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RESUMO

Areas desflorestadas apresentam condi¢cbes microclimaticas muito distintas das
encontradas em florestas e o plantio de mudas em programas de reflorestamento
surge como uma alternativa para amenizar o processo de perdas na biodiversidade
destas areas. Contudo, o excesso de luz incidente nestas areas provoca nas mudas
danos oxidativos e fotoinibicdo. O processo de rustificacdo no viveiro, em que as
mudas sdo expostas a luz solar direta, visa favorecer seu estabelecimento e
desenvolvimento apds o plantio. Este processo propicia o desenvolvimento de
caracteristicas e mecanismos de fotoprotecéo pelas plantas, que podem ser mediados
por moléculas de sinalizagdo, como o 6xido nitrico (NO). Pesquisas demonstram a
eficiéncia do NO na inducéo de resposta nas plantas contra estresses abiéticos como
seca, salinidade, metais pesados e temperaturas extremas. Porém, o tratamento
direto das plantas com NO é dificil devido a sua natureza gasosa e sua curta meia
vida. Sendo assim, as nanoparticulas (NPs) carreadoras de doadores de NO surgem
como uma alternativa que visa proteger essa molécula da degradacdo, permitindo
uma liberagéo controlada de NO, ampliando seu periodo de acao e viabilizando sua
aplicacado em condicdes de campo. Buscando melhorar a qualidade de mudas usadas
em reflorestamentos, os objetivos deste trabalho foram: analisar as respostas de
mudas de Heliocarpus popayanensis Kunth e Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze
submetidas ao processo de rustificacdo sob sol pleno e comparar estas respostas com
as mudas mantidas sob sombreamento; e verificar o efeito da utilizacdo de doador de
NO, na forma livre e encapsulado em NPs de quitosana, na aclimatacao destas mudas
ao estresse luminoso. Os objetivos foram investigados por meio da avaliacdo de
parametros morfologicos, fisioldgicos e bioquimicos das mudas. Com a rustificacéo,
as mudas de ambas as espécies exibiram respostas indicativas de maior qualidade,
como a reducdo da éarea foliar especifica e das razbes altura/diametro e parte
aérealraiz, e aumento no indice de qualidade de Dickson. Além disso, nenhuma das
espécies sofreu de fotoinibicdo crénica, indicando que ambas foram capazes de se
proteger do excesso de luz. Em resposta ao estresse luminoso, a espécie H.
popayanensis desenvolveu folhas menores e mais espessas, aumentou a fotossintese
liguida (A), a condutancia estomética e a eficiéncia instantanea de carboxilacédo, além
do aumento nos parametros bioquimicos associados a resposta antioxidante, como a
atividade da enzima superoxido dismutase nas folhas e os niveis foliares de fenais,
flavondides e NO. As plantas desta espécie tratadas com NPs contendo o acido S-
nitroso-mercaptossuccinico (S-nitroso-MSA), um doador de NO, apresentaram
aumento da area foliar, comprimento da parte aérea, diametro do caule e massa seca
de raiz, caule e folhas, além de diminuicdo dos niveis foliares de fenois. Esses efeitos
nao foram induzidos pelo tratamento com o doador de NO nédo encapsulado. Ja C.
estrellensis apresentou maior diametro do caule e menores niveis de carotenoides em
resposta ao estresse luminoso. As mudas dessas espécie ndo aumentaram sua A,
porém houve aumento da transpiracédo e queda na eficiéncia no uso da agua apos a
transferéncia ao sol pleno. Nao foi evidenciada a inducédo da sintese de NO e de



respostas antioxidantes em folhas desta espécie sob estresse luminoso, indicando
que esta deve dispor de diferentes mecanismos para a aclimatagcdo que ainda
precisam ser investigados. Além disso, para C. estrellensis, ndo foram observados
efeitos do tratamento com S-nitroso-MSA livre ou encapsulado, indicando que a
resposta da espécie ao excesso de luz ndo deve ser mediada pelo NO. Esses
resultados indicam que o processo de rustificacdo a alta irradidncia estimulou
diferentes respostas entre as espécies estudadas, mesmo que as mudas das duas
espécies tenham sido capazes de se aclimatar as novas condi¢des de luminosidade.
Estas adquiriram caracteristicas de tolerancia, que provavelmente favoreceriam seu
estabelecimento ap6s o plantio no campo. As mudas de H. popayanensis
apresentaram maior plasticidade em relacéo a luz que C. estrellensis. Além disso, a
aplicacao de NP contendo S-nitroso-MSA afetou positivamente o crescimento apenas
das mudas de H. popayanensis, indicando um possivel envolvimento do NO na
resposta dessa espécie a altas irradiancias.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Fotoinibicdo. Nanotecnologia. S-nitrosotiol.
Viveiro.
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ABSTRACT

Deforested areas present very distinguished microclimatic conditions than forests. The
reforestation program rises as an alternative to reduce the biodiversity loss. However,
the high-light incidence in these areas causes oxidative damage and photoinhibition to
the seedlings. The hardening process in nursery, where the seedlings are exposed to
direct sunlight, favors its establishment and development after planting in the field. This
process favors the development of characteristics and photoprotection mechanisms of
plants, which can be mediated by signaling molecules such as nitric oxide (NO).
Researches show the NO efficiency against abiotic stress such as drought, salinity,
heavy metals and extreme temperatures. But, the NO direct treatment to plants is
complicated due to its gas nature and short half-life. Hence, the nanoparticles (NPs)
carrying NO donors’ rise as an alternative that seek to protect these molecules from
decomposition, enabling a NO controlled release, amplifying its action period and
making its non-controlled conditions field applications feasible. Seeking a better
perspective for reforest seedlings utilization, the present study objectives were:
analyze Heliocarpus popayanensis Kunth and Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze
seedlings responses submitted to the full sun hardening process and compare these
with seedlings kept under shading; and verify the nitric oxide donor utilization effect
both in free form and encapsulated in chitosan NPs into these seedlings’ acclimation
submitted to high-light stress. The objectives were investigated through morphological,
physiological and biochemical parameters evaluation. With rustification, both seedlings
species presented positive effects into quality indication variables, such as the
reduction of specific leaf area, height/stem diameter and shoot to root dry mass ratio
and Dickson quality index increase. Beyond that, no species suffered chronic
photoinhibition, indicating that both were capable to protect themselves against light
excess. In response to high-light stress, H. popayanensis seedlings developed smaller
thicker leaves, increased photosynthesis (A), stomatal conductance and carboxylation
efficiency, besides the biochemical parameter increase responsible for antioxidant
response, such as dismutase superoxide enzyme activity, phenols, flavonoids and NO
foliar levels. This specie plants treated with NPs containing S-nitrosomercaptosuccinic
acid (S-nitroso-MSA), an NO donor, presented increased leaf area, shoot length, stem
diameter and root, stem and leaves dry mass, besides the decrease in phenol foliar
levels. These effects were not induced by the non-encapsulated NO donor treatment.
C. estrellensis seedlings presented larger stem diameter and lower carotenoid levels
in response to high-light stress. These species’ seedlings did not increase its A,
however, transpiration increased and water use efficiency decreased after the
exposure to full sun. It was not evidenced the induction of NO synthesis and antioxidant
responses in leaves of this species under high-light stress, indicating that its
acclimation must regard on different mechanisms which need to be investigated.
Besides that, for C. estrellensis no effects of S-nitroso-MSA free form or encapsulated
treatment were observed of any kind, indicating that the specie response to high-light
should not be NO mediated. These results indicate that the rustification to high



irradiance stimulated different responses among the studied species, even though the
seedlings of the two species were able to acclimate to the new light conditions. They
acquired tolerance characteristics, which probably would favor its establishment after
planting in the field. H. popayanensis showed more plasticity to the new luminosity
condition. Furthermore, the NP containing S-nitroso-MSA application positively
affected H. popayanensis seedling’s growth, indicating a possible involvement of NO
in this specie’s response to high irradiance.

Key words: Nanotecnology. Nursery. Oxidative stress. Photoinhibition. S-
nitrosothiol.



SUMARIO

INTRODUQAO GER AL ..
FRAGMENTACAO FLORESTAL E REFLORESTAMENTO ..vuivuiitiitiiitiitiesneetietneensenesneeneesesnens
INTENSIDADE LUMINOSA, ACLIMATACAO E QUALIDADE DE MUDAS.....c.uuiiviieeerieeennneeennaens

OXIDO NITRICO E NANOTECNOLOGIA .....cev ettt et et e eteeeeeeseeseeeses s sesseee e e eaeeeveeereesns
(O 1= TN 1 LY @ 1 P
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t
CAPITULO 1 - Respostas bioguimicas e morfofisiologicas de mudas das

espécies arboreas neotropicais Heliocarpus popayanensis Kunth e Cariniana

estrellensis (Raddi) Kuntze ao estresse [UmIiN0SO..........cccceveeeeiiiiiiiiiiiinieeeeeeeeeeiin,
INTRODUGAO ...ttt ettt et e e e et et e e st e st e saeesteereesaeaneas
MATERIAL E METODOS ........oiitiiiiieie ettt
LOCAL DE ESTUDO, ESPECIES E CONDICOES DE CULTIVO ...cvuuiiiiieiiieeieeieeeneeeineeaneeaneeennes
AVALIACOES MORFOLOGICAS. . .eutititiiititiee ettt et ettt e e et et e et e e s et et e e et e s e e etaeenens
AVALIACOES FISIOLOGICAS......ccue ettt ettt ettt sttt sttt sttt s e te st e stn st e et e steabeestesreeee e
AVALIACOES BIOQUIMICAS .. .cuiieteee ettt et ettt e e et e et e e e e et e e e e e s e et e eaneeanaeeaneeaneeaneeennes
ANALISE ESTATISTICA «oeniteiieit ettt et et e et e e et e e et e et e e e e e aa e e ea e eaneean e eaneeaneeanaeennes
RESULTADOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e et s b e e e eeeeeeeennes
DISCUSSAD ...ttt ettt s et ene e s,

CONCLUSAOD ..o ettt

REFERENCIAS ... oot



CAPITULO 2 - Efeito do doador de oOxido nitrico encapsulado em
nanoparticulas de quitosana sobre mudas das espécies arboreas
neotropicais Heliocarpus popayanensis Kunth e Cariniana estrellensis

(Raddi) Kuntze submetidas a aclimatacéo apleno Sol ............cccevvevviiiiiiieceeeeennns
1. INTRODUGAO ...ttt
2. MATERIAL E METODOS .....coviieieeeceeeeeeeeeeeeee et
2.1 LOCAL DE ESTUDO .. uuuuuuuuuusnsnssnnsnsnnssnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssnssssnsnsnns
2.2 ESPECIES E CONDIGOES EXPERIMENTAIS ....uuuuuuuesesessnnnnsnnnnnnnnnnnsnnnsnnnsnsnnnnnnnnes
2.3 CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS ....cciiiieeieeeee e
2.4 PREPARO DAS FORMULAGOES E NANOPARTICULAS........covuririririiscieisieisiseseeseesiens
2.5 TRATAMENTO DAS PLANTAS COM AS NANOFORMULAGOES........cccvvvvvevierieeeennnn
2.6 AVALIAGOES MORFOLOGICAS ... ..uuvuvurerresesessnnssnnsnnnnssssnssssssnnsssssssnnsnnssnnnnnnnne
2.7 AVALIAGOES FISIOLOGICAS ...vvvvvtiuiiiueitintesessissssssssssssssssssssssssssssssnnssnssnnnnnnnne
2.8 AVALIAGOES BIOQUIMICAS ....uvviviiiiitiiiiieiiiiiiissississssssssessssesssssnsssnnnssessnssnnnnnes
2.9 CINETICA DE DEGRADAGAO DO S-NITROSO-MAS.......ccooiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee
2.10  ANALISE ESTATISTICA cuieit ittt et e e e e e et e e e e e e e et e e e e e e e e et e e e e e eeanes
3. S U 1 I T
4. DISCUSSAO ...ttt
5. CONCLUSAO. ..ottt sttt ese s
6. PERSPECTIVAS ..ot snnnnnnnnnnes

7. REFERENCIAS ...ttt



10

INTRODUCAO GERAL

FRAGMENTAGAO FLORESTAL E REFLORESTAMENTO

As florestas representam os componentes mais importantes dos ecossistemas
tropicais, uma vez que sdo as grandes responsaveis pela preservacao do “pool” de
genes, pelo papel no ciclo global do carbono, pela mitigacdo dos aumentos de CO:
atmosférico e pela grande fonte de biomassa e bioenergia renovaveis (Favaretto et
al., 2011). As florestas tropicais Umidas, apesar de ocupar apenas 7% da superficie
terrestre, sdo os ambientes terrestres mais ricos em biodiversidade, abrigando mais
de 50% do total de espécies do planeta (Myers et al., 2000). Entre elas estd a Mata
Atlantica brasileira, que compreende a segunda maior floresta pluvial do continente
americano, abrigando aproximadamente 8.000 espécies de plantas endémicas,
dentre as quais muitas estdo ameacgadas de extingdo (Myers et al., 2000; Tabarelli;
Gascon, 2005).

A Mata Atlantica representa uma regidao heterogénea, incluindo uma ampla
variedade de fitofisionomias e composi¢cdes florestais, com ecossistemas que
atualmente se limitam a fragmentos florestais de diferentes tamanhos distribuidos
irregularmente devido a intensa acao antrépica (Soares; Medri, 2002). Apesar de ser
uma das regides sul-americanas que possuem o0 maior nimero de areas de protecao
integral, os numeros ainda séo insuficientes e o sistema nao é adequado, visto que as
areas protegidas cobrem menos de 2% de todo o bioma. As areas de protecéo integral
protegem apenas 24% dos remanescentes, além do fato de que muitas dessas areas
sdo pequenas demais para garantir a persisténcia de espécies em longo prazo (Silva;
Tabarelli, 2000).

Segundo Galindo-Leal; Camara (2003), mais de 93% da faixa original da
floresta desapareceu, o que a coloca na posi¢cao de uma das florestas tropicais mais
ameacadas do mundo (Fundacédo SOS Mata Atlantica, 2015). Ainda, de acordo com
o relatério anual 2015 da Fundacdo SOS Mata Atlantica, atualmente restam somente
8,5% de remanescentes florestais acima de 100 hectares. Somados todos os
fragmentos de floresta nativa acima de 3 hectares, tem-se atualmente 12,5% de
remanescentes.

A pratica de restauracao ecolégica vem sendo muito utilizada para restabelecer

a diversidade perdida do ambiente e reverter ou desacelerar o processo de perdas na
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biodiversidade (Lamb, 2001; Fahrig, 2003; Williams, 2011). Essa pratica consiste em
acbes que buscam iniciar ou acelerar processos naturais de regeneracao,
recuperando as propriedades do ecossistema degradado, incluindo possiveis
interacOes ecologicas (Williams, 2011).

O reflorestamento com plantio de mudas de espécies de diferentes estadios
sucessionais € uma das técnicas mais utilizadas na recuperacdo de ambientes
degradados (Glufke et al., 1999), sendo também o método mais comum de
reflorestamento no Brasil (Botelho; Davide, 2002). Os plantios florestais tém varios
objetivos, que incluem protecdo e melhoria do solo, sequestro de carbono e a
restauracdo ecoldgica (Cortina et al., 2013). O plantio de espécies lenhosas contribui
para melhorar os processos dos ecossistemas por intermédio da reducéo da energia
cinética das gotas de chuva sobre o solo, da formacéo de serrapilheira, do aumento
da infiltracdo de agua no solo, da reducdo de enxurradas, da transferéncia de
nutrientes da atmosfera e de horizontes profundos do solo para as camadas
superficiais do mesmo, da producéo de frutos comestiveis, do estoque de carbono e
da modulacéo das oscilacfes climaticas (Benayas et al., 2009; Allen et al., 2010).

Contudo, multiplos fatores podem dificultar o sucesso dos reflorestamentos.

