm x 10,5 cm) umedecido com agua destilada na quantidade de 2,5
vezes a massa do papel nio hidratado, e colocadas em caixas de poliestireno cristal (Gerbox®)
(11 cm x 11 cm x 3 cm). Os gerbox® foram mantidos em camara de crescimento (tipo B.0.D.)
a temperatura de 25°C, conforme recomendacdes das Regras de Analise de Sementes. A
porcentagem total de germinacdo foi determinada considerando-se somente as plantulas
normais, ou seja, as que mostraram potencial para continuar seu desenvolvimento e dar origem
a plantas normais quando desenvolvidas sob condigdes favoraveis. Foi considerada normal uma
plantula com proporgao de 1:2, sendo uma de parte area para duas de raiz (BRASIL, 2009). A
porcentagem de germinacao foi realizada ao 10°dia.

Plantulas anormais: Foram avaliadas as plantulas que nao apresentaram um
desenvolvimento normal, ou seja, aquelas que ndo mostram potencial para continuar seu
desenvolvimento mesmo crescendo em condi¢des favoraveis (BRASIL, 2009).

Primeira Contagem de Germinacdo: Foi conduzida juntamente ao teste de

germinacao, sendo realizada a contagem no momento da protrusdo da raiz primaria da primeira
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plantula. Os resultados foram apresentados em porcentagem e realizada no 4° dia do teste de
germinagdo (NAKAGAWA, 1999).

Indice de Velocidade de Germinacio: Concomitantemente ao teste de
germinacao, foi realizada a contagem de sementes germinadas diariamente, através da formula
descrita por Maguire (1962): IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn, em que:

Gl, G2 ¢ Gn = namero de plantulas normais, computadas na primeira, segunda e ultima
contagem,;

N1, N2, Nn = ntimero de dias de semeadura a primeira, segunda e ultima contagem.

Tempo Médio de Germinag¢ao: O Tempo médio de germinagdo (TMG) foi
obtido através da metodologia descrita por Labouriau (1983), e realizado simultaneamente ao
teste de germinacdo, sendo diariamente contabilizado o niimero de sementes germinadas, este

indice ¢ calculado pela equagdo:

M = G1T1 + G2T2+........ GnTnG1 + G2....+Gn
B Gl1+G2...+Gn

Em que:

TM = ¢ o tempo médio, em dias, necessario para atingir a germinagdo maxima;

G1, G2 e Gn = ¢ o niimero de sementes germinadas e nos tempos T1, T2 e Tn, respectivamente.
Comprimento e massa seca de plantulas: Para o comprimento das plantulas

(mm), as mesmas foram medidas com o auxilio de um paquimetro. Para determinagdo da massa

seca, as plantulas foram alocadas em sacos de papel e mantidas em estufa com circulacdo

forcada de ar a 65 °C até atingirem massa constante e pesadas em balanca analitica (precisao

+0,0001g) e o resultado expresso em mg.
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ARTIGO A: ACIDO GIBERELICO LIVRE E NANOENCAPSULADO NA
GERMINACAO DE SEMENTES DE Dyckia spp. (BROMELIACEAE) NATIVAS DO
BRASIL

4.1 RESUMO

O Brasil apresenta a maior riqueza de espécies do género Dyckia, entretanto, muitas correm
risco devido a destrui¢ao dos habitats e extrativismo predatdrio, sendo alternativa a propagacao
sexuada em larga escala. Neste sentido, reguladores vegetais tém sido utilizados para estimular
processos germinativos. Dentre os reguladores, o acido giberélico (GA3) se destaca atuando
diretamente nos processos germinativos, no entanto, trata-se de uma molécula instavel e de facil
degradagdo. Desta maneira, sua nanoencapsulacdo visa proteger e promover a liberagdo
controlada. O trabalho avaliou os efeitos de doses de GA3 na germinacdo de D. cabrerae, D.
dusenii, D. pottiorum e D. walteriana. Em seguida, o efeito do GA3 nanoencapsulado foi
avaliado em sementes de D. walteriana que respondeu melhor ao regulador. Na primeira etapa,
as sementes foram embebidas durante cinco minutos em 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,5 ¢ 5,0 mg L~
' de GAs. Na segunda, sementes de D. walteriana foram tratadas com nanoparticulas de
alginato/quitosana (NP ALG/CS) e quitosana/tripolifosfato (NP CS/TPP) contendo GAj,
comparando-se com o GA3 livre e com NP de ALG/CS e CS/TPP sem GA3. Em ambos os
casos, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de
cinquenta sementes e avaliados diversos parametros germinativos. As sementes das quatro
espécies apresentaram comportamento trifasico de absor¢ao de dgua apos a embebicdo. As
espécies D. dusenii e D. walteriana tiveram respostas significativas ao GA3 para a maioria das
variaveis, com destaque para a germinagdo, que aumentou de 35% para mais de 60% na dose
de 5,0 mg L' de GAs. Ja as espécies D. cabrerae € D. pottiorum apresentarem respostas
positivas ao GA3 apenas em parametros do crescimento vegetativo. No segundo experimento,
observou-se que o uso de GA3; nanoencapsulado resultou em respostas da germinagdo de
sementes de D. walteriana em doses menores que o regulador livre (entre 0,75 ¢ 1,0 mg L) ,
com maior eficiéncia das NPs de ALG/CS. Em suma, sdo recomendadas para D. dusenii a dose
de 5,0 mg L' e para D. walteriana entre 4,4 ¢ 5,0 mg L™! de GAs, ndo sendo recomendado GAs3
para a germinagao de D.cabrerae e D.pottiorum. A forma nanoencapsulada contendo ALG/CS-
GAj entre 0,75 e 1,0 mg L' sdo recomendados para germinagio de D.walteriana.

Palavras-chave: Bromélias. Domesticagdo. Giberelinas. Nanotecnologia. Reguladores do
crescimento vegetal.
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4.2 INTRODUCAO

O Brasil ¢ detentor de grande diversidade floristica, em especial em
Bromeliaceae, sendo catalogadas 1774 espécies (GOUDA; BUTCHER; GOUDA, 2022). Entre
os estados com maior concentracao de espécies, destacam-se a Bahia (358), Minas Gerais (327),
Espirito Santo (331) e Rio de Janeiro (330), ocorrendo principalmente nos biomas da Mata
Atlantica (934) e Cerrado (252) (REFLORA et al., 2022).

A producdo de bromélias em escala comercial apresenta-se como uma
atividade viavel e bem explorada no Brasil, destacando-se seu uso em projetos paisagisticos e
na decoragao de ambientes internos devido a facil manutencao, rusticidade e aclimatacao dessas
plantas em diversos ambientes (ANACLETO; NEGRELLE, 2013). As espécies apresentam
diferentes cores e conformacdes de folhas, o que faz aumentar seu valor agregado. Nesse
sentido, as bromélias do género Dyckia sp. destacam-se pela auséncia do tanque, comumente
presente nessas plantas e por sua morfologia esteticamente original.

Entretanto, em virtude do aumento do uso de bromélias no paisagismo
brasileiro, grandes quantidades de plantas acabam sendo retiradas da natureza, sendo um dos
fatores que contribuem para o aumento de espécies ameagadas de extingdo (PEREIRA;
CUQUEL; PANABIANCO, 2010). Entre as espécies de Dyckia, por exemplo, D. walteriana
Leme. se enquadra na categoria “criticamente em perigo”, exigindo medidas urgentes para a
conservagao das populagdes (MUSEGANTE et al., 2020; REFLORA, 2022).

Tem-se intensificado o interesse na propagagao de espécies nativas devido ao
destaque atual nos problemas ambientais, no entanto, ¢ restrito o conhecimento disponivel para
o manejo e analise das sementes da maioria das espécies, de modo a caracterizar seus atributos
fisicos e fisiologicos. O entendimento sobre o comportamento dos fatores de crescimento e
desenvolvimento de espécies nativas permite a criagdo de protocolos de cultivo, possibilitando
a introdugdo de novas espécies de valor econdmico e ornamental no mercado e ainda, a
recomposi¢ao de areas ja degradadas (RIBEIRO et al., 2012; BORGES et al., 2018).

Para que o processo de germinagao ocorra de forma uniforme e com maior
percentual possivel, alguns procedimentos podem ser adotados nas sementes, como a aplica¢ao
de reguladores do crescimento vegetal, como o acido giberélico (GA3). As giberelinas
promovem a germinagdo através de diversas mudancas de estado metabdlico na semente que

permitem ao embrido restabelecer sua atividade (HOSSEL et al., 2018).
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Uma das formas do estimulo da germinagdo proporcionada pelo GA3z ¢
através da indugdo da produgdo de enzimas hidroliticas (como as amilases) no endosperma, as
quais rompem o amido e outras substancias de reserva, gerando dessa forma compostos
organicos soluveis que fornecem energia para o embrido em germinacao (HOSSEL et al.,
2018). Ha relatos de melhoria na germinacdo e da superacdo da dorméncia de sementes de
diversas espécies pelo uso de GA3 (HOSSEL et al., 2018).

Apesar disso, um dos obstaculos da aplicagao de reguladores do crescimento
vegetal ¢ que os mesmos se degradam facilmente quando expostos a fatores ambientais como a
luz e temperatura, resultando na perda de sua atividade. Nesse contexto, a utilizagdo da
nanotecnologia visa fornecer materiais em nanoescala capazes de melhorar a estabilidade e
atividade, além de reduzir possiveis impactos ambientais (ASHRAF et al., 2021).

Desse modo, a nanoencapsulagao proporciona vantagens como o maior tempo
de agdo, aumento da atividade bioldgica e redugdo da concentragdo necessaria para o efeito
desejado. Outro ponto importante ¢ de que o material que compde as particulas produza
metabolitos ndo toxicos e que seja degradado facilmente, dai a opcdo pelo uso de polimeros
biodegradaveis naturais, como o alginato e a quitosana (FRANCISCO; GARCIA-ESTEPA,
2018; PASCOLI et al., 2018).

Estudos associando as nanoparticulas (NPs) contendo reguladores vegetais
como o GAj3 ainda sdo recentes e principalmente destinados a grandes culturas como em feijao
(Phaseolus vulgaris L.) (PEREIRA et al., 2017), pepino (Cucumis sativus. L.) (YANG et al.,
2018) e tomate (Solanum lycopersicum var. Cerasiforme) (PEREIRA;OLIVEIRA; FRACETO,
2019). Desse modo, torna-se inovador a aplica¢do desta tecnologia com o intuito de melhorar a
germinagdo de sementes com baixo vigor e a utilizagdo de espécies ornamentais, como as do
género Dyckia.

Assim, o trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de GA3 em quatro
espécies de Dyckia. Além disso, avaliou-se o potencial do GA3 nanoencapsulado em estimular

a germinacao de sementes de uma das espécies responsivas ao regulador de crescimento.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721000565?casa_token=eaypkdeeRhQAAAAA:3rLjq0hQXF5tvzqSe7s7HmDb11vFdJJZdKN8IogNFOb51IqoPriDWMWE8d45YgQbzZboKo-0by9F#!
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4.3 MATERIAL E METODOS

Material vegetal e caracterizacdo do lote

O experimento foi conduzido no Laboratério de Sementes da Universidade
Estadual de Londrina (UEL). Frutos maduros de Dyckia cabrerae L.B.Smith & Reitz, Dyckia
dusenii L.B.Smith, Dyckia pottiorum Leme. e Dyckia walteriana Leme. foram coletados de
plantas matrizes, cerca de 90 dias apos o florescimento, em outubro de 2020, na propriedade do
colecionador Dr. Walter Miguel Kranz, localizada no municipio de Londrina/PR (23° 22’S e
51°11°0).

Os frutos foram alocados em sacos de papel Kraft®, identificados e
transportados para o laboratorio. Em local sombreado, os mesmos foram secos ao ar livre por
trés dias para facilitar a extragdo das sementes, que ficaram armazenadas em sacos de papel
Kraft®, na geladeira a 7,5+1,0°C e umidade relativa (UR) 26+7%, durante 270 dias. Para a
caracterizagdo do lote, foram determinados o teor de d4gua e a viabilidade das sementes pelo
teste de tetrazolio, ambos seguindo as especificagdes das Regras para Andlise de Sementes
(BRASIL, 2009). Esta caracterizagdo ocorreu apos a colheita (10 dias) e antes da instala¢do do
experimento (270 dias).

Para a determinacdo do teor de agua, 0,2 g de sementes de cada espécie foi
colocado em estufa a 105 & 3 °C durante 24 horas. Na realizagdo do teste de tetrazodlio, utilizou-
se 4 repeticdes de 25 sementes cada. Para cada espécie, as sementes foram colocadas em
criotubos com capacidade de 2 mL e na sequéncia completados com agua destilada. Apos 24
horas a 25 °C em camara de germinacao, a agua foi retirada e adicionada solugdo de sal de
tetrazolio a 1%. Na sequéncia, as sementes permaneceram em camara de germinacdo na
auséncia de luz por 24 horas a 30 °C. Ap0s este periodo, foi avaliada a porcentagem de sementes
vidveis com o auxilio de uma lupa. Para o célculo da porcentagem de sementes viaveis, ndao

foram consideradas as sementes vazias, ou seja, aquelas que ndo apresentavam embrido.

Preparo das formulacoes

O 4cido giberélico (GA3 - 90%), alginato de sodio (ALG), quitosana (CS) e
tripolifosfato (TPP) foram obtidos a partir da empresa Sigma-Aldrich®. As NPs foram
fornecidas pelo Professor Dr. Leonardo Fernandes Fraceto da Universidade Estadual Paulista
(UNESP/Sorocaba) seguindo a metodologia de Pereira ef al. (2017).

Para o preparo das solugdes de GA3 livre, o mesmo foi pesado e diluido em

alcool (70%), sendo, posteriormente, acrescentada dgua destilada, obtendo concentragao inicial
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de 50 mg L. Na sequéncia, esta solugio foi diluida também em 4gua destilada para a obtencio
das doses desejadas (0,25, 0,5, 0,75, 1,0, 2,5 e 5,0 mg L),

As nanoformulagdes foram preparadas na concentragio inicial de 50 mg L',
As NPs de alginato/quitosana (ALG/CS) foram preparadas pelo método de pré-gelificacao
ionotrdpica. Inicialmente, com auxilio de uma bomba peristaltica (Miniplus 3, Gilson), foram
adicionados, por 60 minutos, 3,75 mL de solugdo de cloreto de calcio - CaCl> (18 mM) a 59
mL de uma solu¢do de ALG (0,063%, pH de 4,9) sob forte agitacdo magnética (500 rpm).
Durante esta etapa, ocorre a reticulacao do CaCl, sobre o ALG através de interagdes iOnicas
formando uma estrutura denominada “egg box”.

Posteriormente, o GA3 foi adicionado sob agitacao até a dissolugdo completa
para atingir a concentragio desejada (50 mg L™!). A solugdo ALG/CaCl/GAj; foi mantida sob
agitacdo e 12,5 mL de uma solugdo aquosa de quitosana (0,07% pH 4,6), preparada em uma
solugdo aquosa contendo 5,7% de acido acético, foram adicionados ao longo de 90 minutos,
formando um complexo polieletrolitico entre os polimeros. O mesmo processo ocorreu sem a
presenca do regulador GA3 para a obtengdo das NPs de ALG/CS sem o regulador de
crescimento.

As NPs de quitosana/tripolifosfato (CS/TPP) foram preparadas pelo método
de gelificacao, com modificag¢des. Primeiramente, 10 mL de uma solu¢do de CS (0,2%, pH 4,5),
preparada em uma solugdo aquosa de acido acético 0,6%, foram mantidos sob agita¢do vigorosa
(500 rpm) e o GAs foi adicionado até a concentragio final de 50 mg L. Apos a dissolugdo do
GA;, foram adicionados 6 mL de solugdo TPP (0,1%, pH 4,5 a 4°C). As NPs de CS/TPP
também foram preparadas sem a presenca do regulador.

As formulagdes foram caracterizadas por tamanho, potencial zeta, eficiéncia
de encapsulamento (quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC), indice
de polidispersividade (PDI) e pH. As NPs ALG/CS com e sem GAj3 apresentaram tamanho
médio de 450 £ 10nm, PDI de 0,3, potencial zeta de -29 + 0,5 mV, pH de 4,9 ¢ 100% de
eficiéncia de encapsulamento. As NPs CS/TPP com e sem GAj3 apresentaram tamanho médio
de 195 + 1 nm, PDI de 0,3, potencial zeta de +27 + 3 mV, pH de 4,7 e 90% de eficiéncia de
encapsulamento. Ambas as NPs permaneceram estdveis durante 60 dias sob temperatura

ambiente (PEREIRA et al., 2017).
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Tratamentos

Em todos os experimentos, as sementes foram esterilizadas em solucdo de
hipoclorito de sédio 1% (1 minuto), seguida da imersdo em dalcool 70% (1 minuto) e,
posteriormente, lavadas com agua destilada. Em seguida, embebidas em seus respectivos
tratamentos em frascos Erlenmeyer (50 mL), contendo 5 mL da formulacdo, agitando-os
durante 5 minutos a temperatura ambiente. No tratamento controle (0 mg L), as sementes
foram pré-embebidas em agua destilada.

No trabalho com o GAj3 livre, sementes de D. cabrerae, D. dusenii, D.
pottiorum e D. walteriana foram submetidas as doses de 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,5e 5mg L' de
GA3. No experimento com as NPs, as sementes de D. walteriana foram submetidas aos
seguintes tratamentos: NPs de ALG/CS e CS/TPP contendo GA3 e NPs de ALG/CS e CS/TPP
sem GA3;. Foram utilizadas as doses 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,5 ¢ 5,0 mg L"! de GAs e as diluicdes
correspondentes das NPs sem o regulador. Os dados de GA3 livre neste experimento foram

baseados no experimento anterior.

Avaliacoes

Para cada espécie, foram realizados testes para a primeira e contagem final de
germinagdo, visto que ndo ha recomendacdo nas Regras para Anélise de Sementes para as
espécies estudadas. Foi considerado o 4° dia para a primeira contagem e o 10° dia para o
encerramento do teste. Foram avaliadas em ambos os experimentos a porcentagem de
germinagdo (GER) e de plantulas anormais (PA), primeira contagem de germinacao (PCG),
indice de velocidade de germinacdo (IVG), o tempo médio de germinacio (TMG) e o
comprimento (CP) e massa seca das plantulas (MSP).