Entre eles, pode-se destacar a uniformidade na estrutura da vegetacdo, a baixa
diversidade de espécies em relacdo ao estado anterior a degradacado, a perda de
individuos pouco adaptados e até mesmo a juventude dos reflorestamentos em
relacéo a escala de tempo dos processos ecoldgicos envolvidos (Gandolfi; Rodrigues,
2007). Dentre as vantagens do plantio de mudas, é possivel destacar a garantia da
densidade de plantio, a alta sobrevivéncia e o espacamento regular obtido, facilitando
os tratos silviculturais. Nestes casos, a qualidade morfofisioldgica das mudas pode
garantir seu crescimento inicial e sua sobrevivéncia, de forma que o plantio de mudas
com baixa qualidade pode ser responsavel pela alta mortalidade, elevando o custo de
implantacdo, além de comprometer o crescimento da floresta (Botelho; Davide, 2002).
Com o aumento das exigéncias legais e a discussao sobre a necessidade de
recuperar areas degradadas, existe uma maior demanda por mudas de espécies
arbdreas nativas da Mata Atlantica, o que leva a um crescente interesse em pesquisas
com estas espécies (Keller et al., 2009). Entretanto, os custos dos programas de
restauracdo séo altos devido a necessidade do replantio das mudas, ja que estas
apresentam elevada mortalidade no campo. Um dos motivos para esse alto indice de

mortalidade das mudas é a pouca atencdo dada as exigéncias ecofisiologicas das
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plantas nativas (Cunha et al., 2005).

INTENSIDADE LUMINOSA, ACLIMATACAO E QUALIDADE DE MUDAS

Inimeros fatores influenciam o desempenho das plantas a curto e longo prazo
(Walter et al., 2007). Fatores ambientais, como precipitagdo anual, sazonalidade,
intensidade e qualidade luminosas e fertilidade do solo modulam as caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas das plantas (Cornwell; Ackerly, 2009). A luz é fundamental
para o crescimento das plantas, ndo apenas por prover energia para a fotossintese,
mas também por prover sinais que regulam seu desenvolvimento mediante
fotorreceptores sensiveis a diferentes intensidades e qualidades espectrais (Zanella
et al., 2006). Assim, a luz € um dos recursos mais limitantes no estabelecimento e
crescimento de espécies arbdreas em florestas tropicais (Tognetti et al., 1994; Lee et
al., 1997; Smith; Whitelam, 1997; Rijkers et al., 2000; Rozendaal et al., 2006; Lambers
et al., 2008; Jiang et al., 2011), de modo que a distribuicdo das plantas pode estar
relacionada a sua capacidade de sobreviver em diferentes niveis de radiacdo solar
(Givnish, 1988; Osunkoya et al., 1994).

As plantas que dispem de elevada plasticidade morfofisiolégica sdo capazes
de se aclimatar aos diferentes niveis de radiacdo solar no ambiente por alteracdes
anatdbmicas, morfolégicas e fisiologicas (Pandey; Kushwaha, 2005; Oguchi et al.,
2005; Warren et al., 2007). Estas respostas podem variar desde uma aclimatacéo
imediata, basicamente fisiol6gica, até um ajuste morfoanatbmico em longo prazo
(Valladares; Pearcy, 1997; Silvertown, 1998). Os ajustes fenotipicos para a
aclimatacao das plantas a diferentes intensidades luminosas atuam, essencialmente,
na regulacado da fotossintese dentro dos limites genéticos especificos, permitindo
manter um balanco positivo de assimilacéo de carbono (Kitajima, 1994; Krause et al.,
2001).

A aclimatacdo das plantas ao aumento da intensidade luminosa propicia a
diferenciacdo de folhas tipicas de sol (Murchie; Horton, 1997), as quais apresentam
parénquima palicadico mais espesso, area foliar especifica reduzida, maior
concentracdo de nitrogénio por area foliar, menores niveis de clorofila por unidade de
massa foliar (com maior empobrecimento de clorofila b), maiores densidade
estomatica, niveis de ribulose bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) e de

transportadores fotossintéticos de elétrons por unidade de area foliar, além de maior
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ponto de compensacao luminoso, da inducédo de enzimas antioxidantes, do aumento
da razdo raiz/parte aérea e dos e niveis de pigmentos fotoprotetores, como
carotenoides (Adams et al., 2004; Walters, 2005; Portsmuth; Niinemets, 2007,
Favaretto et al., 2011; Jiang et al., 2011; Martins et al., 2013; Calzavara et al., 2015;
Mazzanatti et al., 2016). Por conta destas caracteristicas, as folhas de sol apresentam
maior tolerancia a alta luminosidade, uma vez que proporcionam altas taxas de
assimilacao de carbono e possuem melhor capacidade de dissipacdo do excesso de
energia luminosa, enquanto folhas de sombra sdo mais susceptiveis aos danos
provocados pelo excesso de luz (Demmig-Adams; Adams, 1992).

O grau de resposta das plantas ao aumento da luminosidade varia entre as
espécies em funcdo de sua tolerancia a sombra (Cano et al., 2011). Espécies
pioneiras ou intolerantes a sombra tendem a apresentar maior plasticidade na
producéo de folhas e na taxa fotossintética, quando comparadas com espécies tardias
ou tolerantes a sombra (Givnish, 1988; Ishida et al., 1999; Portsmuth; Niinemets,
2007). Contudo, espécies nao-pioneiras ou tolerantes a sombra podem também
apresentar certa capacidade de se aclimatar ao sol pleno (Yamashita et al., 2002).

Ambientes com sombra profunda sdo prejudiciais para a fotossintese; todavia,
a exposicao ao sol pleno também pode limitar o crescimento e a sobrevivéncia das
plantas (Valladares et al., 2002; Lusk et al., 2008). Sob intensidades luminosas
elevadas, a energia da luz interceptada pelas folhas pode ultrapassar os requisitos do
magquinario fotossintético, fazendo com que o centro de reacao do fotossistema Il seja
inativado, constituindo um fenémeno denominado fotoinibigcdo (Baker, 1996; Malnog,
2018). Esta pode ser dinamica ou crénica (Matos et al., 2009; Moraes et al., 2010). A
fotoinibicdo dindmica € reversivel e esta relacionada a dissipacao térmica do excesso
de energia absorvida, indicando que a reducdo na eficiéncia fotoquimica € um
resultado dos mecanismos de fotoprotecéo (Thiele et al., 1996). Em contrapartida, a
fotoinibicdo cronica esta associada a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e a ocorréncia de danos ao aparelho fotossintético (Asada, 1999; Mittler, 2002;
Adams et al., 2004; Asada, 2006). Essas ERO, como anion superoxido (O2°) e
peréxido de hidrogénio (H202), radicais hidroxilas (OH") e oxigénio singleto (*O2), séo
extremamente reativas e, na inexisténcia de um mecanismo protetor, podem
interromper ou afetar o metabolismo normal, provocando peroxidacgéao lipidica e danos
oxidativos aos lipidios, proteinas e acidos nucléicos (Rout; Shaw, 2001; Moraes et al.,

2010; Esringu et al., 2016). Condi¢des que limitam a fixagdo de CO2, como 0s
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estresses por déficit hidrico, sal, calor e frio, ou pela combinacdo destas condicbes
com a alta luminosidade, provocam um aumento na producdo de ERO nas células
vegetais (Miller et al., 2008).

Por ser um fenbmeno comum nos tropicos (Houter; Pons, 2005), onde a
densidade de fluxo de fotons fotossintéticos alcanca niveis acima de 1800 ymol m? s
L (Larcher, 2003), a fotoinibicdo é sobretudo relevante no planejamento do
reflorestamento dessas &reas (Calzavara et al., 2015). Levando em consideracao que
as mudas sdo cultivadas em viveiros florestais sob condigcbes bem irrigadas
(Maruyama et al., 2005) e quando séo transferidas para o0 campo se tornam expostas,
nao s6 a alta intensidade luminosa (Favaretto et al., 2011), como também a outros
fatores estressantes, como déficit hidrico e altas temperaturas, ha grande chance
dessas mudas sofrerem fotoinibicdo (Alves et al., 2002). Visto que as plantas de
sombra dispdem de caracteristicas que as tornam mais susceptiveis a luz, a seca e
ao calor, no caso de uma subita exposicdo destas a alta irradiancia (Lovelock et al.,
1994), a longa exposi¢cédo a elevadas intensidades luminosas no campo pode ser
prejudicial, resultando, em muitos casos, na morte dessas plantas (Powles, 1984;
Demmig-Adams; Adams, 1992). Consequentemente, plantas cultivadas desta forma
devem apresentar estabelecimento insatisfatorio em areas abertas, caso ndo passem
antes pelo processo de rustificacdo (Mattsson, 1997).

Por terem menor susceptibilidade & fotoinibicdo, mudas de espécies pioneiras
Sao mais propensas a se aclimatar a alta irradiancia do que espécies intermediarias
ou tardias da sucessao (Favaretto et al., 2011). Assim, a capacidade de lidar com a
fotoinibicdo varia entre as diferentes espécies vegetais (Krause et al., 1995; Kitao et
al., 2006). O conhecimento acerca da capacidade de aclimatacdo de uma espécie a
diferentes condicfes luminosas e sua vulnerabilidade a fotoinibicdo é importante, ja
que as espeécies de plantas precisam competir entre si por espaco e recursos limitados
(Krause et al., 2001).

As florestas maduras apresentam condi¢des microclimaticas muito distintas
das encontradas em éareas desflorestadas (Craven et al.,, 2011), as quais s&o
caracterizadas por maiores intensidades luminosas, temperatura do ar e do solo,
elevado déficit de pressao de vapor e grandes flutuacbes sazonais no potencial de
agua no solo (Guariguata; Ostertag, 2001). Portanto, as mudas transplantadas para
essas areas estdo expostas a diferentes tipos e intensidades de fatores estressantes,

afetando aspectos morfofisioldgicos, em maior ou menor grau, dependendo da
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capacidade de aclimatacdo de cada espécie (Griscom et al., 2005). Diante disso, a
rustificacdo visa possibilitar que as mudas respondam melhor as condi¢cdes adversas
encontradas em campo, incluindo a elevada intensidade luminosa, resultando em uma
maior qualidade das mudas e uma diminuicdo no niumero de replantios (Guo et al.,
2006; Tatagiba et al., 2007; D’avila et al., 2011). Por conta disso, sdo necessarios
estudos que determinem as caracteristicas morfologicas e fisiolégicas das mudas,
visto que estes podem auxiliar na previsdo dos elementos que beneficiam a
sobrevivéncia e o desenvolvimento inicial das mudas em campo, conquistando dessa
forma o sucesso dos plantios com arvores nativas e, consequentemente, uma melhor
perspectiva nos programas de reflorestamento.

Apos o plantio, muitas mudas de espécies lenhosas apresentam problemas de
sobrevivéncia e crescimento (Jacobs et al., 2004). Surgiu, deste modo, a necessidade
de producdo de mudas com qualidades que aumentem seu estabelecimento em
campo (Mattsson, 1997). No decorrer das Ultimas décadas, a melhoria na qualidade
das mudas empregadas em plantios florestais aumentou significativamente suas taxas
de sobrevivéncia e de crescimento inicial apds o plantio (Cortina et al., 2013).

Devido a escassez de reservas durante a fase de muda, as plantas sdo mais
suscetiveis a estresses ambientais e ndo sdo capazes de amortecer a deficiéncia de
determinados recursos ambientais e de estimular seu desenvolvimento (Walter et al.,
2007). O choque de transplantio, caracterizado pelo crescimento reduzido e baixa
sobrevivéncia durante o periodo de aclimatacdo as novas condi¢cbes ambientais, é
enfrentado pelas mudas logo apdés o plantio no campo (Nambiar; Sands, 1993). Para
amenizar este choque, é essencial que essas mudas sejam produzidas em ambientes
que apresentem caracteristicas especificas e parcialmente controladas, como em
viveiros, onde as mudas de espécies arbdreas passam por varias etapas até serem
destinadas ao plantio em campo. A primeira etapa abrange o tempo de semeadura e
germinacdo, seguida da repicagem e transferéncia das mudas para um setor de
crescimento, permanecendo sob sombreamento moderado. A Ultima etapa
compreende a rustificacdo das mudas, em que s&o expostas a luz solar direta (Zamith;
Scarano, 2004). Caso sobrevivam a fotoinibicho e aos danos fotoxidativos, a
morfologia e fisiologia das mudas comecam a mudar, assemelhando-se aquelas
apresentadas pelas plantas de sol (Claussen, 1996). Assim, o0 processo de rustificacao
no viveiro favorece a sobrevivéncia e o desenvolvimento apropriado dos individuos

nas condi¢cfes adversas encontradas em campo apoés o plantio (Gomes et al., 2002;
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Davis; Jacobs, 2005; Mendoza-Bautista et al., 2011).

A identificacdo de mudas de alta qualidade é bastante dificultada pela
heterogeneidade do ambiente de destino, visto que as mudas mais adequadas para
uma determinada area e tempo de plantio podem néo ser ideais para outras condi¢cdes
ambientais (Cortina et al., 2013). Por conta da grande variabilidade do manuseio, do
local de plantio e das condi¢fes climéticas, é importante reconhecer que os atributos
que podem ser medidos no viveiro sdo apenas parcialmente relacionados com o
desempenho em campo (Mattsson, 1997). Contudo, os custos de replantio apos
perdas causadas pela ma qualidade das mudas s&do tdo significativos que a
identificacdo de uma pequena quantidade de mudas com baixo potencial de
crescimento ja é o bastante para que um programa de controle compense e traga
beneficio de custo aos produtores (Mattsson, 1997).

O método mais comum e de facil utilizacdo para prognosticar a qualidade de
uma muda é a avaliagdo de suas variaveis morfolégicas (Davis; Jacobs, 2005), como
altura da parte aérea, diametro do caule, area foliar, razdo altura/diametro, massa
seca da parte aérea, massa seca da raiz, razao massa seca da parte aérealraiz e o
indice de qualidade de Dickson, que € calculado pela massa seca total dividida pela
soma das razfes massa seca da parte aérea/massa seca da raiz e altura da parte
aérea/diametro do colo (IQD=MST/(RAD+RPAR)) (Mattsson, 1997). E essencial que
diversas variaveis sejam analisadas para avaliar a qualidade em mudas. Reconhecer
uma Unica caracteristica como indicadora do sucesso do estabelecimento das mudas
no campo nao é efetivo (Jacobs et al., 2005). Mediante o estudo das interacdes destes
parametros com cada fator ambiental, em particular, e/ou estadio de desenvolvimento
da planta, podem ser conhecidos a eficiéncia do crescimento e o potencial de
aclimatacdo as condicdes ambientais nas quais estas plantas sdo submetidas
(Peixoto; Peixoto, 2009).

Em viveiros, a altura da parte aérea e o diametro do colo sao bastante utilizados
para avaliar a qualidade das mudas, posto que estas variaveis foram correlacionadas,
em alguns casos, com a sobrevivéncia e crescimento apos o plantio no campo, além
de serem de facil mensuracdo (Jacobs et al., 2005). Mudas com maior diametro
suportam melhor os danos fisicos (Cleary et al., 1978), além de disporem de mais
nutrientes e carboidratos armazenados (Johnson et al.,, 2009), os quais estao
disponiveis para suprir a demanda das plantas (Salifu; Timmer, 2003) até que o

contato entre raiz e solo seja estabelecido para explorar os recursos disponiveis no
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local de plantio (Jacobs et al., 2005). Para as espécies intolerantes a sombra, estudos
sugerem que esta influencia negativamente ambas as variaveis, porém, o diametro do
caule € mais afetado do que a altura, reduzindo assim a razao altura/diametro
(Petritran et al., 2009). Contudo, estas espécies podem crescer em altura como
resposta ao sombreamento, sendo esse crescimento relacionado a sindrome de
escape a sombra apresentada por essas espeécies (Henry; Aarssen, 2001,
Taugourdeau et al., 2011; Valladares et al., 2012). Diante disso, é necessario cuidado
ao utilizar somente uma variavel como a altura na indicacdo de qualidade de uma
muda (Mattsson, 1997), uma vez que a relacdo entre o crescimento do caule e seu
espessamento pode estar desequilibrada, resultando em mudas de baixa qualidade
(Calzavara et al., 2015).