As sementes foram colocadas para germinar sobre papel mata-borrdo
umedecido com agua destilada na quantidade de 2,5 vezes a massa do papel ndo hidratado, e
acondicionadas em caixas de poliestireno cristal (Gerbox®) de dimensdo (11 cm x 11 cm x 3
cm). Os gerbox® foram mantidos em cimara de crescimento (tipo B.O.D.) a 25°C, sob
fotoperiodo de 8 horas (BRASIL, 2009).

A GER foi determinada considerando-se as plantulas normais e também
avaliadas as plantulas anormais (BRASIL, 2009), sendo consideradas normais as que
mostraram potencial para continuar seu desenvolvimento e dar origem a plantas normais
quando desenvolvidas sob condi¢des favoraveis. A PCG foi realizada no momento da protrusao
da raiz primaria, o que ocorreu ao 4° dia (NAKAGAWA, 1999). O resultado foi expresso em

porcentagem.
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Concomitantemente ao teste de germinagdo, foi realizada a contagem de
sementes germinadas a fim de estabelecer o IVG obtido através da formula descrita por Maguire
(1962). IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn, em que: G1, G2 ¢ Gn = nimero de plantulas
normais, computadas na primeira, segunda e ultima contagem; N1, N2, Nn = numero de dias
de semeadura a primeira, segunda e ultima contagem.

O TMG foi obtido através da metodologia descrita por Labouriau (1983), e
realizado simultaneamente ao teste de germinacao, sendo diariamente contabilizado o nimero

de sementes germinadas. Este indice ¢ calculado pela equagao:

M= GIT1 + G2T2+........ GnTnG1 + G2....+Gn
B Gl1+G2...4Gn

Em que:

TM = ¢ o tempo médio, em dias, necessdrio para atingir a germina¢cdo maxima;

G1, G2 e Gn = ¢ o numero de sementes germinadas e nos tempos T1, T2 e Tn, respectivamente.
Ao final de 10 dias, foram determinados a GER e PA e o resultado expresso

em porcentagem, além do CP (mm) através da medicao das plantulas normais e obtido com o

auxilio de um paquimetro. Na sequéncia, foi determinada a MSP (mg) em balanga analitica

(precisao +0,0001g), apds manter as plantulas em sacos de papel e estufas com circulacdo

forcada de ar a 65 °C até atingirem massa constante.

Curva de embebicio

Objetivando identificar as fases do processo germinativo, as sementes foram
pesadas em intervalos de 1 hora (nas primeiras 8 horas) e posteriormente a cada 2 horas até
decorrer 100 horas do inicio das pesagens.

As sementes foram dispostas em papel mata borrdo umedecido com agua
destilada, no volume 2,5 vezes o peso seco do papel e colocadas em caixas tipo gerbox®. No
tratamento das sementes com GA3, as mesmas ficaram embebidas por 5 minutos nas doses de
0,75 mg L para espécies D. cabrerae e D. pottiorum e 5,0 mg L' para D. dusenii e D.
walteriana. As sementes sem tratamento com GA3 foram embebidas em 4gua destilada pelos
mesmos 5 minutos. Na sequéncia, as sementes foram dispostas em papel mata borrdo. Antes da
obtencdo da massa das sementes (g), as mesmas foram secas superficialmente com auxilio de

papel de germinagdo, € a massa obtida em balanca semi analitica.
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Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado nas duas etapas.
Na primeira, foi constituido de sete tratamentos (doses) (0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 2,5e¢ 5,0 mg L
1) e, na segunda etapa, composto de 5 tratamentos (GAs livre, NP ALG/CS/GA3, NP ALG/CS,
NP CS/TPP/GA3z e NP CS/TPP) e em cada foram utilizadas 7 doses (0; 0,25;0,5;0,75;1,0;2,5 ¢
5,0mg L.

Para o teste de germinagao das duas etapas e curva de embebigdo, em cada
dose, foram utilizadas 4 repetigoes de 50 sementes. Para as medigdes de comprimento e massa
seca, foram selecionadas aleatoriamente 16 plantulas por repeticdo, e o resultado expresso pela
média das quatro plantulas.

Os pressupostos de normalidade dos erros e homogeneidade de variancias
foram testados através do Shapiro-Wilk e Bartlett (p> 0,05), respectivamente. Em seguida, os
dados foram submetidos a andalise de variancia a 5% de significancia. Quando observado efeito
significativo das doses, foi realizado a andlise de regressao linear ou nao-linear (quadratico,
logistico de 3 ou 4 parametros, segmentado, modelo de Brain-Cousens). Para a obtencao das
curvas de embebicdo, os dados foram ajustados por meio de modelos cubicos. Para a realizagao
das analises, foi utilizado o pacote AgroR (SHIMIZU; MARUBAYASHI; GONCALVES,
2021) do software R (R CORE TEAM, 2022).

4.4 RESULTADOS
Caracterizacdo do lote

Na caracterizagao do lote das sementes, os valores de viabilidade e teor de

agua das sementes sao apresentados na Tabela 4.4.1.

Tabela 4.4.1- Viabilidade pelo teste de tetrazolio (%), germinagdo (%) e teor de dgua (%) de

sementes de Dyckia spp. ap6s a colheita (10 dias) e depois de armazenadas (270 dias).

Espécie Viabilidade Germinacao Teor de agua
10 dias 270dias 10dias 270dias 10dias 270 dias
Dyckia cabrerae 79 68 71 38 9,2 8,5
Dyckia dusenii &1 71 75 36 9.5 8,9
Dyckia pottiorum 88 69 84 45 8,7 8,1

Dyckia walteriana 78 73 75 37 8,4 7,7
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As quatro espécies estudadas possuiam alta viabilidade logo apods a colheita,
variando de 78 a 88% e germinacdo de 71 a 84%. Apds o armazenamento durante 270 dias em
local seco e frio, houve reducdo da viabilidade para valores entre 68 e 73% e germinagdo para
36 a45%. Além disso, o teor de 4gua se manteve baixo apds o armazenamento, variando de 8,4
a 9,5% apos a colheita para 7,7 a 8,9% ap6s o armazenamento.

No entanto, destaca-se que foi observada uma reducdo da viabilidade e
significativa diminui¢ao da germinagdo ao longo do tempo, indicando uma possivel inducao de
dorméncia provocada pelo periodo de armazenamento. Também ndo foram identificados

patogenos/fungos nas sementes durante o periodo de conservagao e no teste de germinagao.

Efeito do GAs nas espécies de Dyckia

A Tabela 4.4.2 apresenta os valores de p-valor da analise de variancia das
variaveis avaliadas de sementes de bromélias (D. cabrerae, D. dusenii, D. pottiorum e D.

walteriana) em funcdo das diferentes doses de GA3.

Tabela 4.4.2 - p-valor do teste F da analise de variancia e coeficiente de variagdo (CV%) para
as variaveis: primeira contagem de germinacdo (PCG) (%), germinacdao (GER) (%), plantulas
anormais (PA) (%), indice de velocidade de germinacao (IVG), tempo médio de germinagao
(TMG) (dias), comprimento (mm) (CP) e massa seca (MSP) (mg) de plantulas para as espécies
D. cabrerae, D. dusenii, D. pottiorum e D. walteriana em fun¢do de doses de acido giberélico
(GA3).

D. cabrerae

PCG GER PA IVG T™MG CP MSP
p-valor 0,8012 0,8558 0,9081" 0,8954 0,7463 0,8915 <0,001
CV (%) 41,14 16,33 50,42 7,35 4,86 5,49 10,10

D. dusenii
p-valor 0,0037 <0,001 0,9844! <0,001 0,0211 0,0011 <0,001
CV (%) 26,34 11,45 40,2 13,00 5,40 8,65 11,08

D. pottiorum
p-valor 0,0102 0,3135 0,8692"  0,9646 0,0166 0,0403 <0,001

CV (%) 23,44 14,95 37,86 17,23 7,81 16,02 14,80
D. walteriana

p-valor <0,001 <0,001 - <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

CV (%) 15,80 6,00 - 5,18 3,16 2,89 5,78

*Dados transformados para x"0.5.

Houve resposta as doses de GAj3 para todas as espécies. PA nao respondeu ao

GAj; em nenhuma das espécies, variando de 2 a 4%. Para D. cabrerae, somente a variavel MSP
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diferiu entre as doses de GAs. Para D. pottiorum, houve resposta para GER, TMG, CP e MSP,
enquanto D. walteriana e D. dusenii responderam para todas as variaveis (exceto PA).

D. cabrerae apresentou aumento de MSP até a dose estimada de 1,2 mg L,
obtendo massa de 4,5 mg nesta dose e, a partir deste ponto, houve redugao. No controle, por

exemplo, a MSP foi de 3,1 mg (Figura 4.4.1).

Figura 4.4.1 - Massa seca de plantulas (MSP) de D. cabrerae em funcao de doses de acido
giberélico (GA3).
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Para D. dusenii todas varidveis, exceto PA, apresentaram respostas sob as

doses de GA3 (Figura 4.4.2).
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Figura 4.4.2 - Germinacao (GER) (A), indice de velocidade de germinacao (IVG) (B), tempo
médio de germinagdo (TMG) (C), primeira contagem de germinagao (PCG) (D), comprimento
(CP) (E) e massa seca de plantulas (MSP) (F) de D. dusenii em funcdo de doses de acido
giberélico (GA3).
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Para PCG, GER e MSP, os maiores valores encontrados se deram na dose de
5,0 mg L (21%, 62% e 3,1 g, respectivamente). Em comparativo, no tratamento controle, os
valores para as mesmas variaveis foram de 10%, 36% e 1,8 g, respectivamente. O TMG foi
menor na dose de 5,0 mg L', ou seja, nesta dose as sementes levaram 3,00 dias para
germinagao.

Houve aumento do IVG conforme aumento da dose de GA3; no entanto, este
indice apresentou estabiliza¢do nas maiores doses, variando de 9,53 a 11,08 entre as doses de
1,0 e 5,0 mg L', Resposta semelhante foi obtida para CP, de forma que nas doses entre 1,0 e
5,0 mg L!, obtiveram-se plantulas com 7,65 e 7,97 mm.

As respostas de D. pottiorum para as variaveis TMG, PCG, CP e MSP em

relacdo as doses de GAj3 estdo descritas na Figura 4.4.3.
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Figura 4.4.3 - Tempo médio de germina¢ao (TMG) (A), primeira contagem de germinagao
(PCG) (B), comprimento (CP) (C) e massa seca de plantulas (MSP) (D) de D. pottiorum em
funcdo de doses de acido giberélico (GA3).
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Para a PCG, houve incremento de germinacio até a dose de 0,8 mg L' com
15% de sementes germinadas. Acima dessa dose, houve reducao da germinagdo e estabilizagdo
a partir da dose de 1,0 mg L', com variagio de 9 a 11%. Para o TMG as doses de 0,75 ¢ 1,0 mg
L' proporcionaram um menor tempo para germinagio das sementes com 3,20 e 3,38 dias,
respectivamente.

No CP, houve incremento até a dose de 1,2 mg L', atingindo 7,49 mm, com
posterior redugio do comprimento. Para a MSP a dose estimada de 0,7 mg L' apresentou maior
massa com 5,7 mg, com redugdo da massa apds doses acima deste valor. Para estas varidveis,
em relacdo ao ponto maximo obtido, houve aumento de 46% de CP e 56% de MSP comparado

ao controle.

D. walteriana apresentou resposta para todas as varidveis nas diferentes

doses de GA3 (exceto PA) (Figura 4.4.4).
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Figura 4.4.4 - Germinacao (GER) (A), indice de velocidade de germinacao (IVG) (B), tempo
médio de germinagdo (TMG) (C), primeira contagem de germinagao (PCG) (D), comprimento
(CP) (E) e massa seca de plantulas (MSP) (F) de D. walteriana em fungdo de doses de acido
giberélico (GA3).
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Para PCG e GER, o ponto méximo obtido foi na dose de 5,0 mg L, com 23
e 64%, respectivamente. Em comparativo, o controle teve 35% de GER e PCG de 10%. Na
variavel IVG, o maior valor também foi observado para dose de 5,0 mg L' (com 10,88), da
mesma forma que o menor valor de TMG (2,98). O mesmo também foi observado para as
variaveis de crescimento, com maior resposta em CP (8,28 mm) e MSP (3,98 mg) na dose de
5,0 mg L.

Em relacdo as curvas de embebigdo, todas as espécies estudadas tiveram
comportamento trifasico de absorc¢ao de dgua, com rapido aumento de massa inicial, posterior
estabilizacdo e depois novo aumento. De acordo com a Figura 4.4.5, para D. cabrerae, a fase |
durou 50 horas e a fase IIl, ou seja, a germinag@o propriamente dita iniciou as 92 horas. Por
outro lado, quando tratadas com GA3, a fase I durou 46 horas e a germinagao se iniciou apds
90 horas. Em relagdo a fase II, a mesma durou 42 horas sem o tratamento com o regulador e 44

horas com a utilizacao do GAs;.
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Figura 4.4.5 - Curva de absor¢do de agua pelas sementes de Dyckia cabrerae sem (A) e com
GAs (B) e Dyckia pottiorum sem (C) e com GA3 (D) na dose de 0,75 mg L.
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Para D. pottiorum, a fase I durou 46 horas e a fase III se iniciou as 88 horas,
enquanto para as sementes tratadas com GAj a fase I foi mais curta, durando 34 horas, e a
germinagdo comegou com 90 horas. A fase II durou 56 horas nas sementes tratadas e 42 horas
nas sementes nao tratadas com GAj3. Para ambas as espécies, foi possivel observar que, mesmo
com o tratamento de GA3, ndo houve grande variagdo para o inicio da germinagao.

As curvas de embebicdo para D. dusenii e D. walteriana tiveram
comportamento similar as espécies citadas. No entanto, elas se mostraram responsivas ao pré-

tratamento com GA3, que reduziu o tempo para o inicio da germinagdo, como demonstrado na

figura 4.4.6.
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Figura 4.4.6 - Curva de absorcdo de dgua pelas sementes de Dyckia dusenii sem (A) e com
GAs (B) e Dyckia walteriana sem (C) e com GAj; (D) na dose de 5,0 mg L.
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Para D. dusenii, a fase I durou 42 horas, enquanto com GAj3 teve tempo
reduzido para 34 horas. A fase II durou 50 nas sementes tratadas enquanto para as nao tratadas
houve duragdo de 48 horas. A germinacao (Fase III) se iniciou com 90 horas sem GA3, enquanto
com GA3 a mesma ocorreu com 84 horas.

A espécie D. walteriana teve a fase I com duragdo de 42 horas que foi
reduzida para 34 horas nas sementes tratadas com GA3. Ja a fase III se iniciou com 86 horas no

tratamento somente com agua, reduzindo para 82 horas nas sementes tratadas.

Efeito do GAs nanoencapsulado em D. walteriana

Apo6s constatado efeito positivo do GA3 livre na germinacao e crescimento
vegetativo, principalmente, em relagdo a D. dusenii e D. walteriana, apenas a segunda foi
escolhida para os testes do GA3 nanoencapsulado. A opg¢ao por D. walteriana se deu pelo efeito
benéfico do GAj3 sobre ela, pela ocorréncia na regido na qual o estudo foi realizado e devido ao
maior grau de ameaca de extingdo em que a espécie se encontra.

Através da andlise de variancia, foi possivel observar diferenca significativa
para as diversas variaveis conforme o tratamento. A Unica exece¢do foi a PA, que teve variacao

de 2 a 3% em todos os tratamentos. Também foi possivel observar que os tratamentos somente
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com as NPs (NP ALG/CS e NP CS/TPP) nao tiveram efeito sobre GER, PCG, TMG, CP ¢ MSP
(Tabela 4.4.3).

Tabela 4.4.3 - p-valor do teste F da andlise de variancia e coeficiente de variagdo (CV%) para
as variaveis: primeira contagem de germinacdo (PCG) (%), germinacdo (GER) (%), plantulas
anormais (PA) (%), indice de velocidade de germinacao (IVG), tempo médio de germinagdo
(TMG) (dias), comprimento (mm) (CP) e massa seca (MSP) (mg) de plantulas para os
tratamentos NP ALG/CS-GA3z, NP CS/TPP-GA3, NP ALG/CS e NP CS/TPP em diferentes
doses.

PCG GER PA IVG TMG CP MSP
NP ALG/CS-GA3
pvalor  <0,001  <0,001 ] <0,001  <0,001 <0,001  <0,001
CV (%) 14,56 5,41 - 3,41 3,65 2,35 7,09
Média : : 3,14 : : : ;
NP CS/TPP-GA;
pvalor  <0,001  <0,001 ] <0,001  <0,001  <0,001  <0,001
CV (%) 14,97 7,24 ; 4,23 3,27 1,97 6,44
Média : : 2,29 : : : ;
NP ALG/CS
pvalor 0414 0,064 ] <0,001 0,024 0,053 0474
CV (%) 22,68 10,74 - 6,08 3,20 4,70 11,18
Média 11,0 42,0 2,71 7,45 : 7,06 7,09
NP CS/TPP
pvalor 0,669 0,057 ] <0,001 0,006 0,003 0,406
CV (%) 22,09 11,18 ; 3,49 2,56 2,72 8,28
Média 11,0 38,0 3,14 7,06 : ; 2,24

*%A3)(acido giberélico), NP (nanoparticula), CS (quitosana), TPP (tripolifosfato de sodio), ALG (alginato de
s6dio).

Para PCG, o ponto méaximo obtido para GA3 livre foi na dose de 5 mg L™
com 23% enquanto nos tratamentos com GA3 nanoencapsulado foi de 19 e 18%, nas doses
estimadas de 1,4 € 0,3 mg L! para NP ALG/CS-GA3 e CS/TPP-GA3, respectivamente. Na GER
a maior resposta foi obtida para a GA3 livre com 64% na dose de 5 mg L' e quando encapsulada,
a resposta maxima foi de 60% para NP ALG/CS-GA3 na dose estimada de 2,1 mg L e 55%
para NP CS/TPP-GA3 na dose estimada de 1,7 mg L', O tratamento controle teve 35% de GER
e PCG de 10% (Figura 4.4.7).
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Figura 4.4.7 - Germinacdo (GER) (A) e primeira contagem de germinacgdo (PCG) (B) de

sementes de Dyckia walteriana em fungdo de diferentes doses e tipos de formulagao de acido

giberélico (GA3).
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*GA; (acido giberélico), NP (nanoparticula), CS (quitosana), TPP (tripolifosfato de sddio), ALG (alginato de
s6dio).