Embora a altura seja um indicador pratico da condicao fisica de uma muda,
devido a sua correlagdo com o aumento da biomassa (Singhakumara et al., 2003), um
ponto que deve ser observado é como essa biomassa esta distribuida (Claussen,
1996). Mudas que, influenciadas pela limitacdo de luz ou substrato, dispdem de um
acumulo de biomassa voltado a parte aérea, podem ter uma reducédo na capacidade
de seu sistema radicial em suprir agua e nutrientes e de armazenar carbono (Vilela et
al., 2003; Mendoza-Bautista et al., 2011), o que deve afetar seu desenvolvimento no
campo (Moraes et al., 2010). Plantas que passam por um periodo de aclimatacdo em
ambientes com alta intensidade Iluminosa investem grande proporcdo de
fotoassimilados ao desenvolvimento da raiz, propiciando maior capacidade de
captacdo de agua para suportar as maiores taxas de transpiracdo e fotossintese
vivenciadas nestes ambientes (Poorter; Nagel, 2000).

Buscando uma forma de unir diversas variaveis para avaliar a qualidade das
mudas, foram desenvolvidos indices como o indice de qualidade de Dickson (Dickson
et al., 1960), considerando diversos parametros empregados na avaliacdo da
qualidade e indicando o equilibrio da distribuicdo de biomassa da muda (Fonseca et
al., 2002). Este indice foi considerado uma medida morfolégica integrada promissora
(Johnson; Cline, 1991), mas deve ser melhor explorado, no intuito de se obter valores

para indicar qualidade em mudas de diferentes espécies (Leles et al., 2006).

Oxipo NiTRICO E NANOTECNOLOGIA

Como o ambiente natural exibe um conjunto complexo de condi¢cdes abidticas
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estressantes para as plantas e sua capacidade de responder a esses estresses é
altamente flexivel e equilibrada através da interacdo entre moléculas de sinalizacao,
0s hormdnios vegetais possuem um papel fundamental no processo de aclimatacéo
(Freschi, 2013; Asgher et al., 2017). Estes integram uma infinidade de sinais internos
e externos em respostas metabdlicas e de desenvolvimento coordenadas, que, por
sua vez, maximizam a adequacado da planta sob diversos contextos ontogenéticos e
ambientais, desempenhando papéis reguladores fundamentais na aclimatacédo das
plantas as condicfes de estresse abiotico (Freschi, 2013; Asgher et al., 2017). Para
realizar efetivamente tal funcdo, os hormonios vegetais distintos interagem entre si e
também com outras substancias sinalizadoras enddégenas (Santner et al., 2009). Entre
estas moléculas que interagem com horménios, o 6xido nitrico (NO) vem
conquistando grande interesse da comunidade cientifica (Neill et al., 2003; Wilson et
al., 2008; Mur et al., 2013).

O NO é uma espécie reativa de nitrogénio (ERN) que possui um elétron nao
pareado em seu orbital 11, 0 que o torna uma molécula relativamente instavel. Ele
possui meia-vida de alguns segundos (t1/2 <6 s), e uma alta difusividade (4,8 x 10
cm? st em H20 a 20°C, 1 atm), tornando-o uma molécula especial entre as ERN
(Sahay; Gupta, 2017). O NO tem a peculiaridade de ser um gas incolor e, devido a
sua alta difusividade, é altamente lipofilico, portanto, pode facilmente entrar na fase
lipidica das membranas celulares (Sahay; Gupta, 2017).

O NO pode ser originado a partir do proprio individuo (NO enddgeno) ou ser
aplicado exogenamente (Salgado et al., 2013). Foram propostas diversas vias para a
sintese e degradacdo do NO em plantas, apesar de esse ainda ser um tema

controverso (Figura 1).



NO.- complexo de @ 00 epmeemeREee eSSt
‘)3 proteinas (?) L-Arg e
(1) ER
NO, (“NOS-like”) -
\ (HA) // &
(PAs) o
[m ,,’ & Noz., NOS'
Gl 1Y 2 (NAD(F)H+0,) @)
(XOR) X GSH
4
Nao-enzimatica /ER _o- (5)
cloroplastos / (GSNOR)
/ (Prx)
/ 6
/, @ (6) GSSG + NH,
(NOAD NOs
[ Sintese do NO e 'Degradagio do NO|

Figura 1 — Rotas propostas para sintese e degradacao de NO em plantas, controlando a homeostase
do NO. Sintese do NO: (1) A producédo de NO dependente de nitrito (NO2’) nas plantas inclui uma via
ndo enzimética e vérias vias enzimaticas envolvendo a a¢do das nitrato redutases (NR) citosolicas e
da membrana plasmatica, nitrito-NO redutase (NINOR), cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
(ClI/1V), xantina 6xido redutase (XOR) e a reducéo de nitrito em NO pelos transportadores de elétrons
de cloroplastos. (2) A via de producdo de NO dependente de L-Arginina envolve uma enzima 06xido
nitrico sintase néao identificada (NOS) e duas vias ainda mal caracterizadas usando hidroxilamina (HA)
ou poliaminas (PAs) como substratos. Degradac&o do NO: (3) Areacao de NO com oxigénio molecular
(O2) leva a producao espontanea de NO:z e nitrato (NO3). (4) O NO pode ser convertido a NOz em
reacdo catalisada por hemoglobinas ndo simbidticas (nsHbs). (5) O NO pode reagir com a glutationa
reduzida (GSH) para formar a S-nitrosoglutationa (GSNO), que, por sua vez, pode ser convertida em
GSSG (glutationa oxidada) e amdnia pela acdo da GSNO redutase (GSNOR). (6) O NO também pode
reagir com superoxido (Oz*), resultando na formacdo de peroxinitrito (ONOO-), o qual pode ser
degradado a NO2" por uma peroxirredoxina (Prx). (7) Ao influenciar a producao de espécies reativas de
oxigénio (ERO), a proteina NO-ASSOCIATED1 (NOA1) indiretamente impacta os niveis de NO nas
plantas. Adaptado de: Freschi, 2013 e Salgado et al., 2013.

Diversos estudos demonstram que o NO pode mediar processos bioquimicos
relacionados a um amplo espectro de eventos fisiolégicos, modulando acdes
hormonais, interagindo com espécies reativas de oxigénio e modificando a expressao
génica e a atividade proteica nos vegetais (Simontacchi et al., 2015). Existem
evidéncias de que o NO desempenha papéis importantes na promocao da germinacao
ou reducao de dorméncia de sementes (Beligni; Lamattina, 2001; Kopyra; Gwézdz,
2003; Bethke et al., 2006; Libourel et al., 2006; Borisjuk et al., 2007; Arc et al., 2013);
regulacdo da maturacdo de frutos e senescéncia de plantas (Leshem; Haramaty,
1996; Guo; Crawford, 2005; Mishina et al., 2007; Manjunatha et al., 2010;
Prochéazkova; Wilhelmov4, 2011); mediagdo do movimento estomatico como um
intermediario da sinalizacdo do acido abscisico (ABA) (Desikan et al., 2002; Garcia-
Mata; Lamattina, 2002; Neill et al., 2002; Guo et al., 2003; Bright et al., 2006; Chen et
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al., 2013); formacéao de raizes laterais (Correa-Aragunde et al., 2008); o crescimento
de raizes primérias (Fernandez-Marcos et al., 2012); a formacao de raizes adventicias
(Pagnussat et al., 2004); o desenvolvimento de pélos radiciais (Lombardo et al., 2006);
além de afetar o nivel de clorofila (Liu; Guo, 2013); o crescimento vegetativo (Beligni;
Lamattina 2001; Lozano-Juste; Leon, 2011); a formacdo de nédulos (Hichri et al.,
2015); e a homeostase do Fe (Buet et al., 2014). Também foi demonstrada a
importancia do NO como um componente do mecanismo de coordenacéo e regulacéo
da sinalizacédo de Ca?* e ERO na imunidade da planta (Trapet et al., 2015).

Evidéncias indicam que a producdao e a sinalizacdo do NO estdo envolvidas nos
processos de aclimatacdo durante estresses (Arasimowicz-Jelonek; Floryszak-
Wieczorek, 2014; Sanz et al., 2015). Ademais, estudos demonstram que o tratamento
de plantas com NO confere uma maior tolerancia a uma variedade de estresses
abidticos e bidticos, como por exemplo: seca, salinidade, radiacdo UV-B, metais
pesados, temperaturas extremas, além de algumas doencgas (Simontacchi et al., 2015;
Farnese et al., 2016; Seabra; Oliveira, 2016; Singh et al., 2016; Begara-Morales et al.,
2018; Liu et al., 2018; Umbreen et al., 2018; Kushwaha et al., 2019). Além disso, o NO
esta envolvido na via de sinalizacdo que regula as isoformas especificas de enzimas
antioxidantes que protegem contra 0 estresse oxidativo induzido pelo estresse
luminoso (Santa-Cruz et al., 2014).

Estresses bibticos e abioticos alteram a producdo de NO, enquanto doadores
de NO aplicados externamente aumentam a tolerdncia a estresses especificos
(Garcia-Mata; Lamattina, 2002; Uchida et al., 2002). Entretanto, o tratamento direto
das plantas com NO é um método laborioso, j& que este apresenta natureza gasosa
e curta meia vida in vivo, além de ser rapidamente inativado pela reacdo com o Oz
(Nichols et al., 2012). Isso faz com que seja necessario o suprimento constante de NO
aos tecidos (Seabra et al., 2015).

Existe uma grande variedade de moléculas doadoras que contam com
estruturas diversas, e, consequentemente, diferentes mecanismos para geragao NO.
As moléculas mais usadas sao: Trinitrato de gliceril (GTN), Nitroprussiato de sédio
(SNP), S-nitrosoglutationa (GSNO), S-Nitroso-N-acetil-D-penicilamina (SNAP), acido
S-nitroso-mercaptosuccinico (S-nitroso-MSA) (Figura 2) e outros S-nitrosotiois
(RSNO). Os doadores de NO vém sendo largamente utilizados para a analise das
fungdes biologicas do NO em plantas (Wang et al., 2005; Floryszak-Wieczorek et al.,
2006; Seabra; Duran, 2010; Misra et al., 2014; Farnese et al., 2016; Marvasi, 2017).
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Ha um crescente interesse no desenvolvimento de doadores de NO de baixo peso
molecular, como os RSNO, que sao capazes de prolongar e preservar as atividades
biolégicas do NO in vivo, sendo considerados bons reservatérios, transportadores e

liberadores deste radical livre (Seabra et al., 2017).
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Figura 2 - (A) Nitrosacdo do MSA, que reage com o acido nitroso (HNO2), formando o S-nitroso-MSA,;
(B) A decomposicdo do S-nitroso-MSA libera espontaneamente 6xido nitrico (NO) e produz MSA
oxidado. Adaptado de: Seabra et al., 2017.

Entretanto, os doadores de NO tém carater instavel e sdo suscetiveis a fatores
ambientais, como pH, luminosidade e temperatura, o que causa uma liberacédo rapida,
podendo causar efeitos deletérios (Maragos et al., 1991; Pedroso et al., 2000; Seabra
et al., 2015); e comprometer os efeitos sinalizadores do NO (Seabra et al., 2015).

Nesse contexto, a encapsulacéo de doadores de NO em nanomateriais surge
como uma estratégia que visa proteger essas moléculas da decomposicao,
melhorando suas propriedades fisico-quimicas, aumentando a estabilidade e a
atividade, permitindo uma liberagdo controlada e ampliando seu periodo de acéo.
Nesse caso, as nanoparticulas (NPs) sdo estudadas como uma alternativa para
minimizar essas limitacdes, reduzindo a acao de fatores ambientais (Seabra; Duran,
2010; Khot et al., 2012; Campos et al., 2014; Kah; Hofmann, 2014; Rossi et al., 2014;
Seabra et al., 2015; Grillo et al., 2016). Essa estratégia proporciona uma reducdo de
problemas como perdas por degradacéo, lixiviacédo e volatilizacdo, aumentando assim

a biodisponibilidade e a eficiéncia dos doadores de NO, diminuindo a quantidade de
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substancias quimicas ativas incorporadas nas plantas e nos solos e reduzindo o
impacto negativo no meio ambiente (Grillo et al., 2014; Campos et al., 2015;
Maruyama et al., 2016; Pérez-de-Luque, 2017).

As NPs sdo materiais que dispdem de propriedades fisico-quimicas muito
proprias devido ao seu tamanho reduzido (Wang et al., 2016). Estas apresentam uma
area superficial aumentada e geralmente expressam propriedades mecanicas,
Opticas, magnéticas ou quimicas distintas de particulas e superficies macroscopicas
de mesma composicdo (Quina, 2004). Uma grande variedade de nanomateriais na
forma de NPs podem ser empregados como sistemas carreadores de compostos
bioativos, tais como fertilizantes e pesticidas, representando um uso potencial para
aplicacdes em sistemas agricolas (Ghormade et al., 2011; Seabra et al., 2014; Pascoli
et al., 2018).

Varios nanomateriais podem ser associados ao NO para entregar diretamente
esse radical livre aos sitios-alvo em plantas (Seabra et al., 2014). Em particular, a NPs
de quitosana sédo biodegradaveis e ndo apresentam influéncia negativa sobre o
metabolismo das plantas (Seabra et al., 2014). Além disso, a quitosana possui
propriedades mucoadesivas, o que facilita o transporte desses compostos ativos
através das membranas celulares (Seabra et al., 2014). As moléculas doadoras de
NO tém fortes interacdes eletrostaticas com o esqueleto de quitosana, levando a uma
alta eficiéncia de encapsulacdo dessa molécula (Pelegrino et al., 2018), permitindo a
aplicacdo versatil de nanoparticulas de quitosana contendo NO na medicina e na
agricultura.

Os doadores de NO ja foram encapsulados com sucesso em NPs de
quitosanal/tripolifosfato para atividades anticancer (Pelegrino et al., 2017a),
antibacteriana (Cardozo et al., 2014) e antiparasitaria (Seabra et al., 2015) e para
aumentar a liberacdo de NO na pele humana (Pelegrino et al., 2017b). Todavia,
apenas em 2016 esses nanomateriais foram utilizados para proteger as plantas do
estresse abidtico. Oliveira et al. (2016) analisaram o efeito de NPs de quitosana
carreando S-nitroso-MSA sobre plantas de milho submetidas ao estresse salino. Os
autores observaram que as nanoparticulas mostraram-se mais eficientes do que o
doador livre, promovendo uma liberagdo mais lenta e controlada do NO, resultando
em protecdo contra os efeitos da alta salinidade, entre eles a melhora na atividade do
fotossistema I, no aumento no teor de clorofila e na taxa de crescimento das plantas.

A bioatividade melhorada do NO foi associada a liberagéo sustentada dessa molécula
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pelas NPs poliméricas (Oliveira et al., 2016). Este trabalho pioneiro abriu um leque de
possibilidades para o uso dessas nanoformulagoes.

Portanto, as nanoparticulas carreadoras de doadores de NO surgem como uma
estratégia que poderia ser usada para obter mudas de espécies arbéreas de maior
qgualidade e mais tolerantes a estresses, aumentando o0 sucesso de programas de

reflorestamento.

OBJETIVOS

Com base no exposto, 0s objetivos deste estudo foram: (1) analisar respostas
morfofisioldégicas e bioquimicas de mudas de Heliocarpus popayanensis Kunth e
Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze submetidas ao processo de rustificacdo sob sol
pleno, bem como o possivel envolvimento do NO na resposta destas plantas; e (2)
verificar o efeito da utilizagdo de doador de NO, na forma livre e encapsulado em NPs
poliméricas, na aclimatacdo destas mudas submetidas ao estresse luminoso. Cada

objetivo foi contemplado por um artigo cientifico.
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RESUMO

Areas desflorestadas apresentam condi¢cbes microclimaticas muito distintas das
encontradas em florestas e o plantio de mudas em programas de reflorestamento
surge como uma alternativa para amenizar o processo de perdas na biodiversidade
destas areas. Contudo, o excesso de luz incidente nestas areas provoca nas mudas
danos oxidativos e fotoinibicdo. O processo de rustificacdo em viveiros, no qual as
mudas sdo expostas a luz solar direta, favorece seu estabelecimento e
desenvolvimento apds o plantio. Este processo propicia o desenvolvimento de
caracteristicas e mecanismos de fotoprotecdo pelas plantas. Este estudo teve como
objetivo avaliar a influéncia do processo de rustificacdo em viveiro sobre parametros
morfolégicos, fisiologicos e bioquimicos de duas espécies utilizadas em
reflorestamentos de Floresta Estacional Semidecidual: Heliocarpus popayanensis
Kunth e Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze. As mudas foram cultivadas durante 6
semanas em viveiro, sendo parte destas mantidas no setor de crescimento (sombra)
e parte transferidas para o setor de rustificacdo (sol pleno). Utilizando-se de indices
gue relacionam parametros morfologicos foi estimada a qualidade das mudas. Além
disso, foram investigados parametros fisiol6gicos e bioquimicos associados a
resposta destas plantas ao aumento da intensidade luminosa. Com a rustificacéo, as
mudas de ambas as espécies exibiram aumento de qualidade, com a reducéo da area
foliar especifica e das razfes altura/diametro e parte aéreal/raiz e aumento no indice
de qualidade de Dickson. Nenhuma das espécies sofreu de fotoinibicdo cronica,
apresentando somente a dindmica. A espécie H. popayanensis desenvolveu folhas
menores e mais espessas sob sol pleno. Nestas condicbes também apresentou
aumento da fotossintese liquida (A), condutancia estomatica e eficiéncia instantanea
de carboxilacdo, além do aumento nos parametros bioquimicos relacionados a
resposta antioxidante, como a atividade da enzima superoxido dismutase e niveis de
fendis, flavonoides e Oxido nitrico. C. estrellensis apresentou maior diametro do caule
e maiores niveis de carotenoides sob sol pleno. Esta ndo aumentou sua A neste
tratamento, porém houve aumento da transpiracdo e queda na eficiéncia no uso da
dgua. Nao foram evidenciadas respostas nos parametros relacionados ao
metabolismo antioxidante nesta espécie sob elevada luminosidade. O processo de
rustificacdo a alta irradiancia estimulou diferentes respostas entre as espécies
estudadas, e as mudas das duas espécies foram capazes de se aclimatar as novas
condicdes de luminosidade. Estas adquiriram caracteristicas de tolerancia, que
provavelmente favoreceriam seu estabelecimento apds o plantio no campo. Como ja
esperado para espécies pioneiras, as mudas de H. popayanensis apresentaram maior
plasticidade a nova condi¢do de luminosidade.

Palavras-chave: Fotoinibicdo; Fotossintese; Luminosidade; Reflorestamento;
Rustificagao
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INTRODUCAO

Revertendo ou desacelerando processos de perda de biodiversidade, a pratica
de restauracdo ecoldgica vem ganhando cada vez mais espago, pois acelera os
processos naturais de regeneracdo e recupera a integridade do ecossistema
degradado (Lamb, 2001; Fahrig, 2003; Willlams, 2011). Contudo, as mudas
estabelecidas em &reas desflorestadas estdo expostas a diferentes tipos e
intensidades de fatores estressantes que afetam sua morfofisiologia (Griscom et al.,
2005), pois as condi¢cdes microclimaticas dessas areas sdo muito distintas das
encontradas em florestas maduras (Craven et al., 2011).

A luz é primordial para que as plantas cresgcam e se desenvolvam; contudo,
pode ser prejudicial se a quantidade de fotons absorvida for excedente ao necessario
para a realizacdo da fotossintese. O excesso de luz incidente pode ocasionar o
desenvolvimento de danos oxidativos nas folhas, associados a formacdo excessiva
de espécies reativas de oxigénio (ERO), incluindo anion superéxido (0O2") e peroxido
de hidrogénio (H202) (Asada, 1999; Mittler, 2002; Adams et al., 2004; Asada, 2006).
A acumulacdo de ERO provoca a peroxidacao lipidica, o que pode levar a morte
celular da planta (Esringu et al., 2016). Além disso, o excesso de luz pode ter efeitos
como a fotoinibi¢do, a qual é caracterizada pela reducédo da eficiéncia do fotossistema
II, podendo provocar uma queda na assimilacdo de CO:z e no crescimento (Krause et
al., 2012).

Visando amenizar esses problemas, é necessario que as mudas sejam
produzidas em ambientes parcialmente controlados, como viveiros, onde as mudas
passam por varias etapas até serem destinadas ao plantio. A primeira etapa abrange
o tempo de semeadura e germinacdo, seguida da repicagem e transferéncia das
mudas para o setor de crescimento, onde permanecem sob sombreamento moderado.
A ultima etapa compreende a rustificacdo das mudas, quando sdo expostas a luz solar
direta (Zamith; Scarano, 2004), com o intuito de favorecer seu estabelecimento,
crescimento e desenvolvimento apdés o plantio (Davis; Jacobs, 2005; Mendoza-
Bautista et al., 2011).

A rustificacdo visa possibilitar que as mudas respondam melhor as condi¢des
adversas encontradas em campo, como a elevada intensidade luminosa, resultando
em uma maior qualidade das mudas e uma diminuicdo no numero de replantios (Guo

et al., 2006; Tatagiba et al., 2007; D’avila et al., 2011). Ja foi observado para algumas
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poucas espécies estudadas que esse processo de aclimatacdo das plantas a maior
intensidade luminosa propicia a diferenciacdo de folhas tipicas de sol (Murchie;
Horton, 1997; Calzavara et al., 2017), o que envolve o desenvolvimento de diversos
mecanismos de fotoprotecado pelas plantas, incluindo a producéo de folhas menores
e com maior esclerofilia, a diminuicdo do conteudo de clorofilas, a producdo de
carotenoides associados a dissipacdo de energia, a inducdo de enzimas
antioxidantes, o aumento dos niveis de fendis e flavonoides e da razao raiz/parte
aérea (RPAR) (Adams et al., 2004; Calzavara et al., 2015; Mazzanatti et al., 2016).

As folhas de sol apresentam maior toleréncia a alta luminosidade, uma vez que
apresentam altas taxas de assimilacao de carbono e possuem melhor capacidade de
dissipacédo do excesso de energia luminosa, enquanto folhas de sombra sdo mais
susceptiveis aos danos provocados pelo excesso de luz (Demmig-Adams; Adams,
1992). O grau de resposta das plantas ao aumento da luz varia entre as espécies em
funcdo de sua tolerancia a sombra (Cano et al., 2011). Espécies pioneiras ou
intolerantes a sombra submetidas a elevada irradiancia tendem a apresentar maior
plasticidade na taxa de producdo de folhas e na taxa fotossintética, quando
comparadas com espécies tardias ou tolerantes a sombra (Givnish, 1988; Ishida et al.
1999; Portsmuth; Niinemets, 2007). Contudo, espécies ndo-pioneiras ou tolerantes a
sombra podem também apresentar certa capacidade de aclimatar ao sol pleno
(Yamashita et al., 2002).

A capacidade das plantas de responder a estresses abibticos € altamente
flexivel e equilibrada através da interagdo entre moléculas de sinalizagédo (Freschi,
2013; Asgher et al., 2017). Por exemplo, o 6xido nitrico (NO) esta4 envolvido nos
processos de aclimatacdo e pode ser usado para amenizar esses estresses
(Arasimowicz-Jlonek; Floryszak-Wieczorek, 2014; Sanz et al., 2015). Todavia, o
envolvimento dessa molécula na resposta de mudas de espécies arboreas
neotropicais a altas intensidades luminosas ainda néo foi testado.

O conhecimento acerca da capacidade de aclimatagcdo de uma espécie a
diferentes condi¢cdes luminosas é relevante, posto que as espécies de plantas
competem entre si por espaco e recursos limitados (Krause et al., 2001). Desta forma,
sdo necessarios estudos que determinem as caracteristicas morfofisioldgicas das
mudas, visto que estes podem auxiliar na previsdo da sobrevivéncia e do
desenvolvimento inicial das mudas em campo, conquistando dessa forma o sucesso

dos plantios com arvores nativas e, consequentemente, um melhor resultado nos
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programas de reflorestamento.

Diante disso, este estudo teve como objetivo verificar a influéncia do processo
de rustificagcdo sob sol pleno implementado em viveiros sobre parametros
morfologicos, fisioldégicos e bioquimicos de mudas de duas espécies arbéreas de
diferentes grupos sucessionais, utilizadas em programas de reflorestamento de
Floresta Estadual Semidecidual. Foram levantadas duas questdes: (1) Com o método
de aclimatacao sob sol pleno implementado em viveiros florestais, sdo obtidas mudas
mais rusticas e de maior qualidade? (2) Séo induzidas mudancas nos parametros

bioquimicos com o aumento da luminosidade?

MATERIAL E METODOS

LOCAL DE ESTUDO, ESPECIES E CONDICOES DE CULTIVO

O experimento foi realizado em viveiro florestal pertencente ao Laboratério de
Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas (LABRE) da Universidade Estadual
de Londrina (UEL), Londrina, PR, Brasil (23°19'28"S, 51°11'54"0O, 602 m altitude).
Foram escolhidas duas espécies arboreas empregadas em programas de
reflorestamento de Floresta Estacional Semidecidual, as quais sdo de grupos
sucessionais distintos. Heliocarpus popayanensis Kunth (Malvaceae) (Figura 1A),
conhecida popularmente como jangadeiro, pau-jangada, algodoeiro ou jangada-
brava, é classificada como espécie heli6fita e pioneira, sendo encontrada em
sucessao inicial (Lorenzi, 2002). Ja a espécie Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze
(Lecythidaceae) (Figura 1B) é conhecida popularmente como jequitiba-branco e
caracteriza-se como secundaria tardia e semidecidua, sendo encontrada em
sucessdo tardia (Lorenzi, 2002). E tolerante & sombra, apesar de atingir o dossel
(Lorenzi, 2002).
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Figura 1 — Individuos adultos de Heliocarpus popayanensis (A) e Cariniana estrellensis (B).

Os experimentos foram realizados, concomitantemente para ambas as
espécies, entre os meses de dezembro de 2017 (Temperatura média = 24 °C;
precipitacdo acumulada = 286 mm; umidade relativa média = 71,81%) e janeiro de
2018 (Temperatura média = 23 °C; precipitacdo acumulada = 408,9 mm; umidade
relativa média = 81,8%) (IAPAR - Agrometeorologia — Dados diarios de Londrina —
2017 e 2018).

Foi adotado o método usual de producédo de mudas do viveiro, que possui trés
etapas. Primeiramente, as sementes foram colocadas para germinagcédo em areia. Em
seguida, as plantulas foram transplantadas individualmente em tubetes de 50 mL
contendo substrato a base de composto organico peneirado formado por substrato
vegetal e areia (proporcdo 9:1), além de granulos de Osmocote® (5 g.L* substrato),
um fertilizante de liberacéo lenta (14% de N, 14% de P20se 14% de K20). Cerca de
50 mudas foram mantidas no setor de crescimento, sob sombreamento parcial com
auxilio de telas de propileno (“sombrite”). Elas permaneceram nesse setor até
atingirem cerca de 15-20 cm de altura. Finalmente, metade das mudas foram
transferidas para o setor de rustificacdo, a pleno sol, para aclimatacdo. Elas foram
mantidas por 6 semanas neste setor (periodo usual de aclimatag&o no viveiro). A outra
metade das mudas foi mantida no setor de crescimento, como controle. Ndo houve

mudancas no regime de irrigacdo das mudas com a troca de setor no viveiro (4
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irrigacdes ao dia, por meio de aspersores, com duracdo de 30 minutos cada irrigacao).
A irradiancia maxima avaliada no viveiro em dias ensolarados foi de aproximadamente
710 e 1.800 umol m=2 st para plantas sob condicdes de sombra e pleno sol,

respectivamente (Calzavara et al., 2017).

AVALIACOES MORFOLOGICAS

Ao final do experimento, foram analisadas variaveis morfolégicas de 12 mudas.
O diametro do caule foi medido na altura da borda do tubete e a espessura de folha
foi medida no limbo foliar da folha mais nova completamente expandida, evitando as
nervuras. Em ambos os casos, utilizou-se um paquimetro digital. A altura e o
comprimento da raiz foram medidos com o auxilio de régua milimetrada e a area foliar
total (AF), com um integrador de &rea foliar portatil modelo LI-3000CAP (LiCor Inc.,
Lincoln, NE, EUA). Para a determinacdo das massas secas foliar (MSF), caulinar
(MSC) e radicial (MSR), os diferentes 6rgdos das mudas foram separados e
acondicionados em sacos de papel, sendo secos em estufa a 60°C até atingirem peso
constante. Apés a coleta dos dados morfologicos, foram calculadas as massas secas
de parte aérea (MSPA=MSF+MSC) e total (MST=MSPA+MSR) e a area foliar
especifica (AFE=AF/MSF). Também foram calculados indices relacionados a
qualidade de mudas, como a razdo parte aérea/raiz (RPAR=MSPA/MSR), razdo
altura/diametro (RAD) e o indice de qualidade de Dickson (IQD=MST/(RAD+RPAR)),
segundo Dickson et al. (1960).

AVALIACOES FISIOLOGICAS

As variaveis fisiologicas de 10 mudas foram analisadas na semana precedente
a desmontagem do experimento, utilizando-se a folha mais nova completamente
expandida. As analises de trocas gasosas foram realizadas no inicio da manha de
dias ensolarados (para determinacdo da assimilagdo fotossintética maxima),
utilizando um analisador portéatil de gas infravermelho (Irga) modelo LICOR 6400 XT
(LiCor Inc., Lincoln, NE, EUA) conectado a uma camara 6 cm? com fonte de luz de
LED ajustada para a DFFF de 1.900 ymol m?2 s, suficiente para saturar a fotossintese
das mudas das duas espécies. Foram obtidas a taxa fotossintética liquida (A),
condutancia estomatica (gs), concentracao intercelular de COz2 (Ci), transpiragéao (E),

eficiéncia no uso da dgua (EUA = A/E) e eficiéncia instantdnea de carboxilacao (k=
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A/Ci) das mudas.

A fluorescéncia da clorofila foi avaliada utilizando um fluorémetro OS1p (Opti-
Sciences Inc., Hudson, EUA), permitindo verificar a existéncia de fotoinibicéo,
conforme descrito por Shimizu et al. (2006). As folhas intactas foram adaptadas ao
escuro por 10 min e a eficiéncia maxima do fotossistema Il foi determinada pela
determinacdo da razdo Fv/Fm. As andlises foram feitas ao amanhecer (para
determinacdo da fotoinibicdo cronica) e ao meio-dia (para determinacdo da

fotoinibicdo dinamica).

AVALIACOES BIOQUIMICAS

Para as andlises bioquimicas, durante a desmontagem do experimento foram
coletadas as folhas mais novas completamente expandidas de 5 mudas diferentes das
demais analises. As coletas foram realizadas no periodo da manha e os protocolos
foram todos padronizados para cada espécie vegetal estudada.

Parametros que indicam a ocorréncia de estresse oxidativo foram mensurados
no mesmo dia da coleta das folhas através da dosagem de H20:2 e da peroxidacdo
lipidica. Para isso, 100 mg de folha foram coletados e macerados em N: liquido,
adicionados metanol e &cido tricloroacético (TCA) 0,2%, e o extrato obtido foi
centrifugado a 15644 xg a 4°C por 5 minutos. A peroxidacao lipidica foi determinada
pela dosagem de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitarico), na qual o
sobrenadante foi submetido a reacdo a 60°C com o acido tiobarbitlrico (C4HaN202S)
na presenca de TCA, seguindo a metodologia descrita por Federici et al. (2007). Para
a dosagem do H202, o sobrenadante foi submetido a reagdo com Kl 1M e tampéo
fosfato, mantido no gelo e no escuro por uma hora para posterior andlise da
absorbéancia a 390 nm, seguindo a metodologia de Alexieva et al. (2001). Ambas as
leituras foram realizadas em leitor de microplacas Victor TM 3 (Perkin Elmer, Turku,
Finlandia).

Também foram determinadas as atividades de enzimas antioxidantes das
folhas. Para isso, 100 mg de folha foram coletadas e maceradas em N2 liquido e
adicionado o tampao fosfato de potassio para extracao (100 mM; pH 7,5) contendo
EDTA 1 mM e PVPP 2%. O extrato obtido foi centrifugado a 15644 xg a 4°C por 15

minutos e feitas aliquotas de 100 pL, que foram congeladas em freezer -80°C.
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A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi avaliada conforme a
metodologia de Giannopolitis; Ries (1977), com modificagbes. Foi preparado um
tampdao de reacao contendo o tampéao de extracdo (50 mM), metionina (13 mM), EDTA
(0,1 mM), NBT (75 pM) e riboflavina (2 uM), e o pH ajustado para 7,8. Os reagentes
foram protegidos da luz. Foram montadas 2 rea¢des em tubos de ensaio separados,
adicionando 1960 uL de tampéo + 40 pL de extrato enzimético: uma reagdo foi mantida
no escuro (branco do escuro) e a outra colocada em uma caixa adaptada com 3
lampadas fluorescentes de 25 W cada, ligadas durante 10 minutos, juntamente com o
branco da luz, que continha somente 2000 uL do tampdo de reagdo. Ap6s os 10
minutos, as leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotdbmetro. Para o
calculo da atividade da enzima, considerou-se uma unidade de SOD a quantidade de
enzima requerida para inibir 50% da fotorreducdo do NBT.