Nas variaveis IVG e TMG, o maior valor também foi observado para GA3
livre na dose de 5 mg L, com 10,88 e 2,98, respectivamente. Para os tratamentos com GAj3
nanoencapsulado, a dose estimada de 0,5 mg L' apresentou maiores valores de IVG e TMG,
respectivamente, de 10,19 e 3,16 para NP ALG/CS-GA3z e de 9,05 e 3,28 para NP CS/TPP-GA3.
O tratamento controle apresentou IVG e TMG, respectivamente, de 7,05 e 4,16 dias. Para o
TMG, também foi possivel observar resposta das NP vazias (NP ALG/CS e CS/TPP), com
maéxima resposta na dose equivalente a 2,9 mg L™ para NP ALG/CS com 3,8 dias e 2,7 mg L
para NP CS/TPP com 3,8 dias (Figura 4.4.8).

Figura 4.4.8 - indice de velocidade de germinagdo (IVG) (A) e tempo médio de germinagao
(TMG) (B) de sementes de Dyckia walteriana em funcdo de diferentes doses e tipos de
formulagdo de acido giberélico (GA3).
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*GAj3 (4cido giberélico), NP (nanoparticula), CS (quitosana), TPP (tripolifosfato de s6dio), ALG (alginato de
s0dio).
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Para o CP, quando as sementes foram tratadas com GA3 livre, a dose de 5 mg
L! apresentou melhor resposta, obtendo plantulas médias de 8,28 mm. O mesmo foi observado
para MSP, com 3,98 mg para a mesma dose. Para NP ALG/CS-GA3 , a dose 6tima estimada foi
0,3 mg L' com 8,04 mm de CP e 3,68 mg de MSP. Para NP CS/TPP-GA3, a dose estimada de
0,2 mg L' teve melhor resposta para CP com 7,78 mm e a dose estimada de 0,4 mg L
apresentou maior MSP com 3,45 mg. Também foi possivel observar resposta para NP CS/TPP
vazia para CP, com 7,26 mm na dose equivalente de 2,0 mg L!. O tratamento controle teve

média de CP de 6,61 mm e MSP de 2,15 mg (Figura 4.4.9).

Figura 4.4.9 - Comprimento (CP) (A) e massa seca (MSP) (B) de plantulas de Dyckia
walteriana em fung¢do de diferentes doses e tipos de formulagdo de acido giberélico (GA3).
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*GA; (acido giberélico), NP (nanoparticula), CS (quitosana), TPP (tripolifosfato de sodio), ALG
(alginato de sodio).

4.5 DISCUSSAO

Caracterizacdo do lote

Sementes de Dyckia apresentam comportamento ortodoxo, ou seja, sao
caracterizadas por tolerarem niveis reduzidos de umidade e armazenamento em baixas
temperaturas. Assim, ¢ importante que as condi¢des sejam adequadas a manutengdo da
viabilidade durante maior periodo (ZUCCHI et al., 2018).

Além disso, o potencial médximo germinativo ¢ determinado pela procedéncia
das sementes, que €, por exemplo, influenciada pelo efeito cumulativo das condi¢cdes ambientais
durante a maturacdo, colheita e a secagem das mesmas. Sendo assim, ¢ fundamental o

conhecimento sobre o comportamento fisiologico e as condigdes ideais de armazenamento para
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a conservagdo da viabilidade das sementes (ZUCCHI et al., 2018; FIOR; CAMPOS;
SCHWARZ, 2020).

Além das condigdes de armazenamento para as sementes das espécies em
estudo serem as recomendadas para sementes com o comportamento ortodoxo (frio e seco), o
periodo ideal para armazenar e manter a viabilidade das sementes esta diretamente relacionado
com o teor de 4gua em que as sementes sdo conservadas. Nesse sentido, o teor de dgua, apesar
de estar em um nivel adequado para as espécies estudadas (7 a 9%), ndo ¢ aplicavel a todas com
a mesma eficacia, pois cada uma possui um limite tolerdvel quanto a dessecagdo
(RAJANAIDU; AINUL, 2013).

Mesmo sob condicdes ideiais de armazenamento, houve perda da viabilidade
dessas sementes, uma vez que, com o envelhecimento, acontecem danos as membranas e as
enzimas perdem a atividade catalitica (OLIVEIRA ef al., 2011). Além disso, pelos resultados
observados, as sementes podem ter entrado em estado de dorméncia ap6s o armazenamento.
Isso pode ser explicado também pelo teste de tetrazolio, onde apesar da baixa germinagao apos
a armazenagem, as sementes apresentam alta viabilidade (71 a 84%). Um ponto favordvel do
teste de tetrazolio € que seus resultados ndo sofrem interferéncia de condi¢des que geralmente
interferem em analises de germinagdo, como a incidéncia de microrganismos, além disso, serve
também para esclarecer fatores nao explicados pelo teste de germinacdo, neste caso,
relacionando com a dorméncia (CARVALHO et al., 2013).

Outro fator associado ¢ de que a maioria das espécies de Dyckia apresentam
alta germinagdo sob temperaturas mais altas, reduzindo significativamente a germinacdo em
temperaturas mais baixas, assim, poderia ter ocorrido a indu¢ao de dorméncia nestas condi¢des
de armazenamento (frio).

A dorméncia pode ser caracterizada como uma falha da germinagdo mesmo
sob condi¢des aparentemente favoraveis a germinacdo. Neste caso, a dorméncia pode ser
dividida como primaria ou secundéria. A dorméncia primaria ocorre ainda durante a fase de
maturacao da semente, ou seja, ela € dispersa ja em estado dormente (SILVA; OLIVEIRA;
PEREIRA, 2018).

No caso das sementes em estudo, ndo foi observado esta dorméncia primaria,
podendo entdo se enquadrar como uma dorméncia secundaria. Ainda nao sao bem elucidados
na literatura todos os processos envolvidos neste tipo de dorméncia, sendo reconhecido que
sementes com dorméncia secunddria germinam normalmente, mas quando expostas a fatores
ambientes desfavoraveis, sao induzidas ao estado de dorméncia (SILVA; OLIVEIRA;

PEREIRA, 2018).
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Entre as possibilidades de dorméncia, a fisioldgica se da por meio da interacao
entre inibidores e promotores de germinagdo, sendo geralmente superada por meio da adi¢ao
de reguladores do crescimento vegetal como o GA3, o que foi observado neste estudo (REGO

etal., 2018).

Efeito do GAs nas espécies de Dyckia

D. dusenii e D. walteriana apresentaram estimulo no processo germinativo.
Neste sentido, as giberelinas (GAs) tem a capacidade de promover a germinagao de sementes.
Assim, um alto nivel de GAs e baixo nivel de ABA ¢ uma condigdo favoravel para a germinagao
das sementes (TUAN et al., 2018; ZHONG et al., 2021). A medida que a germinagéo progride,
as reservas de sementes sdo degradadas gradualmente, fornecendo energia e metabdlitos para
germinagdo e estabelecimento de plantulas (XIONG et al., 2021).

Esta degradacdo das reservas das sementes induzidas pelas GAs ocorre
através da producao de hidrolases, as quais sdo responsaveis por enfraquecer o tecido ao redor
do embrido (BOCATTO; FORTI, 2019). As hidrolases como, por exemplo, as amilases, reagem
com as reservas armazenadas no embrido, quebrando o amido e outras substancias, permitindo
a retomada do crescimento do eixo embriondrio. Com isso, sdo formados agucares simples,
aminoacidos e acidos nucleicos que estimulam o alongamento celular, fazendo com que a
radicula rompa o tegumento da semente, acelerando e uniformizando a germinagio (PAIXAO
etal., 2021).

Foi observado em D. cabrerae e D. pottiorum que o GA3 nao melhorou
parametros da germinagdo, assim como observado por Pompeli (2006) em estudos com
sementes de Dyckia encholirioides (Gaudichaud) Mez., verificando que a aplicagdo de GA3 nao
resultou em estimulo germinativo. O fato de responderem no crescimento, mas ndao na
germinacdo ¢ um indicio de que o GA3 ndo esteja atuando no embrido, seja porque ndo consiga
entrar em contato com ele ou porque ele € inativado, no entanto, apds a protusao da radicula,
ha o contato com o regulador e comega a ter o efeito esperado.

Deve-se, ainda, levar em conta que pardmetros abidticos ambientais como luz
e temperatura podem afetar aspectos do desenvolvimento da planta, neste caso, podendo alterar
as concentragdes de giberelinas (GAs) e/ou alterar a capacidade da planta em responder a este
regulador de crescimento vegetal (KASHIWAQUI et al., 2019).

A regulagdo dos niveis endogenos das GAs nas sementes, assim como na

planta, ocorre através de diversos processos. Internamente, as chamadas GAs ativas sofrem o
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processo de conjugagdo, ou seja, agiicares como a glicose se unem as GAs, tornando-as
glicosiladas e assim inativas de forma reversivel. As GAs também podem se tornar inativas de
modo irreversivel por meio de enzimas. Estes mecanismos fazem o controle e contribuem para
o equilibrio nos niveis de GAs, além disso, estudos demonstram véarios inibidores que atuam no
processo de biossintese das GAs (KASHIWAQUI et al., 2019).

Em relacdo a melhoria nas varidveis de crescimento vegetal, ou seja,
comprimento (CP) e massa (MSP), todas as espécies foram estimuladas pelo GAj3. As
giberelinas promovem estas respostas por diversos fatores, como na orientagdo dos
microtubulos em direcdo ao eixo de crescimento celular, assim, as células aumentam apenas
para o eixo de crescimento (CHAUDHARY; ADHIKARI; SHRESTHA, 2019; PURBA et al.,
2021).

As GAs promovem o estimulo da divisdo celular, especialmente as células
meristematicas e, afeta a plasticidade da parede celular, favorecendo o crescimento. Além do
mais, as GAs t€m potencial de estimular o crescimento ativo das plantas, como o alongamento
de hastes e folhas. As GAs também interagem com outros hormonios, como as citocininas e
auxinas, potencializando estes efeitos (GUPTA; CHAKRABARTY, 2013; CHAUDHARY:;
ADHIKARI; SHRESTHA, 2019; PURBA et al., 2021).

Pesquisas demonstram que o uso do GA3 tem efeito em diferentes momentos
do desenvolvimento de plantas. O tratamento com 100 uM de GA3 promoveu maior altura e
maior quantidade de botoes florais de beijo-pintado (/mpatiens hawkeri W. Bull. (VERDOLIN;
MARIZ; DIAS, 2021). Lakshmaiah et al. (2019) obtiveram maior qualidade de floragdo e
retardo no amarelecimento das folhas de lisianthus (Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinners)
com a aplicagdo de 150 ppm de GAs;.

O tratamento pré-germinativo de sementes de beton (Rhaphiodon echinus
Shauer.) com GA3 nas concentragdes de 0,5 e 1,0% aumentou o processo germinativo e
diminuiu o tempo médio de germinagdo (SOUZA et al., 2018). Ja o tratamento de sementes de
bromélia-imperial Alcantarea imperialis (Carriere) Harms (Bromeliaceae) com 5,0 mg L™! GA3
promoveu maior germinabilidade em relacdo aos demais tratamentos (BONIN et al., 2010).

Os dados da curva de embebicao indicam um padrao trifasico de absor¢ao de
agua pelas sementes. Sabe-se que a velocidade de ocorréncia desse processo depende das
caracteristicas das sementes de cada espécie, como a composi¢ao quimica e permeabilidade do
tegumento (ALBUQUERQUIE et al., 2009). A fase I resulta em uma rapida absor¢ao de dgua e

caracteriza-se pelo inicio da modifica¢do das reservas presentes nas sementes com intuito de
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garantir energia e nutrientes fundamentais para o crescimento do embrido (ARAUJO et al.,
2018).

Na Fase I, a absor¢ao de agua diminui, ocorrendo estabilizagdo, sendo uma
fase também conhecida como estacionaria. Outra caracteristica desta fase ¢ a reativagdo ¢
inicia¢do dos processos metabolicos celulares, ocorrendo a expansdo do embrido e aumento da
ativade de enzimas utilizadas para o desenvolvimento do embrido. Por ultimo, na fase III, volta
a ocorrer aumento da absor¢ao de agua pela semente devido ao crescimento da plantula e a
reorganizacao celular. A caracteristica marcante desta fase ¢ que se torna visivel a germinacgao,
ou seja, ocorre a protrusdo da radicula (ARAUJO et al., 2018).

Estudos morfolégicos realizados por Duarte, Carneiro e Rezende (2009) em
D. goehrinii Gross & Rauh sugerem a formacao da calaza, que se apresenta como uma mancha
escura sobre o tegumento das sementes, permitindo que a nucela se torne altamente
vascularizada. Esta caracteristica observada para esta espécie pode auxiliar na explicagdo do
porqué a absorc¢do de dgua ocorre tdo rapidamente em espécies de Dyckia, no entanto, estudos
sd0 necessarios para essa confirmagao.

Pela curva de embebicdo, nenhuma das espécies de Dyckia (D. cabrerae, D.
dusenii, D. pottiorum ¢ D. walteriana) apresentou sementes com dorméncia, pelo menos a
tegumentar. A dorméncia tegumentar, considerada uma restricdo mecanica, ¢ descartada devido
ao fato de que ndo houve resisténcia ao fluxo de dgua para o interior das sementes, ou seja, as
sementes conseguiram absorver agua. Assim, a possibilidade ¢ de que as sementes tenham
entrado em dorméncia secundéria ou fisioldgica (REGO et al., 2018), o que também ¢
evidenciado pela resposta positiva gerada pelo GAs.

Também se nota que o GAj3; agiu sobre o embrido das espécies mais
responsivas (D. dusenii e D. walteriana) por ter acelerado o processo germinativo ao reduzir as
fases de embebi¢do. Por outro lado, em sementes de D. cabrerae e D. pottiorum, o GA3 apenas
reduziu a fase I e alongou a fase II, sem efeito na velocidade e no porcentual de germinagao.
Estas espécies foram responsivas ao GA3 em parametros relacionados as plantulas, sugerindo
que algum mecanismo interno do embrido inativou o GA3 e, depois de germinadas, as radiculas
das plantulas, ao terem contato direto com o GA3, sofreram modificagdes com aumento do

crescimento € massa, respondendo assim ao regulador (KASHIWAQUI et al., 2019).
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Efeito do GAs nanoencapsulado em D. walteriana

O intuito da aplicagdo atraves das NPs ¢ fornecer uma liberacao lenta e
sustentada do ativo, além protegé-lo contra a degradacao (PEREIRA et al., 2017). Uma das
vantagens da utilizacdo de sistemas poliméricos biodegradaveis € que eles podem ser utilizados
no metabolismo de organismos vivos. Além disso, neste estudo, nenhum dos sistemas utilizados
de NPs mostrou efeitos fitotoxicos durante as fases de germinacdo, corroborando com os
resultados encontrados na literatura (PEREIRA; OLIVEIRA; FRACETO, 2019).

Foi observado que as respostas para o GAjz aplicado livremente e o
nanoencapsulado tiverem pontos de maxima resposta diferentes, demonstrando que a forma de
aplicagdo proporcionou efeitos biologicos distintos. Os maiores efeitos nas varidveis com
utilizagdo das NPs foram observados em doses mais baixas (0,75 e 1,0 mg L), enquanto os
maiores efeitos do GA3z na forma livre ocorreram nas maiores doses (2,5 ¢ 5,0 mg L.

O que pode explicar este fato € que o GA3 livre teve contato direto com as
sementes, sendo liberado mais rapidamente quando comparado ao GA3 nanoencapsulado, que
proporcionou uma liberagcdo mais lenta. Somado a isso, algumas NPs permanecem aderidas a
superficie da semente, mantendo o fornecimento de GA3 mesmo ap6s o processo de embebigao
das mesmas. Ainda, as NPs, principalmente as de CS/ALG pela carga negativa, tem maior
facilidade de entrarem nas sementes, ndo sendo possivel ficarem adsorvidas a parede celular
(PEREIRA; OLIVEIRA; FRACETO, 2019).

A quitosana presente nas NPs ¢ facilmente absorvida, prolongando o tempo
de contato e facilitando a absor¢ao das moléculas bioativas, no caso GA3. Também se relata a
boa aceitabilidade e absor¢cao das NPs devido a associagdo com a superficie da planta, ou
semente, no caso, devido a presenca de grupos carboxila, hidroxila, amida e fosfatos que
fornecem potenciais locais para a ligacdo com a quitosana, que com suas propriedades
catiOnicas, consegue adsorver a superficie, prolongando este contato da nanoparticula com a
planta (LI ef al., 2019).

No estudo em questdo nao houve melhor resposta com a utilizacdo do GA3
fornecido nanoencapsulado, com destaque para a reducdo de dose quando fornecido desta
forma, provavelmente devido a uma melhor entrega do GA3 as plantas. O fato de nao ter
ocorrido diferenca nas duas formas de liberacao pode ser explicado pelo experimento estudo
ser desenvolvido em ambiente totalmente controlado (temperatura e umidade), ndo afetando

assim a degradagdo e biodisponibilidade do GAs.
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Em estudos utilizando diferentes sistemas nanocarreadores contendo GA3
através de alginato/quitosana (ALG/CS) e quitosana/tripolifosfato (CS/TPP), foi demonstrado
que o tratamento de sementes com ALG/CS-GAj3 foi mais efetivo e proporcionou aumento no
desenvolvimento radicular, area foliar e pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotenoides)
de plantas de feijao (Phaseolus vulgaris L.) (PEREIRA et al., 2017).

Este resultado também foi encontrado no estudo em questao, onde as NPs
contendo ALG/CS apresentaram melhor resposta quando comparado as de CS/TPP, o que
também foi observado por Pereira, Oliveira e Fraceto (2019), onde sementes de tomate
(Solanum lycopersicum var. Cerasiforme) tratadas com os diferentes sistemas, apresentaram
melhores respostas para as NPs de ALG/CS-GA3, que proporcionou aumento das massas secas
da parte aérea e da raiz e de pigmentos fotossintéticos, enquanto a formulacio CS/TPP-GA3
apresentou atividade bioldgica relativamente baixa durante o crescimento inicial das plantas.