A atividade da enzima Ascorbato peroxidase (APX) foi avaliada conforme a
metodologia de Nakano; Asada (1981), com modificagdes. Foi preparado um tampéao
de reacdo contendo tampao fosfato 50 mM (pH 7) e EDTA 0,1 mM. Esse tampé&o foi
dividido e em uma das partes foi adicionado acido ascérbico 0,5 mM. As reacdes foram
montadas diretamente em cubeta de quartzo, onde para o branco foi adicionado o
extrato enzimatico, completando o volume para 3 mL com tampé&o fostato 50 mM sem
acido ascorbico. Para a reacdo enzimatica, foi adicionado o extrato enzimatico,
completando o volume para 3 mL com tampéao fosfato 50 mM com acido ascérbico e,
por ultimo, foi adicionado H202 30 mM. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro no
modo cinética a 290 nm por 2 minutos. A atividade da enzima foi determinada
utilizando o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM cm referente ao ascorbato do
meio.

Ja a atividade das enzimas Peroxidases (POD) foi avaliada conforme a
metodologia de Peixoto et al. (1999), com modificagcdes. Foi preparado um tampéo de
reacdo contendo tampéo fosfato 25 mM, pirogalol 20 mM, H202 20 mM e o pH
acertado para 6,8. Para a reacdo enzimatica, foi utilizado o extrato enzimatico,
completando o volume para 2 mL com tampéao de reagcdo. Em todos os casos, 200 pL
de H2SO4foram adicionados cuidadosamente apos 1 minuto para parar a reagao. As
leituras foram realizadas ap0s as reacdes esfriarem, em espectrofotdmetro a 420 nm.
A atividade da enzima foi calculada usando o coeficiente de extingdo molar de 2,47

mM cm-? referente ao pirogalol do meio.
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Os extratos obtidos para andlise da atividade das enzimas antioxidantes
também foram utilizados para determinar o conteudo de proteinas totais com o
reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 da Bio-Rad, seguindo as especificacdes do
fabricante (Bradford, 1976).

Para a extragcdo dos pigmentos fotossintéticos, as folhas foram colocadas em
uma solucédo de acetona 80% diluida em tampé&o fosfato de sodio 2,5 mM (pH 7,8) e
mantidas durante 15 dias em geladeira (5°C), protegidos da luz. Os teores de
carotendides e de clorofilas a e b foram determinados através da analise das
absorbéancias em 470, 646,8 e 663,2 nm e as concentragcdes dos pigmentos
calculadas por meio das equacdes propostas por Wellburn (1994).

Foram quantificados também os compostos fendlicos totais e flavonoides totais.
Para a extracdo, foram macerados 100 mg de folhas em N2 liquido, adicionados 2,5
mL de metanol 80% e as amostras transferidas para tubos falcon, permanecendo por
1 hora em agitador orbital a 180 rpm a temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 1738 xg, a 4°C por 15 minutos, e feitas aliquotas, que
foram mantidas a -20°C até o momento das analises.

Para a dosagem dos fendis totais foi construida uma curva analitica com padréao
de acido galico. Foi seguida a metodologia de Swain; Hillis (1959), com modificacdes
na concentracdo das amostras. Para as reac0es, as amostras foram diluidas e utilizou-
se 250 pL da diluicdo da amostra + 1,25 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido
(1:10), deixando reagir por 5 minutos, e entdo adicionado 1 mL de Na2COs 7,5%,
deixando reagir por 30 minutos no escuro. O espectrofotbmetro foi zerado com a
solucéo extratora e as leituras realizadas a 765 nm.

Para a dosagem dos flavonoides totais foi construida uma curva analitica com
padrdao de quercetina. Foi seguida a metodologia de Lee et al. (1995), com
modificagcdes na concentragcdo das amostras. Para as reag¢des, as amostras foram
diluidas e utilizou-se 250 pL da diluicdo da amostra + 1 mL de agua destilada + 75 pL
de NaNOz2, deixando reagir durante 6 minutos. Foram adicionados entdo 150 uL de
AICIs + 500 pL de NaOH, deixando reagir por 15 minutos no escuro. O
espectrofotometro foi zerado com a solugdo extratora e as leituras realizadas a 425
nm.

Em todas as analises espectrofotométricas, a leitura das absorbéancias foi
realizada utilizando-se um espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis (Thermo Fisher

Scientific Inc., Massachusetts - USA).
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Para a andlise do conteudo de S-nitrosotiois (RSNO) e nitrito (NO2), visando
avaliar a disponibilidade de NO das folhas, foram coletados 100 mg de folhas. Estas
foram maceradas em 1 mL de agua deionizada e colocadas em banho ultrassom por
20 minutos. Os protocolos de deteccdo de RSNO e NO2 foram realizados utilizando
técnica amperométrica (Santos et al., 2016), utilizando o amperémetro WPI
TBR4100/1025 (World Precision Instruments Inc., Sarasota, Flérida, EUA) acoplado a
um sensor especifico de NO (ISO-NOP 2 mm). Aliquotas de 0,2 mL da suspenséao de
folhnas foram adicionadas no compartimento de amostragem contendo 10 mL da
solucéo de cloreto de cobre Il (CuCl2, 0,1 M), para o protocolo de detecgédo de RSNO.
Esse meio redutor permite a deteccdo de NO livre a partir do conteddo de RSNO
presentes na suspensao foliar. Ja para a deteccdo de NOz', utilizou-se uma solucéo
de iodeto de potassio (KI, 0,1 M) em acido sulfarico (H2S0O4, 0,1 M) para reduzir o NO2
em NO livre. As analises foram realizadas em duplicata e as curvas de calibragcéo
foram realizadas a partir da S-nitrosoglutationa (GSNO) recém preparada para o
protocolo de deteccdo de RSNO e nitrito de sodio (NaNO2) para o protocolo de

deteccdo de NOz>'.
ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliacdo das mudas, 12 repeticGes foram utilizadas para as andlises
morfolégicas, 10 para as fisiologicas e 5 para as bioquimicas (com excecédo da analise
do contetdo RSNO e NOz, em que foram utilizadas 6 repeti¢cdes). Os dados foram
verificados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, homocedasticidade pelo
teste de Bartlett e submetidos a analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de
probabilidade. Quando néo atingidas as premissas, os dados foram transformados
pela fungéo box-cox. Para a variavel Fv/Fmfoi realizada uma ANOVA de dois fatores
(periodo x condicdo de luminosidade), seguidas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade. Todas as analises foram feitas no programa R, versdao 3.5.1 (R
Development Core Team, 2018).

O indice de plasticidade fenotipica (IP), que variou de 0 a 1, foi calculado para
cada variavel usando as médias de cada um dos dois tratamentos, segundo

Valladares et al. (2000): IP = (média menor - média maior)/média maior.



50

RESULTADOS

Com relagdo as caracteristicas morfoldgicas utilizadas na avaliacdo de mudas,
para ambas as espécies verificou-se que a rustificacdo sob sol pleno estimulou o
espessamento das folhas e o incremento das massas secas de parte aérea, raiz e
total (Tabela 1). Além disso, foram observados efeitos positivos nas variaveis
indicativas de qualidade de mudas tanto para H. popayanensis quanto C. estrellensis,
havendo reducao da RAD, da AFE e da RPAR e aumento no IQD para as mudas
aclimatadas.

A espécie pioneira foi mais plastica em relacdo a espessura de folha (0,50),
RAD (0,36) e AFE (0,53), enquanto a espécie nao-pioneira apresentou maiores IP
para os parametros de massas secas de parte aérea (0,23); raiz (0,53) e total (0,33),
além da RPAR (0,36) e IQD (0,49).

A reducdo da area foliar e do comprimento da parte aérea induzida pela
aclimatacao foi observada somente em H. popayanensis, enquanto o0 aumento no
didmetro do caule sob sol pleno s6 ocorreu em mudas de C. estrellensis. Ambas as
espécies foram plasticas ao processo de rustificacdo. Contudo, em um contexto geral,
foi observada maior plasticidade para a espécie pioneira, que obteve um IP médio de
0,30, enquanto para a espécie tardia o IP médio foi de 0,23. Os maiores valores de IP
para H. popayanensis indicam que nesta espécie as mudancas morfolégicas

induzidas pelo sol pleno foram maiores.
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Tabela 1 - Média + erro padrdo (n=12) de atributos morfolégicos e respectivos indices de plasticidade
de mudas de Heliocarpus popayanensis (Hp) e Cariniana estrellensis (Ce) cultivadas no setor de
crescimento (Sombra) e no setor de rustificacdo (Sol pleno). RPAR= razdo parte aérealraiz; RAD=
razao altura/diametro; 1IQD= indice de qualidade de Dickson; AFE= area foliar especifica. Diferencas
significativas (ANOVA,; p<0,05) entre os tratamentos para cada espécie estdo indicadas com asterisco.

Varidvel Espécie - Tratamento indice de
P Sombra Sol pleno plasticidade
) . Hp 77,7 +7,97 45 +2,20* 0,42
2 ’ ’ ’ ’
Area foliar (cm?) Ce 147 7,55 145 +9 05 0,02
Comprimento parte aérea (cm) Hp 18,8£0,88 13,44 18,79% 0,29
P P Ce 12,7 + 0,30 14,1+ 0,69 0,10
Didmetro do caule (mm) Hp 3,77 +0,13 4,08 +0,09 0,08
Ce 347+0,11 4,14 +0,16* 0,16
Espessura da folha (mm] Hp 0,08 + 0,002 0,17 + 0,002* 0,50
P Ce 0,10+0,004 0,12 + 0,004* 0,18
Massa seca parte aérea (g) Hp 0,39+0,03 0,50 £0,02* 0,22
P & Ce 0,81 + 0,03 1,06 + 0,09* 0,23
Massa seca raiz (g) Hp 0,15 + 0,01 0,25+ 0,01* 0,37
g Ce 0,19 + 0,02 0,40 + 0,04* 0,53
Massa seca total (g) Hp 0,60 + 0,06 0,77 + 0,04* 0,23
g Ce 0,97 + 0,06 1,46 +0,11* 0,33
Hp 251 +0,08 208 +0,11* 0,17
-1 ’ ’ ’ ’ ’
RPAR (g g”) Ce 411+ 0,37 2,62 +0,20* 0,36
. Hp 5,04 0,28 323+0,16* 0,36
RAD (cm mm’) Ce 3,77 +0,15 329 +0,14* 0,13
o Hp 0,08 0,08 0,15+ 0,01* 0,45
Ce 0,12 + 0,01 0,24 +0,02* 0,49
Hp 449+ 112 212+ 3 5% 0,53
24-1 ’ 7 7
AFE (cm?g™) Ce 290 + 7,47 229 + 6,2* 0,21
. Hp 0,30
Média IP Co 0,23

Pelas analises de trocas gasosas, nota-se um aumento da gs (Figura 2A), da A
(Figura 2B) e da k (Figura 2C) para as mudas da espécie pioneira em sol pleno em
relacdo as mantidas na sombra, enquanto esses parametros nao se alteraram em
mudas de C. estrellensis. Em H. popayanensis, foi possivel observar uma queda na
Cinas plantas cultivadas sob sol pleno, enquanto para C. estrellensis a Cifoi maior
em mudas mantidas na mesma condicdo (Figura 2D). N&o foram observadas
diferencas na E para as mudas da espécie pioneira, diferentemente de C. estrellensis,
gue apresentou um aumento da E em mudas cultivadas sob sol pleno (Figura 2E). Por
fim, para a espécie pioneira, ndo houve diferengcas na EUA das plantas mantidas sob
sol pleno; entretanto, na espécie C. estrellensis foi observada uma queda deste

parametro neste mesmo tratamento (Figura 2F).
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Figura 2 - Médias de trocas gasosas de mudas de Heliocarpus popayanensis e Cariniana estrellensis
mantidas na sombra (barras cinzas) em contraste com as transferidas para o sol pleno (barras brancas).
(A) Condutancia estomética (gs); (B) Fotossintese liquida (A); (C) Eficiéncia instantanea de
carboxilacao (k); (D) Concentracgao intercelular de CO2 (Ci); (E) Taxa transpiratéria (E); (F) Eficiéncia no
uso da agua (EUA). Diferencas significativas (ANOVA,; p<0,05) entre os tratamentos estéo indicadas
com asterisco. Tracos em cima das barras correspondem ao erro padréo (n=10).

Pela analise de fluorescéncia da clorofila a (Figura 3) ambas as espécies
mantiveram o F./Fm alto (proximo de 0,8) durante o amanhecer, para as duas

condic¢des de luminosidade (sombra e sol pleno). Ao meio-dia, ambas as espécies
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apresentaram um decréscimo do Fv/Fm (proximo de 0,6) para as mudas cultivadas sob

Sol pleno.
(A) (B)
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Figura 3 - Eficiéncia méxima do fotossistema Il (Fv/Fm) de mudas de (A) Heliocarpus popayanensis e
(B) Cariniana estrellensis mantidas na sombra (barras cinzas) em contraste com as transferidas para o
sol pleno (barras brancas), ao amanhecer e ao meio-dia. A interacdo entre os fatores (periodo x
condicao de luminosidade) foi significativa, apresentando F= 47,88; p= 0,00 para H. popayanensis e F=
22,74; p= 0,00 para C. estrellensis. Tratamentos com letras iguais nédo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p < 0,05). Tracos sobre as barras correspondem ao erro padréo (n=10).

Os niveis de H202 foram maiores nas folhas de plantas sob sol pleno das duas
espécies, ao passo que os niveis de clorofilas totais foram maiores nas plantas
mantidas sob sombreamento. Para as mudas de H. popayanensis, o cultivo sob sol
pleno levou ao aumento dos niveis foliares de compostos fendlicos totais, dos
flavonoides totais e de proteinas e da atividade da enzima SOD nas folhas. Para a
espécie C. estrellensis, foram observados maiores niveis de carotenoides nas folhas
de plantas de sombra. A peroxidacdo lipidica e as atividades das enzimas APX e POD
nao apresentaram diferencas entre as plantas sob diferentes intensidades luminosas
para nenhuma das espécies estudadas (Tabela 2).

E notavel que H. popayanensis foi bioquimicamente mais plastica que C.
estrellensis. A espécie pioneira apresentou maiores IP para quase todos o0s

parametros bioquimicos em relacdo a espécie nao-pioneira.
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Tabela 2 - Média + erro padrao (n=5) de variaveis bioquimicas de mudas de Heliocarpus popayanensis
(Hp) e Cariniana estrellensis (Ce) cultivadas no setor de crescimento (sombra) e no setor de rustificacdo
(sol pleno). Diferencas significativas (ANOVA; p<0,05) entre os tratamentos estdo indicadas com
asterisco. APX= Atividade Ascorbato peroxidase; POD= Atividade Peroxidases; SOD= Atividade
Superoéxido dismutase; TBARS= Peroxidacao lipidica; H202= Perdxido de Hidrogénio.

Varidvel Espécic Tratamento I'ndi.a.e de
Sombra Sol pleno plasticidade

Fendis totais (mg gt MF) IZZ Eé:llj 2;; 15231049:; 812
Flavonoides totais (mg g™* MF) /;/g §05§ i g:zg 243é,55ii12',457o* 8:(7)2
wexmolminig) @ SEL0E eioso o
oD ol mi WA %% aoisas 02
S0D (U g ) o rsises  smasoss  o00s
TBARS (nmol MDAg™ MF) ’;5 §2§ i ijég :; i ;;g; 823213
R— G seriom  srsose 0
Clorofilas totais (mg g™ MF) /;5 i:g; i 8:3? %’,297-If g,’c?z: 8:?23
Carotenoides (mg g™ MF) ’;Z 8:;; z 8182 0?,423550%017* 8:45
Proteinas (mg g™ MF) /;5 igé \ 853 92'?207206,1444* gﬁg
Média IP IZZ g::;

As mudas de H. popayanensis cultivadas sob sol pleno mostraram niveis
foliares de NO2 e de RSNO aumentados em relagéo as plantas mantidas na sombra
(Figura 4A e 4B). As mudas de C. estrellensis apresentaram maiores quantidades de
NO:2 nas plantas cultivadas na sombra e nenhuma diferenga nos niveis de RSNO

entre os tratamentos (Figura 4B).



55

(A) (B)
80 T 1,5 +
*
* I
60 + E = i
— o
o - % 21,0 =+
1S 1 =
L40 + 5
2 3
b= £ S
z 505 + T -
< 1 T T
20 + “ +
0 } | 0,0 f |
Heliocarpus popayanensis Cariniana estrellensis Heliocarpus popayanensis Cariniana estrellensis

Figura 4 — (A) Niveis de nitrito; (B) e de S-nitrosotiois (umol g1) em Heliocarpus popayanensis e
Cariniana estrellensis, respectivamente, mantidas na sombra (barras cinzas) em contraste com as
transferidas para o sol pleno (barras brancas). Diferencas significativas (ANOVA, p < 0,05) entre os
tratamentos estéo indicadas com asterisco. n=6. Tragos sobre as barras correspondem ao erro padréo.

DISCUSSAO

A partir das respostas apresentadas pelas mudas de H. popayanensis
(pioneira) e C. estrellensis (ndo pioneira) ao sol pleno, foi possivel verificar o
desenvolvimento de caracteristicas que tornam as plantas mais rusticas. Além disso,
foi possivel observar uma maior plasticidade da espécie pioneira ao aumento na
intensidade luminosa.

Depois que as mudas de ambas as espécies foram transferidas do setor de
crescimento para o setor de rustificagcdo (sol pleno), estas apresentaram maiores
valores de algumas medidas de crescimento, principalmente em relacdo as massas
secas, quando comparadas as mudas mantidas no setor de crescimento (sombra).
Estes resultados sdo amplamente evidenciados em literatura com espécies arboreas
(Kamaluddin; Grace, 1993; Scalon et al., 2003; Martinazzo et al., 2007; Gama, 2013).
A radiacao pode afetar a producao e particdo de biomassa para os orgaos da planta,
bem como alterar a morfologia e composicao destes (Maule et al., 1995).

Foram observados efeitos positivos em variaveis indicativas de qualidade de
mudas. Tanto para H. popayanensis quanto C. estrellensis, houve a reducéo da AFE,
RAD e RPAR, e o aumento no IQD para as mudas rustificadas. Estes resultados
corroboram os obtidos por Pacheco et al. (2013), estudando mudas de Ceiba
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speciosa Ravenna. Uma alta RAD indica mudas estioladas que provavelmente teriam
problemas em sustentar sua parte aérea ap0s o plantio em campo (Pacheco et al.,
2013). Para reflorestamentos, mudas com menor RAD séo favoraveis, visto que, com
maior diametro podem suportar mais danos fisicos (Cleary et al., 1978). Além disso,
estas devem dispor de mais nutrientes e carboidratos armazenados (Johnson et al.,
2009), os quais estéo disponiveis para suprir a demanda das plantas (Salifu; Timmer,
2001) até que o contato entre raiz e solo seja restabelecido, permitindo a exploracéo
dos recursos (Jacobs et al., 2005).

Para a utilizacdo das mudas em programas de reflorestamento, menores
valores da RPAR também podem indicar que as plantas rustificadas sdo mais
adequadas para o plantio do que as cultivadas na sombra (Calzavara et al., 2015).
Plantas que apresentam menor RPAR devem ter proporcionalmente melhor acesso a
agua e nutrientes, o que, associado a reducdo da transpiracdo total das mudas
(considerando a menor area foliar total), permitiria uma aclimatacéo efetiva apés o
transplante ao campo (Moraes et al., 2010). De acordo com Poorter; Nagel (2000),
uma elevada RPAR pode indicar restricdo espacial do crescimento radicial e a perda
do equilibrio entre o desenvolvimento radicial e a parte aérea. Neste caso, as raizes
nao forneceriam agua suficiente a parte aérea (Poorter; Nagel, 2000), visto que a taxa
de transpiracdo € alta em plantas com grande biomassa aérea (Harvey; van den
Driessche, 1997).

As maiores diferencas nas medidas de crescimento entre os dois tratamentos
foram encontradas em H. popayanensis. Contudo, ao contrario do conceito pré-
estabelecido de que espécies tolerantes a sombra ndo toleram alta irradiancia
(Swaine; Whitmore, 1988), as mudas de C. estrellensis, que € uma espécie de dossel,
sobreviveram e cresceram melhor sob sol pleno. No trabalho realizado por Souza;
Valio (2003) utiizando 15 espécies de arvores tropicais brasileiras foi constatado que
0 crescimento, em geral, foi menor em condicbes de sombreamento, com plantas
apresentando menores valores de altura e massa seca total em relacdo as plantas
cultivadas sob sol pleno. No presente estudo também foram constatados menores
valores de massa seca nas plantas de ambas as espécies cultivadas sob
sombreamento.

Foram observados menores valores para a altura das mudas de H.
popayanensis cultivadas no setor de rustificacdo, como demonstrado também em

outras espécies pioneiras (Gratzer et al., 2004; Calzavara et al., 2015; Mazzanatti et
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al., 2016). Diferentemente da espécie pioneira, para a espécie tardia nao foi
observada uma influéncia do aumento de luminosidade no crescimento em altura,
porém, houve espessamento do colo, o que resultou na reducédo da RAD, mesmo que
esta tenha sido menor que a da pioneira. Os dados referentes a altura das mudas
podem ser um indicio de que a espécie pioneira sofre estiolamento na sombra,
enquanto a espécie tardia sofre pouco ou nenhum. Isto estd relacionado ao
mecanismo de evitacdo a sombra mediado pelo fitocromo, que permite que as plantas
intolerantes a sombra se aclimatem as mudancas na razao entre a luz vermelha e
vermelho-extrema (Casal, 2012).

A rustificacdo das mudas das espécies estudadas também foi dependente da
formacdo de novas folhas. Para a espécie pioneira, as folhas fomadas sob alta
intensidade luminosa expandiram-se menos e desenvolveram-se mais espessas.
VariagOes na espessura dos tecidos foliares em fungéo da intensidade luminosa séo
relatadas na literatura (Sabbi et al., 2010; Silva et al., 2010; Gama, 2013; Calzavara
et al., 2015; Mazzanatti et al., 2016) e sdo associadas a mudancas estruturais que
aumentam a eficiéncia no uso da agua, uma vez que aumentam as taxas
fotossintéticas por unidade de area foliar (Strauss-Debenedetti; Berlyn, 1994;
Rossatto; Kolb, 2010). No geral, como observado no presente estudo, a area foliar
reduzida de folhas de sol é acompanhada por um maior espessamento do limbo, o
gue resulta na diminuicdo da AFE em comparacdo com folhas de sombra (Favaretto
et al., 2011). A AFE é fortemente relacionada a taxa fotossintética e ao balanco de
carbono da planta (Rozendaal et al., 2006). Esta relacdo pode ser observada neste
estudo, no qual para a espécie pioneira, que foi a Unica a aumentar a A, a diminui¢ao
da AFE e o aumento da espessura foram mais acentuados. Em folhas de sombra, o
aumento desse parametro tem sido interpretado como um mecanismo que favorece a
captura de luz (Aranda et al., 2005; Favaretto et al., 2011). Contudo, a maior area por
volume foliar, derivada da maior AFE, torna a folha menos eficiente no controle da
perda de agua sob condic¢des hidricas limitantes (Aranda et al., 2005).

O aumento da intensidade luminosa estimulou a assimilacéo de carbono de H.
popayanensis, conforme verificado pela analise de trocas gasosas. Yamashita et al.
(2002), Oguchi et al. (2005), Calzavara et al. (2015) e Mazzanatti et al. (2016) também
relataram aumento da taxa fotossintética em folhas submetidas ao aumento da
intensidade luminosa. Esta caracteristica propicia o rapido crescimento das plantas

guando submetidas a intensidade luminosa elevada (Kursar; Coley, 1999). O aumento
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da A é sustentado pela gs destas mudas, que favoreceu maiores entradas de CO2 nas
camaras subestomaticas das folhas das mudas cultivadas sob sol pleno. Apesar
disso, foi observado um decréscimo da Ci, que pode ser explicado pela elevada A
dessas mudas, visto que em ambientes muito iluminados a demanda pelo CO2 € muito
alta, diminuindo os seus niveis no mesofilo. A maior k pode estar relacionada ao
aumento dos niveis de proteinas observados nas mudas de H. popayanensis
cutivadas sob sol pleno, visto que ocorre uma maior alocacdo de N em proteinas
fotossintéticas como a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco). O
suprimento de N determina a sintese de aminoacidos e proteinas e, em ultima anélise,
de todos os componentes celulares (Lawlor, 2002). Uma taxa rapida de assimilacédo
de CO:2 requer altas quantidades de muitos componentes dos cloroplastos,
particularmente os complexos de clorofila-proteina, transportadores de elétrons e
componentes redutores de NADP* dos tilacoides, além da enzima de assimilacéo de
CO2 (Rubisco) (Lawlor, 2002). Em relacdo a EUA, a espécie pioneira nao apresentou
diferencas entre os tratamentos. Provavelmente, iSso ocorre porque nesta espécie o
aumento da taxa fotossintética contribui para reduzir os efeitos do excesso de luz
durante a exposicao a alta irradiacdo, devido a manutencao de uma alta eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il, que reduzem os riscos de fotoinibicdo de suas folhas
(Kitajima, 1994; Poorter, 1999; Krause et al., 2001; Cano et al., 2011; Calzavara et al.,
2015).

Apesar de as mudas de C. estrellensis apresentarem menor AFE sob elevada
irradiancia, nao foi verificado aumento da gsou da A, o que pode implicar que suas
folhas n&o foram capazes de utilizar a luz extra sob condigdes mais iluminadas (Matos
et al., 2009). De acordo com Sims; Pearcy (1992) e Yamashita et al. (2002), algumas
espécies nao apresentam aumento da taxa fotossintética maxima nas folhas maduras
apos a elevacéo da intensidade luminosa. Isto pode ocorrer, visto que conjuntamente
a elevacdo de intensidade luminosa, h4 um aumento da temperatura foliar e do
gradiente de pressao de vapor entre as folhas e a atmosfera circundante (Cano et al.,
2011). Nestas condi¢fes, existe um balango entre o aumento da fotossintese, que €
favorecida pelo aumento da irradiacdo, e a perda de agua pelas folhas, que pode levar
a dessecacao (Sessa; Givnish, 2014). De fato isto pode ser observado neste estudo,
visto que a espécie tardia apresentou uma queda na EUA sob sol pleno, que pode ser
explicada pelas maiores taxas transpiratérias que as mudas apresentaram quando

submetidas ao processo de rustificacdo, além das limitadas mudancas estruturais das
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folhas destas mudas (as mudancas na espessura foliar e AFE foram discretas).

Isto ndo ocorreu nas mudas de H. popayanensis, que apresentaram mudancas
estruturais mais acentuadas que devem ter contribuido para a manutencéo das taxas
transpiratorias quando transferidas para o setor de rustificacéo. Isto confirma a menor
capacidade de espécies ndo pioneiras em tolerar o aumento da irradiancia apés o
transplantio em campos abertos (Siegert; Levia, 2011).

Kitao et al. (2006) demonstraram que mudas de algumas espécies tropicais
transplantadas em areas degradadas apresentaram fotoinibicdo crbnica tanto em
folhnas maduras quanto em folhas novas, que se desenvolveram completamente sob
alta luminosidade. Em contraste, ambas as espécies utilizadas no presente estudo
foram capazes de resistir a alta intensidade de luz e ndo foi observada fotoinibi¢édo
cronica, como evidenciado pela manutencdo de um alto FW/Fm a0 amanhecer. A
diminuicdo reversivel do Fv/Fm que ocorreu em ambas as espécies provavelmente
reflete a regulacéo dindAmica do excesso de energia absorvida relacionada a atividade
do ciclo das xantofilas (fotoinibicdo dinamica), como também observado em folhas
jovens de Vitis vinifera (Bertamini; Nedunchezhian, 2003) e de Guazuma ulmifolia
(Calzavara et al., 2017). A alta capacidade de regulacdo dinamica contribui para a
protecdo do sistema de transporte de elétrons e dos pigmentos fotossintéticos frente
ao fotodano (Bertamini; Nedunchezhian, 2003).

Os teores de pigmentos apresentaram diferencas entre as duas espécies. As
mudas sob sombreamento apresentaram maior conteddo dos pigmentos
fotossintéticos, como clorofila total, para ambas as espécies, e carotenoides para C.
estrellensis. Segundo Laisk et al. (2005), plantas desenvolvidas sob sol pleno
investem menos em complexos coletores de luz, ja que em alta irradiancia as folhas
absorvem mais energia que a capacidade de processamento do aparato
fotossintético, o que pode levar a fotoinibicdo. Dessa forma, a diminuicdo da antena
coletora de luz, ou seja, a reducéo dos teores de clorofila pode ser um mecanismo
eficiente para reduzir o aporte de energia para os fotossistemas (Magalhées et al.,
2009).

Dos parametros indicativos de estresse oxidativo analisados, foi observado o
aumento dos niveis de H202 nas mudas mantidas sob sol pleno de ambas as espécies,
sendo um indicio da maior formacgéo de ERO. Contudo, ndo foram detectados danos
por peroxidacgdao lipidica, indicando que estas mudas foram eficientes em se proteger
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das ERO, o que esta de acordo com o fato de nenhuma das espécies estudadas ter
apresentado fotoinibigao cronica.

Em H. popayanensis, a protecdo contra ERO parece estar relacionada com
compostos fendlicos, flavonoides e SOD. A alta irradiancia e a radiacdo UV séo
importantes fatores que afetam a producgéo de flavonoides (Del Valle et al., 2018).
Devido seu espectro de absorcao de luz e propriedades antioxidantes, os flavonoides
previnem danos aos aparatos fotossintéticos e ao DNA provocados pelo excesso de
radiacao solar (Treutter, 2006; Pollastri; Tattini, 2011; Landi et al., 2015). Para C.
estrellensis ndo foram identificados os mecanismos pelos quais a espécie se protege
dos danos oxidativos provocados pelo aumento da intensidade luminosa. Estes
podem estar relacionados a antioxidantes ndo-enzimaticos, como ascorbato e
glutationa (GSH); contudo, sdo necessarios estudos para investigar esses
mecanismos.

O aumento da atividade da SOD nas mudas rustificadas de H. popayanensis
pode explicar o acréscimo nos niveis de H202 nestas mudas, visto que a SOD catalisa
a dismutacdo de O2" gerado pelo estresse em uma das duas espécies menos nocivas:
oxigénio molecular (O2) ou H202 (Cassia et al., 2018). Além disso, uma das principais
enzimas que degradam esta ERO é a APX, transformando o H202 em H20 e O:2
(Cassia et al., 2018), porém, a atividade desta néo foi significativamente diferente
entre os tratamentos, podendo ser um dos motivos pelo qual houve o acumulo de
H202 nestas mudas. Também né&o foram observadas alteracdes dependentes da luz
na atividade de APX em Fagus sylvatica Linnaeus cultivadas no campo (Peltzer; Polle,
2001).