Os dois sistemas de NPs possuem mecanismos diferentes de liberagdo do
GA;, ocasionando respostas distintas. Entre as caracteristicas das NP, os potenciais zeta das
formulagdes estudadas diferem, sendo negativo para ALG/CS e positivo para CS/TPP. Estudos
mostram que o potencial zeta tem participagdo na interacao planta-NPs. As NPs com potencial
zeta positivo como o caso da CS/TPP tém forte interacdo com os grupos negativos da parede
celular vegetal, com baixa internalizag¢do nas células e uma tendéncia ao acimulo na superficie
celular. Por outro lado, as NPs com potencial zeta negativo, como nas de ALG/CS, conseguem
ser rapidamente distribuidas e internalizadas nas células (ZHU et al., 2012).

Foi observado para algumas varidveis o efeito das NPs contendo somente
ALG/CS ou CS/TPP. Dos compostos utilizados na formulagdo das NPs, a quitosana ja
demonstrou em diversos estudos a capacidade de aumentar a resposta nas plantas dependendo
da espécie e a concentragao, sendo associada principalmente nas respostas de defesa da planta
a diferentes estresses bidticos e abioticos (MALERBA; CERANA, 2016; ODAT et al., 2021).

A quitosana mostrou-se capaz de melhorar a germinacdo de sementes e
crescimento inicial de plantulas de trigo (77iticum aestivum L.) (PEYKANI; SEPEHR, 2018).
Foi observado que diferentes concentragdes de quitosana resultaram em aumento no
comprimento do hipocétilo e da radicula e na massa seca em relagdo ao controle de sementes
de ervilhaca Vicia sativa L. (ODAT et al., 2021).

O estudo em questdao mostra a importancia do conhecimento fisioloégico das
sementes apds a maturagdo e durante o armazenamento e que, sementes de espécies de Dyckia,
com auxilio de reguladores de crescimento vegetal, voltem a ter boa germinabilidade mesmo

apo6s longo armazenamento e reducao do potencial germinativo. Além disso, serve como base
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de informacgdes para estudos mais detalhados quanto a aceitacdo das NPs pela semente e a
utilizagdo da nanotecnologia em diversas areas. Estes resultados sdo promissores no sentido de
trazerem informacodes e possibilidades para o cultivo deste grupo de plantas predominantemente

nativas e de inseri-las no mercado de plantas ornamentais.

4.6. CONCLUSOES

Sdo recomendadas para D. dusenii a dose de 5,0 mg L™ e para D. walteriana
entre 4,4 ¢ 5,0 mg L' de GA3. As espécies D.cabrerae e D.pottiorum responderam somente
para o crescimento vegetativo, nao sendo recomendado GA3 para a germinagao.

Quando nanoencapsulado, o GA3 resultou em maiores respostas nas menores
doses, comprovando a liberacdo controlada do regulador, com maiores respostas para as NP
contendo ALG/CS. A dose de 5,0 mg L' de GAj3 livre e nanoencapsulada contendo ALG/CS-

GAj; entre 0,75 e 1,0 mg L' sdo recomendados para germinagio de D.walteriana.
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5 ARTIGO B: DOADOR DE OXIDO NiTRICO NA GERMINACAO DE SEMENTES
DE ESPECIES BRASILEIRAS DE Dyckia spp. (BROMELIACEAE)

5.1 RESUMO

As bromélias tém despertado interesse no setor ornamental, mas a coleta ilegal e a destrui¢ao
de seus habitats colocam muitas espécies em ameaga de extingdo, sendo fundamentais estudos
que colaborem para a propagacao em larga escala, como os de germinagdo. O 6xido nitrico
(NO) ¢ uma molécula sinalizadora envolvida na germinagao de sementes e pode ser fornecido
as plantas através de moléculas doadoras, como a S-nitrosoglutationa (GSNO). O objetivo do
trabalho foi avaliar doses de GSNO na germinagdo de sementes de quatro espécies de bromélias
do género Dyckia spp. Os tratamentos consistiram da embebicao de sementes das espécies D.
cabrerae, D. dusenii, D. pottiorum e D. walteriana durante 5 minutos nas doses de 0; 1,25; 2,5;
5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mM de GSNO. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢des de cinquenta sementes, sendo avaliados diversos parametros
germinativos. D.dusenii e D.walteriana tiveram melhor resposta aos tratamentos com GSNO,
especialmente para germinacdo, que passou de 35-36% no controle, para 58-63% nas doses
estimadas de 3,7 e 6,7 mM, respectivamente. Foi observado aumento do indice de velocidade
de germinagdo e reducdo do tempo médio de germinagdo nas doses Otimas. D.cabrerae e
D.pottiorum apresentaram resposta somente para variaveis de crescimento. Para D.dusenni e
D. walteriana, recomenda-se a aplicagdo de 3,3 a 7,2 mM e 5,0 e 10,1 mM, respectivamente,
por outro lado, D.cabrerae e D.pottiorum nao foram responsivas a germina¢do. Doses acima
de 10 mM de GSNO Ieva a redugdo do processo germinativo, o que indica efeito fitotoxico da
molécula.

Palavras-chave: Bromélias. Domesticacdo. Plantas nativas. Regulador do crescimento vegetal.
S-nitrosoglutationa.
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5.2 INTRODUCAO

O Brasil possui ampla diversidade de espécies potencialmente ornamentais,
desde as ja cultivadas, até aquelas com caracteristicas rusticas e ainda pouco exploradas pelo
mercado de flores. Plantas da familia Bromelidcea possuem importancia econdmica, sendo
cultivadas desde vasos até em decoracdo de interiores, sendo apreciadas em projetos
paisagisticos (ANACLETO; BORNANCIN, 2018).

As bromélias sdo distribuidas em 79 géneros e 3702 espécies, sendo plantas
presentes predominantemente no continente americano (GOUDA; BUTCHER, 2022). No
Brasil sdo encontradas 1774 espécies catalogadas, dentre as quais, plantas do género Dyckia sp.
destacam-se pela originalidade de suas formas, potencial ornamental e por possuirem grande
quantidade de espécies endémicas e nativas (REFLORA et al., 2022).

Nas ultimas décadas, houve aumento da procura de bromélias como plantas
ornamentais, seja por suas belas cores e formas, como também pela facilidade dos tratos
culturais, contudo, ainda ha um vasto numero de espécies em potencial de serem utilizadas na
ornamentacao (ANACLETO; BORNANCIN, 2018).

Por outro lado, devido ao potencial ornamental, tem-se intensificado a
retirada destas plantas de seus ambientes naturais; além disso, estas sofrem ameaga continua da
destruicdo de seu habitat (ANACLETO; BORNANCIN, 2018). Com o objetivo de conter a
exploracdo ilegal, diversas pesquisas tem buscado a produgdo de mudas em larga escala sem
causar danos ao meio ambiente (PEREIRA; CUQUEL; PANOBIANCO, 2010).

Assim, estudos envolvendo o processo germinativo, bem como de substancias
capazes de favorecé-lo sao relevantes. O conhecimento dos aspectos capazes de influenciar a
germinacdo das sementes contribui para aperfeigoar o manejo das espécies nativas, sendo esta
influenciada por condi¢des ambientais como luz, temperatura e substrato, além de fatores
fisiolégicos como a concentragdo de hormoénios vegetais. Estas variaveis podem ser
manipuladas de modo a obter resultados satisfatorios de acordo com a caracteristica desejada
(BOUCELHA; DJEBBAR, 2015).

Entre os reguladores de crescimento vegetal, o 6xido nitrico (NO) ¢ um
radical livre gasoso que atua como uma das principais espécies de nitrogénio (RNS) com efeito
sinalizador em células vegetais. O NO vem conquistando interesse da comunidade cientifica
devido ao seu envolvimento em complexa rede de sinalizagdo celular, afetando a germinagao,
crescimento, florescimento, regulando respostas contra estresses abioOticos, entre outros

(CORPAS; PALMA, 2018; NABI et al., 2019).
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O tratamento das plantas diretamente com NO ¢ invidvel visto sua natureza
gasosa e curta meia-vida, em virtude disto, moléculas doadoras sdao utilizadas como
reservatorios de NO. Entre doadores de NO, a S-nitrosoglutationa (GSNO) ¢ considerado um
reservatorio natural de NO nas células, liberando NO espontaneamente (SILVEIRA et al.,
2016; SEABRA et al., 2022).

Embora diversos estudos destaquem os diversos efeitos do NO nas plantas, o
seu uso na agricultura ainda ¢ limitado. Sabe-se, no entanto, que a aplicagao do NO em plantas
resulta em vantagens para a agricultura (SEABRA et al., 2014). Diante da necessidade de
estudos para a germinagdo de sementes de espécies nativas e dos efeitos do NO em plantas, o
trabalho teve como objetivo avaliar diferentes doses de GSNO na germinagdo de sementes de

quatro espécies brasileiras de bromélias do género Dyckia spp.

5.3 MATERIAL E METODOS

Material vegetal e caracterizacdo do lote

O trabalho foi realizado no Laboratério de Sementes da Universidade
Estadual de Londrina (UEL). Em Outubro de 2020, frutos maduros de Dyckia cabrerae
L.B.Smith. & Reitz, Dyckia dusenii L.B.Smith, Dyckia pottiorum Leme. e Dyckia walteriana
Leme. foram coletados de plantas matrizes, por volta de 90 dias apos o florescimento, na
propriedade do colecionador Dr. Walter Miguel Kranz, localizada no municipio de
Londrina/PR (23°22’S e 51° 11°0).

Os frutos foram colocados em sacos de papel Kraft®, identificados e
transportados para o laboratério. Foram secos ao ar livre, em local sombreado, por trés dias,
para completarem a deiscéncia e facilitar a extragdo das sementes, que foram armazenadas em
geladeira (7,5£1,0°C e UR 26+7%), em sacos de papel Kraft® por um periodo de nove meses
(270 dias). Antes e apOs o armazenamento, foi realizada a caracterizagdo do lote de sementes,
com obtencao de informagdes sobre teor de dgua e viabilidade das sementes (resultados estao

disponiveis no artigo A).

Montagem dos tratamentos

A S-nitrosoglutationa (GSNO) foi sintetizada e caracterizada segundo a
metodologia de Silveira et al. (2016). Glutationa reduzida (GSH) foi dissolvida em acido
cloridrico (1 mol L") a 1,2 mol L' . Uma quantidade equimolar de nitrito de sodio (NaNO,)

foi adicionado a solugdo de GSH de modo a nitrosar GSH em banho de gelo por 30 minutos e
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agitacdo magnética. Posteriormente, foi feita a adicdo de acetona e esta solucdo filtrada e lavada
varios vezes com agua fria obtendo no final a GSNO precipitado. O s6lido obtido foi liofilizado
durante 24 horas e mantido em -20°C.

Sementes das quatro espécies foram separadamente embebidas em diferentes
doses de GSNO a partir da diluicdo da concentragdo inicial de 20 mM. Os tratamentos utilizados
foram: 0 mM (controle), 1,25 mM, 2,5 mM, 5 mM, 10 mM, 15 mM e 20 mM. As sementes
ficaram alocadas em frascos Erlenmeyer (50 mL), contendo 5 mL da solug¢ao nas diferentes
doses durante 5 minutos, a temperatura ambiente. No tratamento controle, as sementes
permaneceram embebidas em dgua destilada. Para cada dose de GSNO, utilizaram-se 200
sementes que, apos a embebicao, foram subdivididas em 4 repetigdes de 50 sementes.

Antes da montagem dos tratamentos, as sementes foram esterilizadas em
solugdo de hipoclorito de s6dio 1%, durante 1 minuto, seguida da imersdo em alcool 70%

durante 1 minuto e, posteriormente, lavadas com agua destilada.

Avaliacoes

Para cada espécie, foram realizados testes para a primeira e contagem final de
germinagdo, visto que ndo hé recomendagdo nas Regras para Analise de Sementes para as
espécies estudadas. Foi considerado o 4° dia para a primeira contagem e o 10° dia para o
encerramento do teste. Foram avaliadas a porcentagem de germinacao (GER) e de plantulas
anormais (PA), primeira contagem de germinagdo (PCQ), indice de velocidade de germinagao
(IVG), tempo médio de germinacdo (TMG) além do comprimento (CP) e massa seca das
plantulas (MSP).

As sementes foram colocadas para germinar sobre papel mata-borrdo
umedecido com 4gua destilada na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel ndo hidratado, e
acondicionadas em caixas de poliestireno cristal (Gerbox®) de dimensdo (11 cm x 11 cm x 3
cm). Os gerbox® foram mantidos em cAmara de crescimento (tipo B.O.D.) a 25°C, sob
fotoperiodo de 8 horas (BRASIL, 2009).

A GER foi determinada computando-se todas as plantulas normais (BRASIL,
2009) sendo consideradas as plantulas que mostraram potencial para continuar seu
desenvolvimento e dar origem a plantas normais quando desenvolvidas sob condig¢des
favoraveis. A PCG foi contabilizada ao 4° dia, no momento da protrusdo da raiz primaria da
primeira plantula e o resultado expresso em porcentagem de plantulas normais (NAKAGAWA,

1999).



88

Junto ao teste de germinacgdo, foi realizada a contagem do nimero de
sementes germinadas, para estabelecer o IVG, obtido através da formula descrita por Maguire
(1962). IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn, em que: G1, G2 ¢ Gn = nimero de plantulas
normais, computadas na primeira, segunda e ultima contagem; N1, N2, Nn = numero de dias
de semeadura a primeira, segunda e ultima contagem.

O TMG foi determinado pelo critério estabelecido por Labouriau (1983) e
realizado simultaneamente ao teste de germinacdo, contabilizando diariamente o numero de
sementes germinadas apds a instalacao do teste. Esse indice representa a média do tempo
necessario para a germinacao, tendo como fator de ponderag@o a germinagdo didria, calculado

pela equagdo:

M= GIT1 + G2T2+........ GnTnG1 + G2....+Gn
B Gl1+G2...4Gn

Em que:

TM = ¢ o tempo médio, em dias, necessario para atingir a germinagdo maxima;

G1, G2 e Gn = ¢ o numero de sementes germinadas e nos tempos T1, T2 e Tn, respectivamente.
Ao final de 10 dias, foram determinados a GER e PA e o resultado expresso

em porcentagem, além do CP (mm) através da medigdo das plantulas normais e obtido com o

auxilio de um paquimetro. Em seguida, foi determinada a MSP (mg) em balanca analitica

(precisao £0,0001g), onde as plantulas foram colocadas em sacos de papel e mantidas em estufa

com circulagdo forgada de ar a 65 °C, até atingirem massa constante.

Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 7 tratamentos
(doses) (0,0; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20 mM). Para o teste de germinac¢do, em cada dose,
utilizaram-se 4 repeticdes de 50 sementes. Para o comprimento e massa seca, foram
selecionadas 16 plantulas por repeti¢cao, e o resultado expresso pela média de quatro plantulas.

Os pressupostos de normalidade dos erros e homogeneidade de variancias
foram testados por Shapiro-Wilk e Bartlett (p>0,05), respectivamente. Posteriormente, os dados
foram submetidos a analise de varidncia a 5% de significancia. Quando observado efeito
significativo das doses de GSNO, foi realizado a analise de regressdao linear ou ndo-linear

(quadratico, logistico de 3 ou 4 parametros, segmentado, modelo de Brain-Cousens). Para a
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realizacdo das andlises, utilizaram-se o0s pacotes AgroR e seedreg (SHIMIZU;

MARUBAYASHI; GONCALVES, 2021) do software R (R CORE TEAM, 2021).

5.4 RESULTADOS

A aplicagdo de GSNO proporcionou resposta nas sementes das espécies
estudadas conforme as doses aplicadas. Os valores de p-valor da analise de variancia mostram

comportamento variavel para cada espécie conforme Tabela 5.4.1.

Tabela 5.4.1 - p-valor do teste F da andlise de variancia, coeficiente de variacao (CV%) e média
para as varidveis: primeira contagem de germinacdo (PCG) (%), germinag¢do (GER) (%),
plantulas anormais (PA) (%), indice de velocidade de germinagdo (IVG), tempo médio de
germinagdo (TMG) (dias), comprimento (CP) (mm) e massa seca (MSP) (mg) de plantulas para
as espécies D. cabrerae, D. dusenii, D. pottiorum e D. walteriana em fungao de doses de doador
de oxido nitrico S-nitrosoglutationa (GSNO).

D. cabrerae

PCG GER PA IVG T™MG CP MSP
p-valor 0,213 0,1667 0,9950" 0,2333 0,7794 0,0181 <0,001
CV (%) 43,7 12,9 45,6 15,6 8,7 2,0 8,5
Média 15,0 39,0 2,0 5,54 3,67 - -

D. dusenii
p-valor 0,2069 <0,001 0,9959 <0,001 0,4677 <0,001 <0,001
CV (%) 35,3 11,9 46,6 14,5 10,7 2,7 14,7
Média 12,0 - 2,0 - 3,21 - -

D. pottiorum
p-valor 0,244 0,1401 0,5577°  0,0448 0,7389 0,0371 0,0016
CV (%) 36,2 15,2 62,4 13,6 8,0 9,6 20,3
Média 7,0 46,0 3,0 - 4,05 - -

D. walteriana
p-valor <0,001 <0,001 0,8012"  <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
CV (%) 20,3 16,8 68,3 16,6 10,9 11,1 16,3
Média - - 3,0 - - - -

'Dados transformados para x"0.5.

Todas as espécies responderam em func¢ao da dose do doador GSNO ao
menos para uma varidvel. Para PA, nenhuma espécie apresentou diferenca estatistica conforme
os tratamentos, com valores que variaram de 2 a 3%. D. cabrerae teve diferenca somente para
CP e MSP, enquanto D. dusenii diferiu para GER, IVG, CP e MSP. Por outro lado, D. pottiorum
apresentou diferenga para IVG, CP e MSP, enquanto, D. walteriana diferiu para todos os

parametros avaliados (exceto PA).
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D. cabrerae apresentou comportamento quadratico para a variavel CP, com
ponto maximo estimado em 7,9 mM obtendo plantulas com comprimento médio de 6,54 mm
(no controle foi de 6,41 mm). Para a variavel MSP, apesar de apresentar resposta, ndo foi

possivel obter um modelo de regressao que explique tal comportamento (Figura 5.4.1).