O H202 atua também como uma molécula sinalizadora, desencadeando
tolerancia a varios estresses bioticos e abidticos (Quan et al., 2008). Nas mudas
rustificadas de H. popayanensis as maiores concentracbes de H202, fendis,
flavonoides e a maior atividade da SOD podem estar relacionadas ao aumento dos
niveis de NO nestas plantas. Isto porgque os niveis de NO podem ser aumentados pelo
H20:2 através da inducdo de atividades semelhantes a NR (nitrato redutase) / NOS
(NO sintase) (Cassia et al., 2018). Neste estudo foram observados maiores niveis de
NO2 e de S-nitrosotiois (RSNO) nas plantas rustificadas de H. popayanensis. Estudos
com diferentes espécies vegetais demonstram que o NO induz a transcricdo e a
atividade de enzimas antioxidantes, como SOD, CAT e APX, em resposta ao estresse
oxidativo (Shi et al., 2005; Zhang et al., 2009; Santa-Cruz et al., 2014; Cassia et al.,
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2018). O NO pode atuar eliminando diretamente as ERO ou regulando enzimas
antioxidantes que controlam os niveis toxicos de ERO e ERN (espécies reativas de
nitrogénio) (Song et al., 2006; Romero-Puertas et al., 2007; Bai et al. 2011). O NO
pode modular o equilibrio redox celular nas plantas através da regulacdo da expresséo
génica, modificacdo pds-transducional ou ainda pela sua ligagdo ao grupo prostético
heme de algumas enzimas antioxidantes (Cassia et al., 2018). Por atuar na sintese
de enzimas como a fenilalanina amonia liase (PAL), o NO pode ativar a sintese de
compostos secundarios como as fitoalexinas, que incluem os flavondides derivados
da via dos fenilpropanoides, sendo importantes metabdlitos de defesa (Durner et al.
1998; Kretzschmar, 2007).

Para as mudas de C. estrellensis, n&o foi observado um aumento dos niveis de
NO, o qual parece ser importante somente na resposta da espécie pioneira ao excesso
de luz. S80 necessarios mais estudos acerca do tema, visto que séo raros os trabalhos
com NO na resposta a luz e mais raros ainda os trabalhos que envolvem os

mecanismos do NO na resposta de plantas arbéreas nativas.

CONCLUSAO

O processo de rustificacdo mostra-se importante no desenvolvimento de mudas
de arbdreas nativas que visam a melhora dos programas de reflorestamento, visto que
as plantas adquiriram algumas caracteristicas de tolerdncia que provavelmente
favoreceriam seu estabelecimento apdés o plantio no campo. As caracteristicas
desenvolvidas por estas plantas quando submetidas ao processo de rustificacdo
aumentam sua sobrevivéncia e, consequentemente, diminuem os elevados custos de
replantios. Quando as mudas foram submetidas a alta irradiancia, foram observadas
diferentes respostas entre as espécies estudadas, mesmo que as mudas das duas
espécies tenham sido capazes de se aclimatar as novas condigdes de luminosidade.
Como esperado, as mudas da espécie pioneira demonstraram maior plasticidade e
capacidade de resposta a nova condicdo de luminosidade, principalmente nos
parametros bioquimicos. Contudo, os parametros morfolégicos indicam que ambas as

espécies se aclimataram ao sol pleno e formaram mudas de melhor qualidade.
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RESUMO

A falta de aclimatacdo das mudas utilizadas em reflorestamentos provoca uma grande
mortalidade destas, aumentando o custo do plantio e evidenciando a necessidade da
producdo de mudas de melhor qualidade. Em viveiros florestais, as mudas passam
pela fase de rustificacdo, que € importante para que respondam melhor as condi¢des
adversas que sdo encontradas em campo. Pesquisas demonstram a eficiéncia do
oxido nitrico (NO) na resposta contra diversos estresses abidticos. Porém, o
tratamento direto das plantas com NO é dificultado pela sua natureza gasosa e curta
meia vida. As nanoparticulas (NP) carreadoras de doadores de NO surgem como uma
alternativa para proteger essas moléculas da decomposicdo, permitindo uma
liberacdo controlada e ampliando seu periodo de acdo. Diante disso, este trabalho
teve como obijetivo verificar o efeito da utilizacdo de doador de NO, na forma livre e
encapsulado em NP poliméricas de quitosana, na aclimatagdo de mudas de duas
espécies utilizadas em reflorestamentos de Floresta Estacional Semidecidual:
Heliocarpus popayanensis Kunth e Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze mantidas
sob o sol pleno no viveiro. As mudas foram cultivadas durante 6 semanas no setor de
rustificacdo do viveiro, onde foram realizados os tratamentos: nanoparticulas de
quitosana contendo o S-nitroso-MSA (NP S-nitroso-MSA), S-nitroso-MSA livre (S-
nitroso-MSA) e nanoparticulas de quitosana com o MSA nao nitrosado (NP MSA),
além do Controle (sem tratamento). Utilizando-se de indices que relacionam
parametros morfoldgicos, foi estimada a qualidade das mudas. Foram investigados
também parametros fisioldgicos e bioquimicos associados a resposta destas plantas
a intensidade luminosa elevada. As mudas de H. popayanensis apresentaram
aumento de area foliar, comprimento da parte aérea, diametro do caule e massa seca
de raiz, caule e folhas. Observou-se a diminuicdo dos fenois. J& para C. estrellensis
nao foram observados efeitos do tratamento com S-nitroso-MSA livre ou encapsulado,
indicando que a resposta da espécie ndo deve ser mediada pelo NO. Apesar do efeito
positivo no crescimento da espécie pioneira, 0s mecanismos envolvidos ndo sao
claros, fazendo com que sejam necessarios mais estudos acerca dos mecanismos de
acao do NO em plantas neotropicais sob estresse luminoso.

Palavras-chave: Fotossintese; Nanotecnologia; Reflorestamento; S-nitrosotiol;
Viveiro
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1. INTRODUCAO

Apesar de a luz ser o principal fator ambiental que regula o desenvolvimento
do aparelho fotossintético, a exposi¢cao imediata ao sol pleno também pode limitar o
crescimento e a sobrevivéncia das plantas [1, 2]. Isto ocorre porque o0 excesso de luz
incidente pode provocar danos oxidativos nas folhas, associados a formacao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO), incluindo anion superéxido (O2") e
peroxido de hidrogénio (H202) [3, 4, 5, 6]. A acumulacdo de ERO provoca a
peroxidacao lipidica, o que pode levar a morte celular da planta [7]. Além disso, o
excesso de luz pode ter efeitos como a fotoinibigdo, que é caracterizada pela reducéo
da eficiéncia do fotossistema Il, podendo provocar uma queda na assimilacédo de CO2
e no crescimento [8]. A aclimatacdo promovida durante a rustificacdo das mudas em
viveiro visa possibilitar que as mudas respondam melhor as condi¢cdes adversas
encontradas em campo, incluindo a elevada intensidade luminosa, resultando em uma
maior qualidade das mudas e uma diminuicdo no numero de replantios [9, 10, 11]

Como o ambiente natural exibe um conjunto complexo de condi¢cdes abioticas
gue causam estresse nas plantas e sua capacidade de responder a esses estresses
é altamente flexivel e equilibrada através da interacdo entre moléculas de sinalizacao,
0s hormonios vegetais possuem um papel fundamental no processo de aclimatacao
[12, 13]. Entre as moléculas que interagem com hormdnios, o éxido nitrico (NO) vem
atraindo grande interesse da comunidade cientifica [14, 15, 16] por ser importante na
resposta dos vegetais contra diversos estresses [17]. Estudos demonstraram que 0
tratamento de plantas com NO resulta em uma maior tolerancia a varios tipos de
estresses abidticos, incluindo seca, salinidade, metais pesados e temperaturas
extremas [17, 18, 19]. Além disso, o NO esta envolvido na via de sinalizacdo que
regula as isoformas especificas de enzimas antioxidantes que protegem contra o
estresse oxidativo induzido pelo estresse luminoso [20].

Contudo, o tratamento direto das plantas com NO é um método laborioso, ja
gue este apresenta natureza gasosa e curta meia vida in vivo (<6 s), fazendo com que
seja necessario o suprimento constante deste aos tecidos [21]. Certos doadores de
NO de baixo peso molecular, como o nitroprussiato de sodio (SNP) e 0s S-nitrosotidis
(RSNO), vém sendo largamente utilizados para a anélise das fungfes biolégicas do
NO em plantas, visto que sdo capazes de prolongar e preservar as atividades

biolégicas do NO in vivo, sendo considerados bons reservatorios, transportadores e
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liberadores deste radical livre [22, 23]. Dentre estes doadores de NO encontra-se 0
acido S-nitroso-mercaptosuccinico (S-nitroso-MSA), que faz parte da classe dos
RSNO e apresenta melhor custo-beneficio quando comparados com outros doadores
mais utilizados, como a GSNO, por exemplo [23].

Entretanto, os doadores de NO tém carater instavel e sdo suscetiveis a fatores
ambientais como elevadas temperaturas e exposicao a luz, o que causa uma liberacéo
rapida e em maior quantidade do que a desejavel, podendo inclusive ser toxico para
a planta, reduzindo assim os efeitos sinalizadores do NO [21]. Diante disso, a
encapsulacdo de doadores de NO em nanomateriais surge como uma estratégia para
proteger essas moléculas da decomposicdo, permitindo uma liberacéo controlada de
NO, ampliando seu periodo de acéo e viabilizando sua aplicacdo em condi¢cdes néo
controladas em campo. Nesse caso, as nanoparticulas (NPs) sdo estudadas como
uma alternativa para minimizar essas limitacbes [21, 24]. Essa tecnologia é
relativamente nova e representa uma estratégia promissora, podendo ter impactos
positivos importantes sobre a fisiologia da planta, particularmente na germinacéo das
sementes, protecao contra patdbgenos e no crescimento vegetal [25].

Varios nanomateriais podem ser associados ao NO para entregar diretamente
esse radical livre aos sitios-alvo em plantas [25]. Um exemplo é a quitosana, que é
um polimero biodegradavel que ndo apresenta influéncia negativa sobre o
metabolismo das plantas. Além disso, a quitosana possui propriedades
mucoadesivas, o que facilita o transporte desses compostos ativos através das
membranas celulares [25].

Apenas em 2016 NPs liberadoras de NO foram utilizadas pela primeira vez para
proteger as plantas de um fator de estresse abiético. Oliveira et al. [26] analisaram o
efeito de NPs de quitosana carreando o acido S-nitroso-mercaptosuccinico (S-nitroso-
MSA) sobre plantas de milho submetidas ao estresse salino. Os autores observaram
gue as NPs mostraram-se mais eficientes do que o doador livre em promover uma
liberacdo mais lenta e controlada do NO, resultando em protec&o contra os efeitos da
alta salinidade. A bioatividade melhorada do NO foi associada a liberacao sustentada
dessa molécula pelas NPs poliméricas [26]. Este trabalho pioneiro abriu um leque de
possibilidades para o uso dessas nanoformulagoes.

Portanto, as NPs carreadoras de doadores de NO surgem como uma estratégia
para a obtenc&o de plantas mais tolerantes a estresses, e consequentemente, para a

melhoria dos programas de reflorestamento e recuperagéo de ambientes degradados.
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Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo verificar o efeito da
utilizacdo de doador de NO, na forma livre e encapsulado em NPs poliméricas, nas
mudas de Heliocarpus popayanensis Kunth e Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze
mantidas sob o sol pleno no viveiro para aclimatacdo, considerando parametros
morfologicos, bioquimicos e fisiologicos. Mudas tratadas com NP S-nitroso-MSA
apresentam caracteristicas de rusticidade mais pronunciadas e que podem contribuir

para maior tolerancia aos estresses enfrentados apés o plantio no campo?

2. MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL DE ESTUDO

O experimento foi realizado em viveiro florestal pertencente ao Laboratorio de
Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas (LABRE), localizado no Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina, PR, Brasil
(23°19'28"S, 51°11'54"0, 602 m altitude).

2.2 ESPECIES E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas duas espécies arbdreas nativas da Floresta Estacional
Semidecidual e empregadas em programas de reflorestamento desenvolvidos pelo
Laboratério de Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas (LABRE) da
Universidade Estadual de Londrina. Foram escolhidas espécies de grupos ecoldgicos
distintos, sendo a espécie Heliocarpus popayanensis Kunth (Malvaceae), conhecida
popularmente como jangadeiro, pau-jangada, algodoeiro ou jangada-brava,
classificada como espécie helidfita e pioneira, sendo encontrada em sucessao inicial
[27]. J4 a espécie Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze (Lecythidaceae) é conhecida
popularmente como jequitiba-branco, caracterizando-se como secundaria tardia e
semidecidua, sendo tolerante a sombra, apesar de atingir o dossel [27].

Foi adotado o método usual de producéo de mudas do viveiro, que possui trés
etapas. Primeiramente, as sementes foram colocadas para germinacdo em areia e as
plantulas transplantadas para tubetes de 50 mL contendo substrato a base de
composto organico peneirado formado por substrato vegetal e areia (9:1), além de
granulos de Osmocote® (5 g.L* substrato), um fertilizante de liberacéo lenta (14% de

N, 14% de P20s e 14% de K20). As mudas foram entdo mantidas no setor de
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crescimento, sob sombreamento parcial com auxilio de telas de propileno (“sombrite”)
até atingirem cerca de 15-20 cm de altura. Finalmente, as mudas foram transferidas
para o setor de rustificacdo, a pleno sol, para aclimatagéo. Elas foram mantidas por 6
semanas neste setor (periodo usual de aclimatacao no viveiro). A irradiancia maxima
avaliada no viveiro em dias ensolarados foi de aproximadamente 710 e 1.800 pmol m"

2s1para plantas sob condi¢Ges de sombra e pleno sol, respectivamente [28].

2.3 CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas de quitosana (CS NPs) contendo o &cido
mercaptossuccinico (MSA), molécula precursora do doador de NO, apresentam
tamanho hidrodindmico médio, indice de polidispersao (PDI), e potencial zeta de 38,81
+ 18,10 nm, 0,300 + 0,010, e 17,7 £ 0,1 mV, respectivamente. O valor do PDI indica
dispersdo de nanoparticulas de baixa a moderada e distribuicdo de tamanho
homogéneo. O valor positivo do potencial zeta € atribuido a presenca de grupos amino
na cadeia de quitosana. A eficiéncia de encapsulacdo para MSA (1000 mM) em CS
NPs foi de 91,07 £ 0,01%. A alta eficiéncia de encapsulacdo de MSA em NPs de CS
indica o sucesso da preparacao de nanopatrticulas [27].

2.4 PREPARO DAS FORMULAGCOES E NANOPARTICULAS

As NPs de quitosana contendo o MSA foram preparadas por gelificacdo
ionotrépica, seguindo o procedimento descrito por Cardozo et al. [29].
Resumidamente, a quitosana foi misturada e agitada primeiramente junto com o MSA
e depois adicionado lentamente tripolifosfato de sodio (TPP). Obteve-se uma
suspensao de NPs contendo 10 mM de MSA como concentracgao final. Imediatamente
antes dos tratamentos, nitrito de sodio (10 mM) foi adicionado a suspenséo de NPs,
fazendo com que ocorresse a nitrosagado dos grupos tidis do MSA e a formagéo do S-
nitroso-MSA associado as NPs. A suspenséo foi agitada e mantida por 60 minutos em
baixa temperatura e protegida da luz. Para fins de comparacao, também foi realizada
a nitrosacdo de MSA livre em solugcdo aquosa, obtendo-se 0 S-nitroso-MSA néo-
nanoencapsulado. As formula¢des foram diluidas para a concentracdo de 2 mM antes
do tratamento das mudas. Também foram utilizadas NPs com o MSA n&o nitrosado,
para verificar se os efeitos observados nas mudas ndo seriam resultado da quitosana.

Isto se deve ao fato de a quitosana induzir diversas respostas biolégicas nas plantas,
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podendo inclusive melhorar as respostas da defesa aos estresses abioticos e bioticos
[30].

2.5 TRATAMENTO DAS PLANTAS COM AS NANOFORMULACOES

Os tratamentos realizados nas mudas estdo descritos na Tabela 1. O volume
de 2 mL das formula¢des foi aplicado diretamente no substrato. O tratamento das
plantas com as formulagdes foi efetuado durante 3 dias consecutivos no setor de
crescimento (imediatamente antes da transferéncia para o setor de aclimatagéo),
seguido por 7 dias consecutivos no inicio do estresse luminoso. Os tratamentos foram
repetidos durante 7 dias consecutivos na semana anterior a desmontagem do

experimento.

Tabela 1 - Tratamentos realizados nas mudas de Heliocarpus popayanensis e Cariniana estrellensis
mantidas sob o sol pleno no viveiro para aclimatacao.