Figura 5.4.1 - Comprimento (CP) (A) e massa seca de plantulas (MSP) (B) de D. cabrerae em
func¢do de doses do doador de 6xido nitrico S-nitrosoglutationa (GSNO).
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D. pottiorum apresentou diferenca significativa somente para [IVG, CP e MSP
(Figura 5.4.2). Para IVG e CP, houve ajuste quadratico em fun¢do de doses de GSNO, com
ponto maximo estimado em 8,7 e 8,4 mM, respectivamente, atingindo nestes pontos valores
maximos de 7,43 e 6,97 mm, respectivamente. A variavel MSP apresentou crescimento maximo
na dose estimada de 4,1 mM obtendo 6,1 mg, a partir deste ponto, houve reducdo da massa. No

controle, os valores obtidos para estas varidveis foram IVG (7,35), CP (6,28 mm) e MSP (3.4
mg).
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Figura 5.4.2 - Indice de velocidade de germinagio (IVG) (A), comprimento (CP) (B) e massa
seca de plantulas (MSP) (C) de D. pottiorum em funcao de doses do doador de 6xido nitrico S-
nitrosoglutationa (GSNO).
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Tanto D.cabrerae quanto D.pottiorum tiveram respostas no crescimento
vegetativo das plantulas a GSNO, sem estimulo ao processo germinativo.

Para D. dusenii, houve resposta de GER, IVG, CP e MSP as doses de GSNO
(Figura 5.4.3).

Figura 5.4.3 - Germinacao (GER) (A), indice de velocidade de germinagdo (IVG) (B),
comprimento (CP) (C) e massa seca de plantula (MSP) (D) de D. dusenii em fungdo de doses
do doador de 6xido nitrico S-nitrosoglutationa (GSNO).
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A maior GER (63%) foi obtida na dose estimada de 3,3 mM. Apds essa dose,
o aumento de GSNO proporcionou redugdo da germinacdo. No tratamento controle a
germinagao foi de 36%. Para o IVG, o comportamento foi semelhante, com maior valor (10,47)
para a dose estimada de 3,7 mM e posterior redugdo com aumento da dose de GSNO.

Para CP, a dose estimada de 7,2 mM proporcionou plantulas maiores (7,25
mm). A dose estimada de 4,1 mM induziu maior valor de MSP (2,7 mg), com reducao em doses
maiores. Para estas variaveis houve incremento de 27% em CP e 42% de MSP relagdo ao
controle.

Para D. walteriana houve resposta para todas varidveis, exceto PA, nas

diferentes doses de GSNO (Figura 5.4.4).

Figura 5.4.4 - Germinacao (GER) (A), indice de velocidade de germinacao (IVG) (B), tempo
médio de germinagdo (TMGQG) (C), primeira contagem de germinacao (PCG) (D), comprimento
(CP) (E) e massa seca de plantula (MSP) (F) de D. walteriana em fungao de doses do doador
de oxido nitrico S-nitrosoglutationa (GSNO).
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Para PCG, o ponto méaximo foi obtido na dose estimada de 6,2 mM, com 19%
e, logo apos esta dose, houve decréscimo na germinagdo. Para GER, o maximo obtido foi de
58% na dose estimada de 6,7 mM. Com relagdo ao tratamento controle a PCG foi de 8% ¢ a
GER em 35%.

Para IVG, o ajuste foi quadratico com maximo de germinagao (11,59) na dose
estimada de 10,1 mM. O TMG foi menor na dose estimada de 8,2 mM, com 2,79 dias. Os
resultados demonstram que sementes tratadas com GSNO apresentaram maior IVG e menor
TMG quando comparado ao controle, no qual, estas variaveis apresentaram valores de 5,64 e
4,35 dias, respectivamente.

Para o CP, houve incremento conforme a dose de GSNO, com ponto maximo
estimado em 7,97 mm para a dose de 6,8 mM. Ja para MSP, a dose de 5,0 mM representou em
maior incremento de massa, com 3,3 mg. Para estas variaveis, nos pontos de maximo, houve
um aumento de 56% em relagdo ao CP ¢ 94% a MSP.

Foi observado que, para as espécies D.dusenii ¢ D.walteriana, o processo
germinativo foi influenciado positivamente pela GSNO, aumentando o IVG e reduzindo o

TMG.

5.5 DISCUSSAO

Por observagado de estudos anteriores, as sementes das espécies estudadas nao
apresentaram impedimento de embebic¢ao no processo germinativo. Entre os tipos de controle
que facilitam o movimento da 4gua através de seus tecidos, estdo as proteinas como aquaporinas
e polissacarideos como os xiloglucanos que falicitam a passagem de dgua pela formacdo de um
poro durante a embebicdo e o crescimento do embrido (PARK et al., 2010; KIBINZA et al.,
2011).

Acredita-se entdo que os mecanismos de movimento de 4dgua através dos
tecidos ndo foram impedidos, ou seja, eliminando-se a possibilidade de dorméncia por
impermeabilidade do tegumento (PARK et al., 2010; KIBINZA et al., 2011), no entanto, a
queda de viabilidade das sementes e a dificuldade da germinacao pode estar associada a uma
dorméncia secundaria. Assim, a aplicacdo de NO trouxe efeitos positivos para parte das
espécies.

D. dusenii e D. walteriana apresentaram estimulo da germinagdo e varidveis
como o IVG e TMG. Esta resposta ao processo germinativo estimulado pela GSNO ¢ relatada

na literatura e, entre os efeitos em sementes estdo a quebra da dorméncia através da reducao da
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sensibilidade ao 4cido abscisico (ABA) e estimulo de giberelina (GA), proporcionando
melhoria na germinacdo de diversas espécies (GNIAZDOWSKA et al., 2010; ARC et al.,
2013).

O estimulo da germinagdo ocorre devido ao aumento da atividade de enzimas
especificas (hidrolases) na quebra das substancias de reserva do endosperma das sementes,
disponibilizando energia para o embrido. Zhang et al. (2005) notaram aumento da atividade de
B-amilase na presenga de solu¢cdo doadora de NO (nitroprussiato de sodio-SNP) em algumas
espécies como soja € milho, o que indica aumento da atividade destas enzimas com associagao
ao NO.

Vidal et al. (2018) avaliaram o efeito do nitrato de potassio (KNO3) e do SNP
sobre o processo de germinacdo e crescimento inicial de plantulas de ervilha (Pisum sativum
L.) e observaram aumento do crescimento de plantulas e da atividade de antioxidantes. Além
destes, diversos estudos relatam o NO como estimulador da germinagdo como em Arabidopsis
sp. (ALBERTOS et al., 2015), mostarda (Brassica juncea L.) (RATHER et al., 2020), quinoa
(Chenopodium quinoa. Willd) (HAJIHASHEMI et al., 2020) e Brachiaria (Urochloa brizantha)
(OLIVEIRA et al., 2021).

Sabe-se também do papel de sinalizagdo do NO em conjunto com as espécies
reativas de oxigénio (EROs) e sua complexidade de respostas geradas a nivel celular. As EROs,
dependendo de sua concentracdo possuem efeitos de sinalizagdo positivos, incluindo a
promoc¢do da liberacio de dorméncia e o estimulo da germinagdo (ARC et al., 2013;
SIMONTACCHI et al., 2013).

Estudos propoem que a quantidade de EROs gerada na embebi¢do das
sementes deva cair dentro de uma “janela oxidativa” para que a germinagdo ocorra. Abaixo
desta janela, os niveis de ROS seriam muito baixos para promover o a germinagao, enquanto
acima, os danos oxidativos seriam predominantes. Entre as EROs, por exemplo, o peroxido de
hidrogénio exdgeno (H202) mostrou aumentar o catabolismo de ABA e a biossintese de GA
durante a embebi¢dao das sementes, estimulando o processo germinativo (ARC et al., 2013;
SIMONTACCHI et al., 2013).

Foi observado que apesar do estimulo do GSNO nas espécies ja citadas, existe
o efeito dual do regulador, ou seja, até determinada dose o efeito foi benéfico, no entanto, assim
como outros reguladores do crescimento vegetal, tem seu efeito dependente da dose, portanto,

doses elevadas podem levar a inibi¢do de um determinado processo (NOCTOR et al., 2018).
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O excesso de NO nas plantas pode levar a um processo de estresse oxidativo,
ou seja, quando a semente perde a capacidade em manter os EROs em niveis controlaveis pelo
sistema antioxidante. Neste caso, o NO leva a um processo denominado de estresse nitrosativo,
que nada mais ¢ que o aumento de NO e de EROs a nivel celular (NOCTOR et al., 2018).

Juntas, essas moléculas reagem entre si formando o anion peroxinitrito
(ONOQO"), que juntamente com o excesso de EROs, desencadeam danos irreversiveis a
proteinas, lipidios e acidos nucléicos (GRUPTA et al., 2019). Nas plantulas, por exemplo, o
NO em altas concentracdes induz a redugdo do crescimento radicular e altera o conteudo de
lignina (BOMH et al., 2010).

Em relagdo as espécies D. cabrerae e D. pottiorum, foi observado aumento
no comprimento e massa das plantulas, fato também observado nas outras espécies, sugerindo
que o doador GSNO tenha um efeito promotor de crescimento, amplamente relatado na
literatura (SANZ et al., 2015).

Um dos fatores relacionados ao efeito do NO ao crescimento das plantulas
esta relacionado ao fato desta molécula estar associada a sinalizagdo de auxina, que em
niveis adequados desempenha papel relevante no desenvolvimento do meristema apical.
Acredita-se que haja diversas maneiras pelas quais a indu¢do de NO modulam a sinalizagdo de
auxina e, assim, influenciar o crescimento vegetal (SALMI; CLARK; ROUX, 2013;
SIMONTACCHI et al., 2013).

Assim, a aplicacdo de GSNO ¢ vantajoso no processo de produ¢do de mudas,
favorecendo o crescimento das plantulas nos estddios iniciais, promovendo o crescimento
radicular e da parte aérea, o que favorece maior taxa de sobrevivéncia em ambientes extremos
de temperatura e disponibilidade de dgua. Além disso, promove o estabelecimento de plantas
de forma rapida e uniforme que melhora a absor¢ao de nutrientes (GONCALVES et al., 2018).

Em relagdo a ndo haver uma melhora da germina¢do mesmo na aplicagdo de
GSNO para as espécies D. cabrerae e D. pottiorum, uma explicacao ¢ pelo fato do controle
intracelular dos niveis de NO (SEABRA et al., 2022). Acredita-se que estas espécies possuam
uma sensibilidade menor as doses utilizadas de NO e os mecanismos enddgenos de degradacao
possam ter influenciado nos resultados. Os mecanismos de degradagdo de NO sdo fundamentais
para controlar a homeostase desta molécula de sinalizagdo nas células vegetais (LOPES-
OLIVEIRA et al., 2021).

Outro fator associado pode ser a inibi¢do da acdo do NO devido a moléculas
que inibem direta ou indiretamente o NO endogeno nas células vegetais. Um dos motivos

relacionados a dorméncia fisiologica ¢ a presenca destes inibidores, que podem estar presentes
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no tegumento ou nas partes internas da semente e até mesmo no embrido. Estes inibidores
bloqueam o metabolismo para que a germinagao ocorra ou impedir as trocas gasosas, ou ainda
inibir a atividade dos reguladores e afetar o alongamento celular (DALANHOL et al., 2013).

Diversos compostos que inibem a germinagdo das sementes como das
espécies estudadas sdo oriundos do metabolismo secundario da planta, que apresentam
importancia no mecanismo de defesa das plantas, principalmente, contra a herbivoria e outras
defesas interespécies (BOORA; CHIRISA; MUKANGANYAMA, 2014; BITENCOURT et
al., 2021). Entre eles estdao taninos, alcaloides, flavonoides, que sao encontrados em diversas
partes das plantas, incluindo as sementes. Das propriedades destes compostos, destaca-se seu
potencial antioxidante, e como agentes redutores, exercem papel na neutralizagdo de radicais
livres. Salienta-se que o NO trata-se de um radical livre devido ao seu elétron desemparelhado
podendo ter seu efeito inibido em sementes com a presenca destes compostos (BOORA;
CHIRISA; MUKANGANYAMA, 2014; BITENCOURT et al., 2021).

Com base nos resultados apresentados, observa-se que a aplicacdo de
reguladores do crescimento vegetal como o NO pode ser uma estratégia de superar a dorméncia
de espécies armazenadas de Dyckia sp., aumentando a germinacdo, sendo uma estratégia para
utilizagdo destas espécies para fins de producdo de mudas, o que torna um mecanismo
importante para propagagao e incentiva novas pesquisas com o intuito de se utilizar as Dyckias

no mercado de plantas ornamentais.

5.6. CONCLUSOES

Para as espécies D. dusenni e D. walteriana recomenda-se a aplicagdo de 3,3
a72mMe 50 e 10,1 mM de GSNO, respectivamente. Por outro lado, D. cabrerae e D.
pottiorum nao foram responsivas.

Doses acima de 10,0 mM de S-nitrosoglutationa ocasionaram a redu¢do do

processo germinativo, indicando efeito fitotoxico da molécula.
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6 ARTIGO C: OXIDO NITRICO LIVRE E NANOENCAPSULADO NA
GERMINACAO DE SEMENTES DA BROMELIA BRASILEIRA Dyckia walteriana
Leme.

6.1 RESUMO

As bromélias sdo utilizadas no setor de ornamentagdo, mas, estudos de germinacao de sementes
sao escassos. A utilizagdo de reguladores do crescimento vegetal, como moléculas doadoras de
oxido nitrico (NO), pode auxiliar na germinacdo e contribuir para a manutencdo do vigor das
sementes ao longo do tempo. Entretanto, a aplicagdo de doadores de NO ¢ prejudicada devido
sua instabilidade, sendo a nanoencapsulacdo uma alternativa para a protecdo do composto. O
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da S-nitrosoglutationa (GSNO) livre e
nanoencapsulada na germina¢do de sementes de Dyckia walteriana Leme., bromélia
potencialmente ornamental, nativa do Brasil e criticamente ameagada de extingdo. Os
tratamentos foram constituidos da embebi¢dao por cinco minutos das sementes nas seguintes
formulagdes: nanoparticulas de quitosana/tripolifosfato com GSNO (NP CS/TPP-GSNO),
nanoparticulas de quitosana/tripolifosfato vazias (NP- CS/TPP) e doador livre (GSNO) nas
doses 0,0; 1,25; 2.5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mM. Em uma segunda etapa, para as doses de 2,5 e
5,0 mM, as sementes foram submetidas ao teste de envelhecimento acelerado (E.A). O
delineamento experimental foi o inteiramente casualisado e utilizadas quatro repetigoes de 50
sementes por tratamento. Foram avaliados diferentes parametros relacionados a germinagao e,
no experimento de E.A., marcadores de estresse e pigmentos fotossintéticos. A aplicacdao de
GSNO tanto na forma livre como nanoencapsulada estimularam germinacdo (de 36% no
controle para 61-69%). No entanto, a nanoencapsulagdo permitiu uma redugdo da dose 6tima
de GSNO (de 3,7-5,7 para 2,3-2,5 mM). No E.A, houve reducdo do vigor das sementes, com
26% de germinagdo no controle e 53-61% com GSNO. O GSNO estimulou a producio de
clorofilas e carotenoides. O E.A levou a um aumento do teor de H>O» e malondialdeido, o que
foi atenuado pela GSNO. Os resultados indicam que o doador de NO estimulou o processo de
germinagdo de sementes de D. walteriana, tanto em condi¢des normais quanto sob E.A. Além
disto, a GSNO protegeu as sementes de danos induzidos pela E.A. Em ambas as condicoes, o
doador na forma nanoencapsulada induziu melhores respostas. Doses entre 3,7 ¢ 5,7 mM de
GSNO livre e 2,3 a 2,9 mM do GSNO nanoencapsulado sdo recomendadas em condigao de
25°C e, sob condicoes de E.A, sao indicadas as doses de 2,5 ¢ 5,0 mM do GSNO
nanoencapsulado.

Palavras-chave: Bromeliaceae. Dyckia sp. Nanotecnologia. Propagacao.
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6.2 INTRODUCAO

As bromélias se distribuem em 79 géneros e 3684 espécies, sendo o Brasil
grande centro de diversidade, com 1774 espécies. Entre elas, o género Dyckia Schult. & Schult.
f. ¢ representado por 178 espécies, muitas endémicas do Brasil (GOUDA; BUTCHER;
GOUDA, 2022).

Muitas espécies do género Dyckia apresentam potencial ornamental, mas nao
tem sido produzidas comercialmente com este fim, apesar do mercado estar sempre avido por
novidades. Por outro lado, as bromélias tém sofrido constantemente extragao ilegal no habitat,
fator preocupante, visto que varias espécies tém populagdes pequenas, endémicas e ameagadas
(VERSIEUX, 2011; ANACLETO; NEGRELLE, 2015). Entre estas, Dyckia walteriana Leme.
¢ uma espécie endémica e nativa do Brasil, enquadrando-se na categoria “criticamente em
perigo”, exigindo medidas urgentes de conservacdo (MUSEGANTE et al., 2020; REFLORA,
2022).

Segundo Oliveira Janior et al. (2013), o conhecimento dos fatores de
crescimento e desenvolvimento de espécies nativas permite auxiliar na conservagao, como
também introduzir novas espécies de valor ornamental no mercado, visto que muitas espécies
sdo exoticas e acabam por desvalorizar a flora local e empobrecem o ecossistema. Com o intuito
de favorecer o processo germinativo, algumas pesquisas vém utilizando reguladores de
crescimento vegetal que, quando aplicados exogenamente, podem modificar os processos
fisiologicos e morfologicos das plantas influenciando no crescimento e desenvolvimento
(ROCHA et al., 2021).

O o6xido nitrico (NO) ¢ um radical livre gasoso de grande importancia na
regulacdo de diversas vias de sinalizagdo celular, sendo capaz de atravessar facilmente as
biomembranas e reagir com macromoléculas nas células vegetais. Assim, desempenha papéis
fundamentais na regulacao de varios processos fisioldgicos e bioquimicos cruciais em plantas,
como na germinagdo, que ¢ essencial para garantir a sobrevivéncia e o crescimento saudavel
das mudas. Neste sentindo, o NO serve como estratégia para reduzir a dorméncia de sementes,
além de melhorar o processo germinativo de sementes de baixo vigor (KHAN et al., 2021).

No entanto, o tratamento direto com NO ¢ invidvel visto sua natureza gasosa
e curta meia-vida, reagindo rapidamente com oxigénio (TOMAZINI; ANDRADE; MAXIMO,
2019). Em virtude disto, moléculas doadoras de baixo pelo molecular sdo utilizadas como

reservatorios de NO. Entre elas, encontra-se a S-nitrosoglutationa (GSNO), que ¢ um S-
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nitrosotiol (RSNO) considerado um reservatdrio natural de NO nas células (SEABRA et al.,
2022ab).

Todavia, alguns doadores de NO sdo relativamente instaveis e possuem alta
taxa de decomposi¢do em temperaturas elevadas e exposi¢ao a luz, levando a uma rapida
liberagdo de NO, o que, além de reduzir sua eficicia, resulta em efeitos téxicos (SEABRA et
al., 2022ab). Assim, a nanoencapsulagdo permite a obtencdo de um sistema de liberagdo
controlada, protegendo a molécula bioativa contra a degradagdo e reduzindo o risco de
contaminagdo ambiental e toxicidade para organismos nao-alvo (PASCOLI et al., 2018).

As nanoparticulas (NPs), visando a questao ambiental, vem sendo produzidas
através de polimeros biodegradaveis. A quitosana ¢ um composto encontrado de forma natural
em animais artropodes, tratando-se de um polimero biodegradédvel e de baixa toxicidade, cujo
objetivo ¢ a prote¢cdo do material nanoencapsulado, evitando sua degradacdo e aumentando
significativamente sua meia-vida (KAH et al., 2018; SILVA et al., 2020).

Os estudos da aplicacdo da nanotecnologia em conjunto com doadores de NO
vem se expandindo nos ultimos anos, com diversas aplicagcdes em diferentes finalidades como
salinidade em milho (Zea mays L.) utilizando MSA (4cido nitroso-mercaptosuccinico)
(OLIVEIRA et al., 2016), estresse hidrico em Heliocarpus popayanensis Kunth. também com
MSA (DO CARMO et al., 2021), armazenamento de frutas de Cereja (Prunus avium L. cv.
Hongdeng) com GSNO (MA et al., 2019), entre outros.

Devido a relevancia e necessidade de estudos para a germinagdo de sementes
das espécies citadas e a escassez de estudos com a nanoencapsulagdo de NO com enfoque na
germinagdo, o trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de GSNO livre e nanoencapsulado
na germinagdo, sob condi¢cdes normais e envelhecimento acelerado (E.A) de sementes de

Dyckia walteriana.

6.3 MATERIAL E METODOS

Material vegetal e caracterizacdo do lote

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Sementes da Universidade
Estadual de Londrina (UEL). Apds 90 dias do florescimento, frutos maduros de Dyckia
walteriana Leme. foram coletados de plantas matrizes, em Outubro de 2020, na propriedade de

um colecionador, localizada no municipio de Londrina/PR (23°22°’S e 51° 11°0).
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Apobs a coleta, os mesmos frutos foram armazenados em sacos de papel
Kraft®, identificados e transportados para o laboratorio. Em seguida, os frutos foram secos ao
ar livre, em local sombreado por trés dias, para completarem a deiscéncia e facilitar a retirada
das sementes, que foram armazenadas em geladeira (7,5+1,0°C e umidade relativa em 26+7%),
em sacos de papel tipo Kraft® até a instalagio do experimento. Antes da realizagio do
experimento, para caracterizagdo do lote, foi determinado o teor de agua, bem como a

viabilidade das sementes. Os resultados sao apresentados no artigo A.

Preparacdo das nanoparticulas e dos tratamentos

A GSNO livre e as suspensdes de NPs de quitosana contendo a S-
nitrosoglutationa (GSNO) como molécula doadora de NO foram disponibilizadas pela Prof®.
Dr*. Amedea Barozzi Seabra da Universidade Federal do ABC. A GSNO foi sintetizada e
caracterizada segundo a metodologia de Silveira et al. (2016). Glutationa reduzida (GSH) foi
dissolvida em 4cido cloridrico (1 mol L) a 1,2 mol L' . Uma quantidade equimolar de nitrito
de sodio (NaNOy) foi adicionado a solucdo de GSH a fim de nitrosar GSH, em banho de gelo
por 30 minutos e agitagdo magnética. Posteriormente realizou-se a adi¢do de acetona e esta
solugdo filtrada e lavada varias vezes com agua fria obtendo o GSNO precipitado. O s6lido
obtido foi liofilizado durante 24 horas e armazenado a -20°C.

Para a obtencdo de NPs, as mesmas foram preparadas usando o método de
gelificagdo i6nica (MARCATO et al., 2013; PELEGRINO et al., 2017). Resumidamente, a
quitosana (CS) foi dissolvida em 4cido acético (1%) e 26 mmol L' de GSH foram adicionados
a solugdo. Apos 90 minutos de agitagdo magnética a temperatura ambiente (25+2°C), uma
solugdo de tripolifosfato de sédio (TPP) a 0,6 mg mL ! foi adicionada gota a gota a a solugio
CS/GSH. A mistura final foi magneticamente agitada por pelo menos 90 minutos e obtendo
concentragdo final de GSH igual a 20 mmol L.

Para obter NPs de quitosana contendo GSNO, uma quantidade equimolar de
nitrito de sodio (NaNO;) foi adicionada a suspensdao de NP- CS/TPP-GSH, seguido por
manutencdo por 60 minutos no escuro. A concentragdo final de NP-CS/TPP-GSNO foi de 20
mM. O mesmo procedimento foi realizado sem a presenga de GSH, para obter as NPs contendo
apenas CS/TPP. As formulagdes foram caracterizadas por tamanho, dispersdo dindmica de luz,
analises de rastreamento de NPs, potencial zeta, eficiéncia de encapsulamento, indice de

polidispersividade (PDI) e pH.
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Tratamentos

Em ambos os experimentos (condicdo normal e E.A), as sementes foram
esterilizadas em solucdo de hipoclorito de sodio 1% (1 minuto), seguida da imersdo em alcool
70% (1 minuto) e, posteriormente, lavadas com agua destilada.

Na sequéncia, as sementes das espécies foram embebidas em seus respectivos
tratamentos em frascos Erlenmeyer (50 mL), contendo 5 mL da formulacdo, agitando-os
durante 5 minutos a temperatura ambiente. No tratamento controle (0 mg L), as sementes
foram pré-embebidas em dgua destilada.

Sob condi¢gdes normais (25°C), as sementes de D. walteriana foram expostas
a diferentes doses de NP-CS/TPP-GSNO, sendo: 1,25; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 ¢ 20,0 mM. As
mesmas doses foram utilizadas somente para as NPs (NP-CS/TPP) e para o GSNO livre.

Para o envelhecimento acelerado (E.A), foram estabelecidos os mesmos
tratamentos citados, utilizando somente as doses de 2,5 e 5,0 mM. Neste experimento, as
sementes foram conduzidas utilizando-se caixas de poliestireno cristal (Gerbox®) de dimensio
(11ecmx 11 em x 3 cm) possuindo no seu interior suportes para apoio de uma tela metalica. Na
superficie de cada uma destas, adicionou-se um tecido voal, que auxilia na absor¢ao mais lenta
de agua. Na sequéncia, as sementes foram distribuidas de maneira a formar uma camada
uniforme. No fundo de cada gerbox® foram adicionados 40 mL de 4gua destilada e as caixas
foram mantidas a 41°C durante 72 horas (BARBOSA et al., 2011). Apds este periodo realizou-

se o teste de germinagao.

Pardmetros avaliados

Foram realizados testes para estabelecer a primeira e a contagem final de
germinagdo, visto que ndo ha recomendacdo nas Regras para Andlise de Sementes para as
espécies estudadas. Foi considerado o 4° dia para a primeira contagem e o 10° dia para o
encerramento do teste. Foram avaliadas a porcentagem de germinacao (GER) e de plantulas
anormais (PA) primeira contagem de germinacdo (PCG), indice de velocidade de germinagdo
(IVG), tempo médio de germinagdo (TMG), comprimento (CP) e massa seca das plantulas
(MSP).

As sementes foram colocadas para germinar sobre papel mata-borrdo
umedecido com agua destilada na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel ndo hidratado, e
acondicionadas em caixas de poliestireno cristal (Gerbox®) de dimensdo (11 cm x 11 cm x 3
cm). Os gerbox® foram mantidos em cidmara de crescimento (tipo B.0.D.) a temperatura de

25°C, sob fotoperiodo de 8 horas de luz. A GER foi determinada computando-se todas as
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plantulas normais e consideradas como normais, as plantulas que mostraram potencial para
continuar seu desenvolvimento e dar origem a plantas normais quando desenvolvidas sob
condig¢des favoraveis (BRASIL, 2009).

A PCG foi conduzida junto ao o teste de germinagao, sendo contabilizado no
momento da protrusdo da raiz primaria da primeira plantula e os resultados foram expressos em
porcentagem de plantulas normais (NAKAGAWA, 1999).

Junto ao teste de GER foi realizada a contagem diaria do nimero de sementes
germinadas, para estabelecer o IVG obtido através da formula descrita por Maguire (1962).
IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn, em que: G1, G2 e Gn = numero de plantulas normais,
computadas na primeira, segunda e ultima contagem; N1, N2, Nn = nimero de dias de
semeadura a primeira, segunda e Ultima contagem.

O TMG foi determinado segundo Labouriau (1983) e realizado
simultaneamente ao teste de germinagdo, contabilizando diariamente o nimero de sementes
germinadas ap0s a instalagdo do teste. Esse indice representa a média do tempo necessario para

a germinagdo, tendo como fator de ponderacdo a germinacao diaria, calculado pela equacao:

M = G1T1 + G2T2+........ GnTnG1 + G2....4Gn
B Gl1+G2...4Gn

Sendo:

TM = ¢ o tempo médio, em dias, necessario para atingir a germinacao maxima;

G1, G2 e Gn = ¢ o niimero de sementes germinadas e nos tempos T1, T2 e Tn, respectivamente.
Ao final de 10 dias, foram determinados a GER e PA e o resultado expresso

em porcentagem, além do CP (mm) através da medicao das plantulas normais e obtido com o

auxilio de um paquimetro. Para MSP, as plantulas foram colocadas em sacos de papel e

mantidas em estufa com circulacdo for¢ada de ar a 65°C, até atingirem massa constante e

pesadas em balanca analitica (precisdo £0,0001g) sendo o resultado expresso em mg.

Malondialdeido (MDA) e Peroxido de hidrogénio (H203)

O malondialdeido (MDA) e o perdxido de hidrogénio (H202) foram
estimados como marcadores de extresse oxidativo. Eo6filos recém-colhidos (0,1 g ou 100 mg)
passaram pelo processo de moagem utilizando nitrogénio liquido e homogeneizado com 4cido
tricloroacético frio (TCA) (0,2%) diluido em metanol. Em seguida, a amostra foi centrifugada
a 10.000 x g por 5 minutos e o sobrenadante utilizado para a determinagdo do teor de MDA

pelo método de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) com medidas de
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fluorescéncia (ex/em: 535/590 nm) (CAMEJO; WALLIN; ENOJARVI, 1998) utilizando o
leitor de microplacas Victor TM 3 (Perkin Elmer, Turku, Finlandia).

Com o mesmo extrato utilizado para o ensaio TBARS, apds centrifugacao a
10.000 x g por 5 minutos a 4°C foi determinado o conteido de H>O» apos reacao em gelo com
tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,5) e KI 1 M. A determinacdo se deu a 390 nm utilizando
o leitor de microplacas Victor TM 3 (Perkin Elmer, Turku, Finlandia) (VITOR et al., 2013).

Clorofilas e carotenoides

A determinacgdo do teor de clorofila foi baseada na metodologia proposta por
Wellburn (1994) o qual se fundamenta na extra¢do das clorofilas a e b a partir da mistura da
solugdo contendo acetona (80%) e tampao fosfato de sddio (2,5 mM; pH 7,8). Para a realizago
da extragcdo de clorofila, coletou-se 0,05 g de tecido (e6filos), que foram pulverizados em
nitrogénio liquido e colocados em tubos falcon (envolvido em papel aluminio). Em seguida, 5
mL da solucdo foi adicionada e homogeneizada, mantendo-a sempre no gelo. Posteriormente,
os tubos foram centrifugados a 400 rpm por 10 minutos e a absorbancia dos sobrenadantes lida
nos seguintes comprimentos de onda: 663,2 nm, 646,8 nm e 470 nm. Para o célculo das

concentragdes de clorofilas e carotenodides (ng/mL) foram utilizadas as seguintes férmulas:

Clorofila a = 12,25 x Ass32— 2,79 X As46,8

Clorofila b =21,5 x Ass6s— 5,1 X Ase32

Clorofila Total = Clorofila a + Clorofila b

Carotenoides totais = (1000 x A470 — 1,82 X Ciorofilaa - 85,02 X Ciorofilab)/198

Delineamento experimental e andlise estatistica

Os pressupostos de normalidade dos residuos e homogeneidade de variancias
foram testados por Shapiro-Wilk e Bartlett (p>0,05) respectivamente. Posteriormente, os dados
foram submetidos a andlise de variancia a 5% de significancia e processados utilizando o
software R (R CORE TEAM, 2022) e utilizado os pacotes AgroR (SHIMIZU;
MARUBAYASHI; GONCAVES, 2022).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com os
tratamentos (GSNO livre, NP CS/TPP-GSNO, NP CS/TPP) e em todas foram utilizadas seis
doses (1,25; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0 e 20 mM), além do tratamento controle. Quando constatado
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efeito significativo das doses de GSNO, foi realizado a analise de regressao linear ou ndo-linear
(quadratico, logistico de 3 ou 4 parametros, segmentado, modelo de Brain-Cousens).

Para o teste de E.A foram utilizadas somente as doses 2,5 ¢ 5,0 mM dos
tratamentos e os resultados comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na
conducdo do teste de E.A e a GER a 25°C, em cada dose, foram utilizadas 4 repeti¢cdes de 50
sementes. Para o CP e MSP, foram selecionadas 16 plantulas por repeti¢do, e o resultado
expresso pela média de quatro plantulas.

Para as analises de marcadores de estresse oxidativo (MDA e H»O») e
pigmentos fotossintéticos, foram utilizadas somente as doses 2,5 ¢ 5,0 mM dos tratamentos ¢
as sementes colocadas a 25°C ou sob envelhecimento acelerado. Nestas varidveis a analise foi
em esquema fatorial 2x7, sendo os fatores condi¢cdes de temperatura (25°C e envelhecimento
acelerado a 41°C) e os tratamentos (GSNO, NP CS/TPP-GSNO e NP CS/TPP nas doses 2,5 e
5,0 mM).

6.4 RESULTADOS

Pardametros germinativos

Verificou-se resposta significativa para todas as variaveis, exceto plantulas
anormais (PA), que apresentou em todos os tratamentos média de 2%. O tratamento somente
com NPs (NP CS/TPP) apresentou diferenca apenas para GER. As diferencas observadas nos

tratamentos sdo confirmadas conforme a analise de variancia apresentada pela Tabela 6.4.1.
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Tabela 6.4.1 - p-valor do teste F da analise de variancia e coeficiente de variagdo (CV%) para
as variaveis: primeira contagem de germinacao (PCQG) (%), germinacdo (GER) (%), plantulas
anormais (PA) (%), indice de velocidade de germinagdo (IVG), tempo médio de germinagdo
(TMG) (dias), comprimento (mm) (CP) e massa seca (MSP) (mg) de plantulas de D. walteriana
para os tratamentos GSNO, NP CS/TPP GSNO e NP CS/TPP em diferentes doses.

GSNO
Varidvel  PCG GER PA IVG T™MG CP MSP
p-valor <0,001 <0,001 - <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
CV (%) 25,13 9,71 - 4,66 6,52 4,24 13,35
Média - - 2,43 - - - -
NP CS/TPP GSNO
p-valor <0,001 <0,001 - <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
CV (%) 20,75 8,41 - 5,31 8,71 4,19 12,72
Média - - 2,43 - - - -
NP CS/TPP

p-valor 0,8348 <0,001 - 0,8017 0,5636 0,8696 0,1741
CV (%) 40,44 10,45 - 4,68 7,65 6,29 14,26
Média 7,86 - 2,57 5,78 3,58 5,57 2,26

*GSNO (S-nitrosoglutationa), NP (nanoparticula), CS (quitosana), TPP (tripolifosfato de sédio).

A aplicacdo de GSNO, tanto na forma livre como nanoencapsulada, estimulou
a germinagdo das sementes de D. walteriana. A GSNO livre na dose estimada de 5,7 mM
proporcionou germinagdo de 69%. Na forma nanoencapsulada (NP CS/TPP-GSNO), a
germinacao foi de 61% na dose estimada de 2,5 mM. Também ocorreu estimulo nas NPs sem
a presenca de NO (NP CS/TPP), com germinacdo de 45% na dose equivalente de 10,1 mM. Ja

o tratamento controle apresentou 36% de germinacdo (Figura 6.4.1).
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Figura 6.4.1 - Germinagdo (GER) (%) (A), indice de velocidade de germinagdo (IVG) (B)
tempo médio de germinacdo (TMGQ) (dias) (C) primeira contagem de germinacdo (PCG) (%)
(D), comprimento (CP) (E) e massa seca (MSP) (mg) (F) de plantulas de D. walteriana nos
diferentes tratamentos.
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*GSNO (S-nitrosoglutationa), NP (nanoparticula), CS (quitosana), TPP (tripolifosfato de sddio).

Para PCG, a germinacao atingiu 21%, nas doses estimadas de 4,3 mM e 2,3
mM para GSNO livre e NP CS/TPP-GSNO, respectivamente. O tratamento controle teve PCG
de 9%. Para IVG e TMG, o controle apresentou 5,85 e 3,97 dias, respectivamente. A aplicagao
de GSNO reduziu o TMG e aumentou o IVG. A GSNO livre nas doses estimadas de 5,2 mM e
3,7 mM resultaram em IVG de 12,26 ¢ TMG de 2,6 dias, respectivamente. J& a GSNO
nanoencapsulada (NP CS/TPP-GSNO) apresentou IVG de 10,26 e TMG de 2,9 dias nas doses
estimadas de 2,5 e 8,8 mM, respectivamente.

Em relagdo ao CP, a resposta foi semelhante, com plantulas de comprimento

médio de 8,13 mm e 8,34 mm nas doses estimadas de 1,3 mM para GSNO livre e 2,9 mM para
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NP CS/TPP-GSNO, respectivamente. Para MSP a maior resposta de 3,48 mg ocorreu na dose
estimada de 5,0 mM para GSNO livre e para NP CS/TPP-GSNO foi de 3,13 mg para dose
estimada de 2,5 mM. No tratamento controle, os valores de CP e MSP foram, respectivamente,
de 5,37 mm e 1,70 mg.

Os parametros avaliados indicam que o GSNO estimulou a germinagdo e o
crescimento das plantulas e, as NPs contendo GSNO proporcionaram redu¢do da dose para
atingir o ponto de maior resposta, mesmo que, em algumas varidveis, esta resposta foi

significativamente menor quando comparado ao doador livre.

Envelhecimento acelerado (E.A)

O teste de E.A das sementes mostrou de maneira siginificativa a redugdo do
vigor das mesmas. Para GER, o E.A reduziu a germinagdo para 26% (controle), e as NPs sem
o doador (NP CS-TPP) nao diferiram entre si (37%). Por outro lado, a presenga do GSNO
possibilitou maior germinagao, mostrando o efeito protetor deste regulador sob condig¢des de
estresse.

O tratamento com NP CS-TPP/GSNO 2,5 mM apresentou maior resposta
com 61%, por outro lado, o tratamento com GSNO livre 2,5 mM teve 53% de germinagdo e
nao diferiu de NP CS-TPP/GSNO 5,0 mM (55%). Em relagdo a PCG, a maior resposta foi de
18% no tratamento NP CS-TPP/GSNO 2,5 mM, que ndo diferiu do mesmo tratamento de dose
5,0 mM (14%). Os demais tratamentos nao diferiram entre si para PCG, variando de 8 a 12%

(Tabela 6.4.2).

Tabela 6.4.2 - Germinacao (GERM) (%), primeira contagem de germinacao (PCG) (%), indice
de velocidade (IVG) e tempo médio de germinacdo (TMG) (dias), comprimento (CP) e massa
seca de plantulas (MSP) (mg) apos o teste de envelhecimento acelerado durante 48 horas a
41°C.

GERM PCG IVG TMG CP MSP

CONTROLE 26 e* 8¢ 6,15e 4,05a 444e¢ 1,78 ¢
GSNO 2,5 mM 53b I11bc 7,52c¢ 3,49b 722b 3,58 ab
GSNO 5,0 mM 46 c 10bc 722c¢ 3,67b 6,79c 3,00b

NP CS-TPP/GSNO 2,5 mM 6l a 18a 11,51 2,88c¢ 8,06a 4,05a
a

NP CS-TPP/GSNO 5,0 mM 55b 14ab 9.83b 3,08¢c 7,8la 3,53ab

NP CS-TPP 2,5 mM 37d 12bc  6,53d 3,63b 5,69d 235¢c¢

NP CS-TPP 5,0 mM 37d 9c¢ 6,21 392a 558d 2,13¢
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Coeficiente de Variagao (%) 4,65 15,81 2,04 2,91 2,69 8,76

GSNO (S-nitrosoglutationa), NP (nanoparticula), CS (quitosana), TPP (tripolifosfato de sddio).
*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os mesmos efeitos positivos do GSNO apareceram nas demais variaveis. O
tratamento controle apresentou IVG de 6,15 ¢ TMG de 4,05 dias. Os maiores valores de IVG
foram observados no tratamento NP CS-TPP/GSNO 2,5 mM (11,51), seguido de NP CS-
TPP/GSNO 5,0 mM (9,83). Os tratamentos com NPs sem o GSNO (6,21 a 6,53) ndo diferiram
entre si ¢ 0 mesmo foi observado para as duas doses de GSNO livre (7,22 a 7,52). Os
tratamentos com menor TMG foram NP CS-TPP/GSNO 2,5 ¢ 5,0 mM, com 2,88 e 3,08 dias,
respectivamente, sendo superior aos tratamentos com GSNO livre, que ndo diferiram entre si,
variando de 3,49 a 3,67.

As maiores médias de CP foram obtidas nos tratamentos NP CS-TPP/GSNO
2,5 ¢ 5,0 mM, com 8,06 ¢ 7,81 mm, respectivamente. Para MSP, as maiores respostas
aconteceram para NP CS-TPP/GSNO 2,5 ¢ 5,0 mM e GSNO 2,5 mM, com 4,05, 3,53 e 3,58
mg, respectivamente. O controle apresentou CP médio de 4,44 mm e MSP de 1,78 mg e ndo
houve diferenca entre os tratamentos somente com NPs (CS/TPP) tanto para CP (5,58 a 5,69
mm) quanto para MSP (2,13 a 2,35 mg).

Peroxido de hidrogénio (H202) e malondialdeido (MDA)

Houve efeito isolado entre os diferentes tratamentos, como das condi¢oes de
temperatura, assim como a interacdo dos fatores (tratamentos x temperaturas) para H>O; e
MDA.

Para o H>0;, o tratamento controle e o GSNO livre 2,5 mM apresentaram
diferenca nos teores entre as condi¢des de germinagao e, em ambos 0s casos, 0s maiores valores

sdo encontrados na condic¢do de E.A (Figura 6.4.2).



113

Figura 6.4.2 - Teores de peroxido de hidrogénio (H202) em folhas de Dyckia walteriana, sob
diferentes tratamentos sob condi¢des a 25°C e envelhecimento acelerado (E.A) (41°C).
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*Letras minusculas iguais entre os tratamentos de uma mesma condigdo e maiuscula entre condigdes de
um mesmo tratamento ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

No entanto, foi possivel observar diferencas entre os tratamentos nas
diferentes condi¢des de germinacdo. Nas sementes germinadas a 25°C, o teor de H>O» foi maior
no tratamento controle (0,928 umol g! MF), ndo diferindo dos tratamentos com as NPs sem
GSNO que variaram entre 0,872 ¢ 0,882 pmol g'! MF.

Os tratamentos com GSNO reduziram os teores de H>O» quando comparado
ao controle onde os menores valores foram encontrados nos tratamentos com a GSNO
nanoencapsulada, variando de 0,661 e 0,710 umol g! MF. Por outro lado, o tratamento com
GSNO livre, apesar de apresentar teores menores de H>O» em relagdo ao controle, teve valores
maiores estatisticamente quando comparado ao GSNO nanoencapsulada, variando de 0,691 a
0,779 umol g! MF.

Na condigdo de E.A, também foi observado maior teor de HoO> no controle
(1,171 umol g! MF). Sob o estresse provocado pelo E.A, os tratamentos com GSNO
conseguiram reduzir os valores de H>O> em relagdo ao controle onde o menor valor encontrado
aconteceu para NP CS/TPP GSNO 2,5 mM (0,691 pmol g'!' MF) que ndo diferiu do mesmo
tratamento na dose de 5,0 mM (0,779 umol g'! MF).
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Foi observado que os valores de H>O» nos tratamentos com GSNO livre
variaram de 0,844 a 0,846 umol g'' MF e ndo diferiram das NPs sem o regulador, que variaram
entre 0,928 e 0,951 umol g'! MF, e que em ambos os casos os teores de HoO, foram maiores
do que os tratamentos com a GSNO nanoencapsulada.

Para MDA, ao contrario do que ocorreu para H>O», houve diferenga nos teores
entre as duas condigdes de germinagdo (25°C e E.A-41°C) em todos os tratamentos, sempre
com maiores valores em E.A ¢, observadas diferengas entre os tratamentos em cada condi¢ao

de germinacdo (Tabela 6.4.3).

Figura 6.4.3 - Teores de malondialdeido (MDA) em plantulas de Dyckia walteriana, sob
diferentes tratamentos sob condi¢des a 25°C e envelhecimento acelerado (E.A) (41°C).
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*Letras minusculas iguais entre os tratamentos de uma mesma condi¢@o e maitiscula entre condi¢Ges de
um mesmo tratamento ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5% de probabilidade de erro.

Na condi¢ao de 25°C, o tratamento controle teve maior teor de MDA com
5,62 nmol g MF, ndo diferindo apenas do tratamento NP CS/TPP 2,5 mM (4,76 nmol g”! MF).
Assim como para a variavel H,O,, a presenca de GSNO reduziu os teores de MDA quando
comparado ao tratamento controle, onde o menor teor de MDA foi no tratamento GSNO 5,0
mM (1,36 nmol g"' MF) que ndo diferiu apenas de NP CS/TPP GSNO 2,5 mM (1,53 nmol g!
MF).
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No E.A, a condigdo de estresse proporcionou os maiores valores de MDA no
tratamento controle (328,95 nmol g'! MF). Também foi observado o efeito protetor quando
aplicado o GSNO, o que ¢ evidenciado nos tratamentos NP CS/TPP GSNO 2,5 mM e 5,0 mM,
com 100,17 e 115,43 nmol g™! nmol g"' MF, respectivamente, além de GSNO 2,5 mM (118,52
nmol g”! MF) sendo os tratamentos de menores teores de MDA.. J4 os tratamentos com as NPs
sem o regulador apresentaram teores entre 288,10 e 301,54 nmol g! MF, valores estes
estatisticamente menores quando comparado ao controle, mas maiores quando comparados aos

tratamentos com GSNO.

Pigmentos fotossintéticos

Para os pigmentos fotossintéticos mostraram comportamento variado nas
diversas variaveis. Foram observadas diferencas dentro dos tratamentos ¢ nos diferentes
ambientes (normal x E.A), exceto para os teores de clorofila b e a razdo clorofila a/b que,
independente da condi¢cdo de germinagdo, nao diferiram entre si, possuindo diferenca somente

entre os tratamentos (Tabela 6.4.3).
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Tabela 6.4.3 - Teores dos pigmentos clorofila a e b, clorofila total, carotenoides, razao clorofila a/b e clorofila total/carotenoides em plantulas de
Dyckia walteriana submetidas a diferentes condi¢des de germinagdo normal (25°C) e envelhecimento acelerado (E.A) (41°C).

Clor a Clor b Clor total (atb)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Normal E.A Normal E.A Normal E.A
Controle 0,23 dA* 0,19 eA 0,16 d 0,41 dA 0,33 eB
GSNO 2,5 mM 0,62 bA 0,43 cB 0,26 be 0,94 bA 0,63 cB
GSNO 5,0 mM 0,66 abA 0,50 bB 0,29 ab 0,99 abA 0,76 bB
NP CS/TPP GSNO 2,5 mM 0,71 aA 0,62 aB 0,34 a 1,08 aA 0,93 aB
NP CS/TPP GSNO 5,0 mM 0,68 abA 0,55 abB 0,30 ab 1,02 abA 0,81 bB
NP CS/TPP 2,5 mM 0,33 cA 0,29 dA 0,20d 0,55 cA 0,47 dB
NP CS/TPP 5,0 mM 0,37 cA 0,32 dB 0,21 cd 0,61 cA 0,50 dB
- - 0,288 a 0,219b - -
CV (%) 6,25 12,08 6,10
Fator 1 (F1) 25°C p<0,001 p<0,001 p<0,001
Fator 2 (F2) EA p<0,001 p<0,001 p<0,001
F1 x F2 p<0,001 0,212 p<0,001
Carotenoides Clor a/ Clor b Clor total /Carotenoides
(ng/mL)
25°C E.A 25°C E.A 25°C E.A

Controle 0,24 cB 0,33 cA 1,36 ¢ 1,81 cA 0,99 aB
GSNO 2,5 mM 0,34 bcB 0,42 bcA 2,02a 2,80 abA 1,52 aB
GSNO 5,0 mM 0,48 aA 0,47 abA 1,99 ab 2,11 bcA 1,63 aB
NP CS/TPP GSNO 2,5 mM 0,40 abB 0,56 aA 1,96 ab 2,70 abA 1,68 aB
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NP CS/TPP GSNO 5,0 mM 0,33 beB 0,53 aA 2,04 a 3,19 aA 1,52 aB
NP CS/TPP 2,5 mM 0,25 cB 0,32 cA 1,54 be 2,18 bcA 1,49 aB
NP CS/TPP 5,0 mM 0,26 cB 0,37 bcA 1,70 abc 2,32 bcA 1,37 aB
CV (%) 10,16 14,16 13,93

Fator 1 (F1) 25°C p<0,001 p<0,001 p<0,001

Fator 2 (F2) E.A p<0,001 p<0,005 p<0,001

F1 x F2 0,002 0,979 0,019

GSNO (S-nitrosoglutationa), NP (nanoparticula), CS (quitosana), TPP (tripolifosfato de sddio), CV(coeficiente de variagdo).

* Médias seguidas de letras minusculas diferentes na linha e maitsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Nos teores de clorofila a, os valores foram maiores em 25°C para a maioria
dos tratamentos, exceto para NP CS/TPP 2,5 mM (0,29 a 0,33 ug/mL) e o tratamento controle
(0,19 a 0,23 pg/mL) que nao diferiram entre as condigdes. Foi observado tanto para 25°C
quanto para o E.A um aumento dos teores de clorofila a nos tratamentos com GSNO seja na
forma livre quanto nanoencapsulada.

Em 25°C, o tratamento com NP CS/TPP-GSNO 2,5 mM teve maior teor (0,71
png/mL), ndo diferindo de GSNO livre 2,5 mM (0,66 ug/mL) e NP CS/TPP-GSNO 5,0 mM
(0,68 ng/mL). Na condi¢ao de E.A, o maior teor de clorofila a foi no tratamento NP CS/TPP-
GSNO 2,5 mM (0,62 pg/mL), ndo diferindo apenas de NP CS/TPP-GSNO 5,0 mM (0,68
pg/mL) e com valores maiores em relacdo ao GSNO livre, que apresentaram teores entre 0,43
e 0,50 pg/mL.

Para clorofila b, ndo houve diferenca entre os tratamentos nas diferentes
condi¢des de germinagdo, no entanto, foi possivel observar maiores teores em 25°C (0,288
pg/mL) do que em E.A (0,219 pg/mL) e uma maior quantidade de clorofila b nos tratamentos
com GSNO quando comparado ao tratamento controle (0,16 pg/mL). Os maiores valores
médios ocorreram nos tratamentos com NP CS/TPP-GSNO 2,5 (0,34 ng/mL), no entanto, ndao
diferiram de NP CS/TPP-GSNO 5,0 (0,30 pg/mL) e GSNO livre 5,0 (0,29 pg/mL). Nao houve
diferenga nos tratamentos com as NPs sem o regulador (0,20-0,21 pg/mL) em relagdo ao
controle.

Para clorofila total, os teores médios atingiram os maiores valores no
ambiente de 25°C em relagdo ao E.A para todos os tratamentos. Tanto a 25°C quanto em E.A,
foram observados os menores teores de clorofila total no tratamento controle com 0,41 e 0,33
pg/mL, respectivamente. Também foram observados maiores valores nos tratamentos com
GSNO onde, para 25°C, o tratamento NP CS/TPP-GSNO 2,5 mM teve a maior média (1,08),
no entanto, ndo diferiu do mesmo tratamento na dose 5,0 mM (1,02 pg/mL) e GSNO livre 5,0
mM (0,99 ng/mL). Para E.A, a melhor resposta ocorreu no tratamento NP CS/TPP-GSNO 2,5
mM com 0,93 pg/mL, com resultado superior ao tratamento com GSNO livre (0,63 a 0,76
pug/mkL).

Para os teores médios de carotenoides, o E.A proporcionou as maiores médias
em relacdo a 25°C para todos os tratamentos, exceto GSNO livre 5,0 mM, que ndo diferiu entre
os ambientes (0,47-0,48 pg/mL). Na condi¢do de 25°C, o tratamento controle apresentou o

menor teor de carotenoides (0,24 ug/mL), ndo diferindo das NPs sem o GSNO (0,25-0,26
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pg/mL). Os maiores valores foram observados para GSNO livre 5,0 mM (0,48 pg/mL) e NP
CS/TPP-GSNO 2,5 mM (0,40 pg/mL).

Os resultados indicaram que sob estresse o NO atua como protetor,
aumentando assim os niveis de carotenoides, assim, foram observados os maiores teores nos
tratamentos com GSNO. Para o E.A, houve 0 mesmo comportamento, com menor teor no
controle (0,33 pg/mL) e aumento dos teores de carotenoides com GSNO. Os maiores teores
foram obtidos para NP CS/TPP-GSNO 2,5 mM (0,56 ug/mL) e 5,0 mM (0,53 pg/mL) e GSNO
livre 5,0 mM (0,47 pg/mL), que nao diferiram entre si. Também nao houve diferenca das NPs
sem o GSNO (0,32-0,37 pg/mL) em relagdo ao controle.

Para razdo clorofila a/b, ndo foi observada diferenca nas condi¢des de
germinagdo. Os tratamentos ndo diferiram entre si, exceto para o controle, que apresentou a
menor razdo (1,36), que ndo diferiu apenas de NP CS/TPP 2,5 mM (1,54) e os demais
tratamentos variaram entre 1,70 e 2,04.

Para a razao clorofila total/carotenoides, em todos os tratamentos, a condigao
de 25°C apresentou maiores valores quando comparado ao E.A. Para 25°C, no controle, foi
observada a menor razao (1,81) e os maiores valores encontrados nos tratamentos com NP
CS/TPP-GSNO 5,0 mM (3,19), ndo diferindo de NP CS/TPP-GSNO 2,5 mM (2,70) e GSNO
livre 2,5 mM (2,80). Para E.A nao houve diferen¢a entre nenhum tratamento, variando de 0,99

e 1,68.

6.5 DISCUSSAO

Pardametros germinativos em condi¢oes normais e apos E.A

Os resultados demonstraram dois efeitos importantes do NO e que sdo
relatados na literatura; primeiro, o estimulo na germinacao e crescimento das plantulas sob
condi¢des normais; e segundo, o efeito protetor do NO na germinagdo sob condi¢do de estresse
que, no presente trabalho, foi simulado pelo E.A.

Primeiramente, abordando o efeito na germinagdo e crescimento, salienta-se
a importancia do NO como uma molécula sinalizadora envolvida em diversos processos
fisiologicos e grande parte das mudancas morfologicas e fisioldgicas causadas pelo NO ocorrem
devido a diversas cascatas de sinalizagdo celular que alteram a expressdo de genes e regulam a
biossintese de diferentes hormonios vegetais. O NO, por exemplo, interage com diversos destes
hormonios como o &cido abscisico (ABA), auxina (AUX), giberelina (GA), entre outros

(SINGHAL et al., 2021; ZHAO et al., 2021).
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As interacdes entre os hormonios vegetais sdo conhecidas como “crosstalk”,
ou seja, casos em que um ou mais componentes de uma via de transdugao de sinal afetam outra.
O papel do “crosstalk” NO-ABA foi relatado em diferentes processos fisiologicos, por exemplo,
durante a germinag¢dao, onde o NO atua como indutor transcricional na manutencdo da
dorméncia das sementes, no entanto, em determinada concentracdo, consegue quebrar esta
sinalizacdo e estimular a germinacao (ZHAO et al., 2021).

Esta associacdo entre os hormonios pode explicar as respostas positivas de
estimulo de germinagdo e aos parametros de crescimento e massa seca das plantulas de D.
walteriana. Em estudo com sementes de arabidopsis (4rabidopsis thaliana (L.) Heynh.), Liu et
al. (2010) observaram que um rapido acumulo de NO induziu uma diminui¢do igualmente
rapida do ABA e promoveu a biossintese de GA3, estimulando a germinagdo. O pré-tratamento
de embrides de maca (Malus domestica Borkh.) com 5 mM do doador de NO - nitroprussiato
de sodio (SNP) promoveu germinagdo em quase 60% apos 8 dias, enquanto sementes nao
tratadas tiveram germinagdo de apenas 16% (GNIAZDOWSKA et al., 2010).

Por outro lado, nas condigdes de E.A, houve significativa reducdo da
germinagdo nas sementes de D. walteriana, principalmente as que ndo passaram por tratamento
(controle). Isso pode ser explicado pelo fato do E.A levar a um aumento da permeabilidade da
membrana, fragmentacdo do DNA e uma menor capacidade de eliminacdo de danos pelo
sistema antioxidante, ocasionando a perda da viabilidade das sementes e por consequéncia, a
redu¢do da taxa de germinac¢do e o aumento da quantidade de plantulas com anomalias
morfoldgicas (CORBINEAU, 2012; DEBSKA et al., 2013).

Qualquer mudanca nos fatores ambientais, como no teste de E.A, influencia
no desenvolvimento das espécies, podendo levar a modificacdes fisiologicas de um estresse
primario. Conforme este estresse se agrava, ocorre um desequilibrio celular e, entre os danos
causados, ocorre a formagdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), que em excesso,
resultam em estresse oxidativo. Vale salientar que niveis controlados de EROs sdo benéficas ao
metabolismo vegetal, atuando em rotas bioquimicas e fisioldgicas (SACHDEV et al., 2021).

Sob condig¢des a 25°C, o GSNO na forma nanencapsulada ndo apresentou
vantagens em relacdo a forma livre, o que pode ter ocorrido devido as condigdes controladas e
sem qualquer tipo de estresse das sementes. No entanto, foi observado uma redugdo na dose
Otima, mesmo que nao trazendo respostas maiores quanto ao GSNO livre. Vale salientar que o
potencial das NPs liberadoras de NO dependente da natureza quimica do doador de NO, do
nanotransportador, da espécie vegetal e da natureza e intensidade do estresse abidtico

(SILVEIRA et al., 2019).
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Por outro lado, em condi¢des de E.A, foi observado maior efeito protetor do
doador GSNO nanoencapsulado do que sua forma livre. Isso porque os doadores de NO, apesar
de proporcionarem eficacia na protecdo do composto, sdo relativamente instaveis, o que pode
causar uma rapida liberagcao de NO, reduzindo seus efeitos benéficos de sinalizagdo. Assim, a
nanoencapsulacdo destes doadores ¢ uma estratégia para proteger essas moléculas da
decomposic¢do, permitindo a liberagdo controlada de NO e prolongando seu periodo de agao
(SEABRA et al., 2022ab).

Um estudo sobre aplicagao de NPs em plantas demonstrou que o doador de
NO é4cido S-nitroso-mercaptossuccinico (S-nitroso-MSA) foi mais eficiente na reducdo de
danos induzidos por sais a atividade fotoquimica de plantas de milho em compara¢do com o
mesmo doador de NO em sua forma livre (OLIVEIRA et al., 2016).

Ficou claro o efeito do NO como molécula sinalizadora das plantas a estresses
quando as sementes de D.walteriana foram submetidas ao envelhecimento acelerado, ou seja,
a um estresse por temperatura, mostrando um efeito protetor contra a perda de vigor da
sementes, 0 que ndo ocorreu no tratamento controle.

Os efeitos benéficos da aplicagdo de NO na manutencao da viabilidade em
sementes de olmo (Ulmus pumila L.) e aveia (Avena sativa L.) envelhecidas artificialmente
foram confirmados por He et al. (2018) e Mao et al. (2018), onde com a suplementagdo de SNP,
como doador de NO, as sementes mantiveram o alto vigor, melhorando a taxa de germinagao.

Estudos tém demonstrado que o NO aumenta a tolerancia das plantas a
estresses abioticos, incluindo seca, salinidade, metais pesados e temperaturas extremas (NABI
et al.,2019), estando envolvido em vias de sinalizagdo que regulam mecanismos antioxidantes,
protegendo as plantas contra o estresse oxidativo (SIMONTACCHI ez al., 2015). O GSNO pode
desencadear a atividade das enzimas antioxidantes como a catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX), desintoxicando o aumento da sintese de EROs
(GROB; DURNER; GAUPELS, 2013; TERRON-CAMERO et al., 2019).

Houve também efeito somente das NPs (NP CS/TPP) na germinagdo de
D.walteriana e, segundo informacdes na literatura, a quitosana presente nas NPs, tem
demonstrado ser uma molécula que induz inimeras respostas bioldgicas nas plantas,
dependendo de sua estrutura, concentragdo, espécie e estagio de desenvolvimento da planta.
Estudos demonstraram efeito da quitosana no crescimento e desenvolvimento de morango
(Fragaria x ananassa Duch.) (SAAVEDRA et al., 2016) e a orquidea Dendrobium formossum
Roxb. ex Lindl. (KANANONT et al., 2010).
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Malondialdeido (MDA), peroxido de hidrogénio (H:0:) e pigmentos fotossintéticos

As andlises enzimaticas de H»>O> e MDA comprovam o diferente
comportamento das sementes sob as distintas condi¢des de germinagao onde o E.A, por possuir
maior temperatura, proporcionou condi¢cdo mais estressante as sementes, levando ao aumento
dos teores de H20O2 e de MDA.

Este estresse oxidativo € caracterizado pelas adigdes sucessivas de elétrons
ao O, formando radicais como o anion superoxido (O>") e hidroxila ("OH), que possuem alta
reatividade quimica e, além desses, o peroxido de hidrogénio (H202), em alta concentracao
também esta envolvido em danos celulares. Estas EROs t€m a capacidade de reagir com acidos
nucleicos, proteinas, lipidios e agucares, levando a severos danos celulares e até a morte das
mesmas. O ataque das EROs nas membranas celulares, por exemplo, resulta no aumento do
nivel de malondialdeido (MDA), considerado um marcador da perda de vigor das sementes
(DEMIDCHIK, 2015; CIACKA et al., 2022).

Como ja citado, o aumento de EROs como o H20z pode levar a varios danos
celulares, o que explica a reducdo da germinagdo no tratamento de E.A. Além disso, o H2O>
tem uma a¢ao deletéria, porque participa da reacdo formadora de “OH, o oxidante mais reativo
na familia das EROs. O H,O; possui tamanho pequeno o que possibilita atravessar membranas
celulares e migrar em compartimentos diferentes, assim, difunde os danos e também atua como
um mensageiro da condi¢do de estresse (BARBOSA et al., 2014).

No entanto, ressalta-se que em niveis baixos o H2O: pode melhorar a
tolerancia de plantas sob condig¢des estressantes. Em diversos estudos, foi constatado um efeito
protetor do H20O2 na inducdo de tolerancia ao estresse oxidativo causado pela salinidade,
temperatura, estresse osmoético, bem como toxicidade (WANG et al., 2014; HOSSAIN et al.,
2015). Além disso, até determinada concentracao, o H>O> mostra-se eficaz em melhorar a
atividade de enzimas do mecanismo antioxidante das sementes, ou seja, na defesa das mesmas
(HABIB; ASHRAF; SHAHBAZ, 2013; HABIB et al., 2020).

O H20; atua em conjunto com o NO como importante mecanismo de
sinalizacdo de estresse, mediando as respostas das plantas a diferentes restrigdes ambientais,
incluindo estresse hidrico, extremos de temperatura, bem como estresses bidticos (HABIB et
al., 2020). Juntos, eles regulam a via de sinalizagdo para a ativacao de enzimas antioxidantes
em resposta a diferentes estresses abioticos (ZENG et al., 2011). Além disso, estudos
descobriram que o proprio H>O> promove a produg¢do de NO ao aumentar as atividades da

nitrato redutase (GROB; DURNER; GAUPELS, 2013).
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A superacumulacdo de H>0O> foi observada em eixos de sementes
envelhecidas de girassol (Helianthus annuus L.) (KIBINZA et al., 2011) e em sementes de
aveia (Avena sativa L.) submetidas ao envelhecimento artificial por 16 ¢ 32 dias (CHENG et
al., 2020). Também em sementes de aveia, o baixo vigor de sementes envelhecidas
artificialmente foi associado ao acimulo de H>O> nas mitocondrias (MAO et al., 2018).

Apartir do acumulo de EROs, ocorrem modificagdes quimicas e fisiologicas
que alteram diversas biomoléculas, sendo os lipidios os mais danificados, gerando a
peroxidacao lipidica (DEMIDCHIK, 2015; SACHDEYV et al., 2021). A peroxidagao lipidica ¢
um processo complexo de oxidacdo de acidos graxos insaturados presentes nas membranas
bioldgicas que leva a formagao e propagacao de radicais livres, rearranjo das ligagdes duplas e
a potencial destruicdo dos lipidios de membrana (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014;
GASCHLER; STOCKWELL, 2016).

Radicais livres, como o ‘OH, reagem com o lipidio insaturado subtraindo um
elétron, originando o radical lipidico que, ao reagir com oxigénio (O2), forma o radical
peroxilipidico iniciando um ciclo de propagacdo das lesdes oxidativas em lipidios. Sendo os
lipidios os principais componentes estruturais das membranas celulares, responsaveis por
conferir propriedades essenciais como a permeabilidade seletiva, a peroxidagdo continua dos
lipidios altera a composicao, estrutura e dindmica das membranas citoplasmaticas, tornando-a
mais permeavel a diversos ions, podendo levar a morte celular (DAS; ROYCHOUDHURY,
2014; GASCHLER; STOCKWELL, 2016).

A peroxidacdo lipidica origina diversos produtos secundarios que agravam o
dano oxidativo, dentre eles o malonaldeido (MDA) que ¢ o principal e mais estudado produto
da peroxidagao lipidica (SACHDEYV et al., 2021). O MDA ¢ conhecido como um marcador
molecular para designar peroxidacgao lipidica da membrana celular em plantas sob diferentes
estresses abioticos e dependendo da concentragdo expressa, o grau desta peroxidagdo e
consequente dano celular (COOKE; LEISHMAN, 2016). Assim, acredita-se que a condicao de
E.A proporcionou uma condi¢do estressante nas sementes elevando os danos nos lipidios,
aumentando significativamente os teores de MDA.

Houve o efeito protetor e sinalizador do GSNO principalmente em condi¢do
de E.A, impedindo o aumento significativo de MDA e H»O, comparado as sementes nao
tratadas, efeito protetor este ja mencionado. O doador de NO nitroprussiato de sédio (SNP),
aplicado exogenamente em (Isatis cappadocica desv. Dispara) aumentou a atividade de
enzimas antioxidantes e reduziu a sintese de H>O2 e MDA em plantas estressadas por arsénio

(SOURI et al., 2020).



124

Também foi observada reducdo de H>O: e peroxidagdo lipidica (MDA) nos
tratamentos somente com as NPs. Acredita-se que isto se deva a presenga de quitosana nas
formulacdes que pode levar a indugao de enzimas de defesa da planta e a sintese de metabdlitos
secundarios, como polifendis, lignina, flavonoides e fitoalexinas (ZAYED et al., 2017). Além
disso, Guan et al. (2009) observaram que a preparagdo de sementes de milho com quitosana
sob estresse por baixa temperatura promoveu redu¢do do teor de malondialdeido (MDA) e
proporcionou aumento das concentragdes de agucares soluveis e da atividade de antioxidantes
como a peroxidase e catalase.

Sob condi¢des normais, os maiores teores de clorofila a e total foram
observados nos tratamentos com a utilizagdo da GSNO. No ambiente de E.A, o GSNO
proporcionou o mesmo efeito de manutengdo dos pigmentos fotossintéticos, no entanto, sem a
presenca do regulador os niveis dos pigmentos tiveram redug¢do, indicando efeito protetor do
GSNO sob estas condicdes. Este efeito de manutengdo dos teores de clorofila pode estar
relacionado pelo fato do NO atuar na manutenc¢ao da estabilidade das membranas dos tilacoides
(LIU; GUO, 2013).

O NO estabilizou pigmentos fotossintéticos em cotilédones de soja (Glycine
max L.), sugerindo seu papel no retardo do envelhecimento (JASID et al., 2009) e para Ahmad
et al. (2018), a aplicacdo de NO protegeu a membrana do cloroplasto e as clorofilas em
condig¢oes de estesse salino em grao de bico (Cicer arietinum L.).

A reducdo dos teores de clorofilas em ambientes de estresse, como em E.A,
foi desencadeado pela degradacdo da clorofila, através da atividade da clorofilase, regulando
negativamente a biossintese da mesma (SOLIMAN et al., 2018). Em um experimento com
tomate foi observada reducdo significativa no contetdo de pigmentos fotossintetizantes apos
exposicao a 40°C por 9 horas, em comparagdo com as plantas mantidas em 25/22°C (dia/noite)
(AHAMMED et al., 2018).

Além disso, a condig@o de estresse favorece a sintese de EROs, que induzem
a oxidacgdo dos pigmentos fotossintéticos, o que pode ser enquadrado como indicio de estresse
oxidativo, sendo, provavelmente, resultado de foto-oxidacao dos pigmentos (CARLIN et al.,
2012). Estudos conduzidos com sorgo (Sorghum bicolor L.) Moench em condigdo de estresse
abidtico mostraram que, quanto maior a concentracdo de EROs nas células dessa planta, menor
o contetdo de clorofila (NXELE; KLEIN; NDIMBA, 2017).

No entanto, houve comportamento diferenciado quando se trata do teor de
carotenoides. Os carotenoides sdo pigmentos que atuam como antioxidantes, absorvendo os

radicais livres e interrompendo as reacoes oxidativas de lipidios e outras moléculas (FILHO et
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al., 2018). Como agem como protetor, a aplicacdo exdgena de GSNO aumentou a sintese de
carotenoides, efeito relatado na literatura (SOURI et al., 2020). Assim, os teores foram mais
significativos em E.A, do que em condi¢des normais (25°C). Esse aumento de carotenoides
também fica claro com a reducao da razao de clorofila total/carotenoides.

Segundo Moura et al. (2016) o aumento do contetido de carotenoides ¢ uma
tentativa de minimizar danos ao aparato fotossintético, demonstrando ser uma estratégia de
dissipacao do excesso de energia. Quando os carotenoides estdo ausentes ou em pequena
quantidade nas plantas, o excesso de energia nao ¢ adequadamente dissipada, o que causa a
formag¢ao de EROs e leva danos aos lipidios, proteinas e pigmentos, podendo provocar a morte

das plantas (DARWISH et al., 2015).

6.6 CONCLUSOES

A GSNO estimulou o processo de germinacao de D.walteriana. Sob ambiente
de estresse, protegeu as sementes de danos celulares. Na forma nanoencapsulada, a GSNO
apresentou melhor resposta.

Doses entre 3,7 ¢ 5,7 mM de GSNO livre e 2,3 a 2,9 mM do GSNO
nanoencapsulado sdo recomendadas em condicdo de 25°C e, sob condigoes de E.A, sdo

indicadas as doses de 2,5 ¢ 5,0 mM do GSNO nanoencapsulado.
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7 CONCLUSOES GERAIS

As bromélias como ja citado ao longo do trabalho, sdo de fundamental
importancia econdmica, exercendo papel na floricultura e ornamentagdo, como também
ecologica, gerando importamente papel ambiental. O Brasil, apresentando grande diversidade
em namero de espécies, tem como contrapartida, poucos estudos associados a espécies nativas,
como diversas dentro do género Dyckia.

Desse modo, o estudo apresentado mostrou a importancia do conhecimento
fisiolégico das sementes de algumas das espécies nativas de bromélias durante a apos o
armazenamento. Assim, foi observado perda da germinabilidade das sementes apos o periodo
de conservagdo, associado a presenca de dorméncia fisiologica das mesmas seja pelo
desbalanco hormonal ou a presenca de substincias inibidoras da germinacdo. Assim, o uso de
reguladores vegetais visava melhorar a germina¢do das sementes. Para isso, foram utilizados o
acido giberélico (GA3) ja bem conhecido a respeito da agcdo na germinagdo e o 6xido nitrico
(NO), molécula em ascensao de estudos e também com efeitos nas sementes.

Tanto o GA3 quanto o NO mostraram efeito benéfico na germinacdo de duas
das quatro espécies utilizadas (D. dusenii e D. walteriana). Também foi estudada a associagao
da nanotecnologia com estas moléculas vista a relativa instabilidade quimica e degradagao.
Assim, o estudo serviu como base de informagdes para estudos mais detalhados quanto a
aceitagdo das nanoparticulas pelas sementes. Ficou claro o efeito superior as nanoparticulas em
ambiente sob estresse, indicando também resultados promissores para estudos futuros.

De forma geral, o trabalho se torna importante visto a enfase com estudos de
espécies nativas, com pouco ou nenhum estudo e ainda com algumas em espécie de extingao
antes mesmo de serem realizados estudos mais detalhados. Além disso, sob o aspecto ambiental
e econdmico, o conhecimento da germinagdo destas espécies auxilia na produ¢do em larga
escala, o que pode auxiliar na reducdo da ameaca de extingdo destas espécies e ainda abrir
oportunidades para a comercializacdo e utilizagdo destas plantas no mercado de plantas

ornamentais.
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