Tratamento Descricao
Controle Sem nenhum tipo de tratamento
NP S-nitroso-MSA Nanoparticulas de quitosana contendo o doador S-nitroso-MSA
S-nitroso-MSA Doador S-nitroso-MSA livre (ndo nanoencapsulado)
NP MSA Nanoparticulas de quitosana com o MSA nao nitrosado

2.6 AVALIACOES MORFOLOGICAS

Ao final do experimento, foram analisadas variaveis morfolégicas de 12 mudas.
O diametro do caule foi medido na altura da borda do tubete e a espessura de folha
foi medida no limbo foliar da folha mais nova completamente expandida, evitando as
nervuras. Em ambos os casos, utilizou-se um paquimetro digital. O comprimento do
caule e raizes foi medido com o auxilio de régua milimetrada e a area foliar total (AF),
com um integrador de area foliar portatil modelo LI-3000CAP (LiCor Inc., Lincoln, NE,
EUA). Para a determinacdo das massas secas foliar (MSF), caulinar (MSC) e radicial
(MSR), os diferentes orgaos das mudas foram separados e acondicionados em sacos
de papel, sendo entédo secos em estufa a 60°C até atingirem peso constante. Apés a
coleta dos dados morfoldgicos, foram calculadas as massas secas de parte aérea
(MSPA=MSF+MSC) e total (MST=MSPA+MSR) e a é&rea foliar especifica
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(AFE=AF/MSF). Também foram calculados indices relacionados a qualidade de
mudas, como a razao parte aéreal/raiz (RPAR=MSPA/MSR), razdo altura/diametro
(RAD) e o indice de qualidade de Dickson (IQD=MST/(RAD+RPAR)), segundo
Dickson et al. [31].

2.7 AVALIACOES FISIOLOGICAS

As variaveis fisiolégicas de 10 mudas foram analisadas na semana precedente
a desmontagem do experimento, utilizando-se a folha mais nova completamente
expandida. As andlises de trocas gasosas foram realizadas no inicio da manha de
dias ensolarados (para determinacdo da assimilacdo fotossintética maxima),
utilizando um analisador portatil de gas infravermelho (Irga) modelo LICOR 6400 XT
(LiCor Inc., Lincoln, NE, EUA) conectado a uma camara de 6 cm? com fonte de luz de
LED ajustada para DFFF de 1.900 uymol m= s, suficiente para saturar a fotossintese

das mudas das duas espécies.

2.8 AVALIACOES BIOQUIMICAS

Para as andlises bioquimicas, durante a desmontagem do experimento foram
coletadas as folhas mais novas completamente expandidas de 5 mudas diferentes das
demais andlises. Os protocolos foram todos padronizados para cada espécie vegetal
estudada.

Parametros que indicam a ocorréncia de estresse oxidativo foram mensurados
no mesmo dia da coleta das folhas através da dosagem de H202, seguindo a
metodologia de Alexieva et al. [32], e peroxidacéo lipidica, seguindo a metodologia
descrita por Federici et al. [33].

Também foram determinadas as atividades de enzimas antioxidantes das
folhas. Para isso, 100 mg de folha foram coletadas e maceradas em N2 liquido e
adicionado o tampéo fosfato de potassio para extracdo (100 mM; pH 7,5) contendo
EDTA 1 mM e PVPP 2%. O extrato obtido foi centrifugado a 15644 xg a 4°C por 15
minutos e feitas aliquotas de 100 pL, que foram congeladas em freezer -80°C. A
atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD) foi avaliada conforme metodologia
de Giannopolitis; Ries [34], com modificacbes. Para a avaliacdo da atividade da

enzima Ascorbato peroxidase (APX), foi utilizada a metodologia descrita por Nakano;
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Asada [35], com modificacdes. Ja a atividade das enzimas Peroxidases (POD) foi
avaliada conforme metodologia de Peixoto et al. [36], com modificagbes. Os extratos
obtidos para analise da atividade das enzimas antioxidantes também foram utilizados
para determinar o conteudo de proteinas totais com o reagente Coomassie Brilliant
Blue G-250 da Bio-Rad, seguindo as especifica¢cées do fabricante.

Para a extracdo dos pigmentos fotossintéticos, as folhas foram colocadas em
uma solucdo de acetona 80% diluida em tampéo fosfato de sodio 2,5 mM (pH 7,8) e
mantidas durante 15 dias em geladeira (5 °C), protegidos da luz. Os teores de
carotendides e de clorofilas a e b foram determinados através da analise das
absorbancias em 470, 646,8 e 663,2 nm e as concentracdes dos pigmentos
calculadas por meio das equacdes propostas por Wellburn [37].

Foram quantificados também os compostos fendlicos totais e flavonoides totais,
seguindo as metodologias de Swain; Hillis [38] e Lee et al. [39], respectivamente, com
modificacdes.

Em todas as andlises espectrofotométricas, a leitura das absorbéancias foi
realizada utilizando-se um espectrofotémetro GENESYS 10S UV-Vis (Thermo Fisher
Scientific Inc., Massachusetts - USA).

Para a andlise do conteudo de S-nitrosotidis (RSNOSs) e nitrito (NOz2’), visando
avaliar a disponibilidade potencial de NO das folhas, utilizou-se a técnica

amperomeétrica [40].

2.9 CINETICA DE DEGRADACAO DO S-NITROSO-MSA

Foi realizada também a cinética de degradacdo do S-nitroso-MSA livre e
encapsulado em nanoparticulas de quitosana. As formulacfes foram preparadas em
concentracdo de 10 mM e diluidas para 2 mM, conforme descrito anteriormente. Em
seguida, estas foram expostas a luz solar direta durante 90 minutos, sendo
acompanhada a degradacdo do doador de NO a cada 15 minutos a 336 nm. A
intensidade luminosa foi acompanhada por um luximetro digital e o controle da
temperatura da solucao de S-nitroso-MSA foi feito com um peltier Agilent 89090A, que

controla a temperatura no porta-amostra.

2.10 ANALISE ESTATISTICA

Os delineamento experimental foi totalmente casualizado. Para a avaliacdo das
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mudas, 12 repeticdes foram utilizadas para as analises morfolégicas, 10 para as
fisiolégicas e 5 para as bioquimicas (com excec¢do da anélise do conteido RSNO e
NOz2", em que foram utilizadas 6 repeti¢ées). Os dados quantitativos foram verificados
guanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, homocedasticidade pelo teste de
Bartlett e submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e, quando significativas, as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Quando nao atingidas as premissas, os dados foram transformados pela funcdo box-

cox. Todas as analises foram feitas no programa R, versédo 3.5.1.

3. RESULTADOS

O tratamento com as NP S-nitroso-MSA induziu uma melhora no crescimento
e na qualidade das mudas de H. popayanensis quando comparadas com o Controle
(Tabela 2). A aplicacdo das NP S-nitroso-MSA promoveu o0 aumento de parametros
morfologicos, incluindo a area foliar, com um aumento de 31,4% em relacdo ao
Controle; o comprimento de parte aérea (23,5%); diametro do caule (8,6%); massa
seca do caule (25,8%); raiz (16%) e folhas (28,6%).

Diferentemente, os tratamentos com S-nitroso-MSA livre e NP MSA néo tiveram
efeitos positivos sobre o crescimento de H. popayanensis. Pelo contrario, alguns
parametros foram reduzidos em relacdo ao Controle, principalmente pelo tratamento
com NP MSA. Por exemplo, o diametro do caule e o IQD apresentaram quedas de
13,7 e 26,7%, respectivamente, em NP MSA relativas ao Controle. Para o acimulo de
biomassa nos diferentes 6rgdos das plantas, também houve reducédo tanto para o
tratamento NP MSA quanto para S-nitroso-MSA em relacdo ao Controle. Para NP
MSA, a reducédo da massa seca do raiz, caule e folha foi de 20%, 32,3% e 28,6%,
respectivamente, enquanto para S-nitroso-MSA a reducao foi de 4%, 12,9% e 19,1%
para 0s mesmos parametros.

Para a espécie C. estrellensis, nenhum tratamento promoveu efeitos (positivos
ou negativos) nos parametros morfolégicos avaliados em relagéo ao Controle (Tabela
2).
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Tabela 2 - Média + erro padrao (n=12) de variaveis morfolégicas de mudas de Heliocarpus
popayanensis (Hp) e Cariniana estrellensis (Ce) cultivadas no setor de rustificacdo do viveiro e
submetidas ao seguintes tratamentos: Controle = Sem tratamento; NP S-nitroso-MSA = nanoparticula
contendo o doador de NO; S-nitroso-MSA = doador de NO na forma livre; e NP MSA = nanoparticula
contendo MSA nao-nitrosado. AFE= area foliar especifica; IQD= indice de qualidade de Dickson. RAD=
razao altura/didametro; RPAR, razdo massa seca parte aéreal/raiz. Médias seguidas da mesma letra na
linha ndo diferem entre si pela ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05).

Tratamento
Variavel Espéci -ni -
arlave specie Controle NP Serig'fAroso S-nitroso-MSA NP MSA
Area foliar (cm?) Hp 43,54+1,78° 57,20+3,54° 3801+238° 3493+1,71°
Ce 145,12 +9,05% 130,50+8,34% 121,35+7,05* 129,41+8,69°
Comp. parte aérea  Hp 13,36 +0,56®  16,5+0,58° 12,4+0,53° 11,46 +0,34°
(cm) Ce 14,07+0,69° 13,42+0,36% 13,84+0,55% 14,59+0,62°
Didmetro do caule Hp 4,08 +0,09° 4,43+0,10° 4,01+0,09"° 3,52+0,06°¢
(mm) Ce 4,14 +0,11° 3,80+0,07° 3,80+0,09° 4,14 +0,17®
Espessura da folha Hp 0,18+0,002% 0,15+0,002° 0,15+0,004° 0,14+0,002"
(mm) Ce 0,12+0,003* 0,12+0,004® 0,11+0,002* 0,12 +0,003?
Hp 0,21+0,005° 0,27 +0,01° 0,17 +0,01°¢ 0,15 + 0,007
Massa seca folha (g) a a a a
Ce 0,63 + 0,05 0,53 + 0,03 0,53 +0,03 0,55 + 0,04
Hp 0,31+0,02° 0,39 +0,02° 0,27 +0,02 ™ 0,21+0,01°¢
Massa seca caule (g) ab b ab a
Ce 0,43 +0,03 0,33 +0,02 0,37 +0,02 0,45 + 0,04
_ Hp 0,25+0,01*  0,29+0,01° 0,24 +0,01 " 0,20+0,01°¢
Massa seca raiz (g) a a a a
Ce 0,40 + 0,04 0,28 + 0,03 0,36 + 0,04 0,41+ 0,06
Hp 1,11+0,022 1,20 +0,02 2 1,08 +0,03 2 1,02+0,012
Massa seca total (g) a a a a
Ce 1,46 + 0,10 1,17 + 0,08 1,24 +0,08 1,37 +0,10
RPAR (g &) Hp 2,08+0,16*  2,23+0,14° 1,84+0,12° 1,89 +0,04 "
&8 Ce 2,62+0,14° 3,13+0,11° 2,64+0,11° 3,02+0,13°
RAD (cm mm’) Hp 1,93+0,16° 2,05+0,14° 1,89+0,122 1,92 +0,04 2
Ce 3,29+0,14° 3,59+0,11° 3,64+0,11° 3,43+0,13°
QD Hp 0,15+0,008* 0,17+0,01* 0,13+0,005" 0,11 +0,004 ¢
Ce 0,24 +0,02° 0,18 +0,02 2 0,21+0,02° 0,25 +0,03°
AFE (cm’g) Hp  212,77+3,55° 224+65%®  230,13+5,60* 237,51+3,87°
& Ce  229,50+6,24® 240,20+3,77*  228+4,85° 234,24 +6,59 °

Para a espécie H. popayanensis, ndo foi observado aumento na A das plantas

tratadas com NP S-nitroso-MSA em relacdo ao Controle (Figura 1). Ja para as mudas
tratadas com S-nitroso-MSA e NP MSA, houve uma diminui¢cdo da A em relagcdo ao
Controle. Para a espécie C. estrellensis, os tratamentos ndo tiveram efeitos

significativos sobre as trocas gasosas.
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Heliocarpus popayanensis Cariniana estrellensis

Figura 1 - Fotossintese liquida (A) de mudas de Heliocarpus popayanensis e Cariniana estrellensis
cultivadas no setor de rustificagcdo do viveiro submetidas aos seguintes tratamentos: Controle = sem
tratamento (barra branca); NP S-nitroso-MSA (barra com linhas diagonais) = nanoparticula contendo o
doador de NO; S-nitroso-MSA (barra pontilhada) = doador de NO na forma livre; e NP MSA (barra
tracejada) = nanoparticula de quitosana vazia. Tratamentos com letras iguais ndo diferem entre si pela
ANOVA, seguida do teste de Tukey (p < 0,05). Tracos sobre as barras correspondem ao erro padrao
(n=10).

Para H. popayanensis, o tratamento com as NP S-nitroso-MSA induziu uma
diminuicdo dos compostos fendlicos e aumento dos niveis de H202 nas folhas em
relagdo ao Controle. Ja em relagdo ao tratamento com S-nitroso-MSA, as mudas
apresentaram um aumento dos niveis foliares de compostos fendlicos e dos
flavonoides em relagcdo ao Controle. Por fim, as mudas tratadas com NP MSA
apresentaram diminuicao dos niveis foliares de compostos fendlicos e da atividade da
enzima SOD. As demais varidveis ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos
e o Controle (Tabela 3).

Para as mudas de C. estrellensis tratadas com NP S-nitroso-MSA, foi
observado um aumento dos niveis de H202 nas folhas, aléem da diminuicdo da
peroxidacao lipidica, em relacdo ao Controle. Para os tratamentos com S-nitroso-MSA
de NP MSA, foi observado apenas um descréscimo da peroxidacao lipidica em relagéo
ao Controle. As demais variaveis nao apresentaram diferencas entre os tratamentos

e o Controle (Tabela 3).
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Tabela 3 - Média + erro padrdo (n=5) de variaveis bioquimicas de mudas de Heliocarpus popayanensis
(Hp) e Cariniana estrellensis (Ce) cultivadas no setor de rustificacdo do viveiro, e submetidas ao
seguintes tratamentos: Controle = sem tratamento; NP S-nitroso-MSA = nanoparticula contendo o
doador de NO; S-nitroso-MSA = doador de NO na forma livre; e NP MSA = nanoparticula de quitosana
vazia. MF = Massa fresca; APX = ascorbato peroxidase; POD = peroxidases; SOD = superdxido
dismutase; H202 = perdxido de hidrogénio. Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre
si pela ANOVA, seguida do teste de Tukey (p <0,05).

Tratamento
Variavel Especie Controle S-nitroNsI:)-MS A S-nitroso-MSA NP MSA
Fendis totais (mgg?  HP 14,87 + 0,94 ° 13,27+ 0,25 ¢ 19,83 +0,45° 11,42 + 0,16 ¢
MF) Ce 59,93 +4,49 * 65,99 £ 2,89 62,59 + 4,41 ° 49,41+3,51°
Flavonoides totais Hp 23,47 +1,47° 23,17+2,03° 30,90+1,39° 19,54 +0,75°
(mgg™ MF) Ce 46,48 +2,50° 52,62 +1,95° 49,22 +2,30° 47,43 £4,95°
APX Hp 6,43+ 0,86 ° 6,67 + 1,08 ° 6,43+1,19° 6,84 + 0,69 °
(umol min™ g™ MF) Ce 3,36+ 0,60 ° 3,54 +0,44° 3,24 +0,41° 3,40 0,40
POD Hp 62,39+3,57*  71,08+3,65° 68,08 +2,72 2 51,62+2,42°
(umol min™ g™ MF) Ce 9,16 +1,41 2 10,52+2,53%  10,30+1,65%  11,47+2,25°
SOD Hp 606,02 + 16,61° 549,89 +44,65° 607,49 +28,66° 294,53 +39,83"
(Ug™ MF) Ce 384,87+9,15*  410,83+9,25° 346,50+6,75° 397,20+ 12,65°
Peroxidacdo lipidica Hp 36,97 + 2,67 ° 35,81 +2,93° 30,68 +4,19 ° 32+1,66°
(nmol MDA g MF) Ce 58,51+ 1,242 42,39+2,01" 22,30+3,44°¢ 38,40+ 1,67°
H.02 Hp 4,96+0,29" 5,69+0,16° 521+0,22% 513+0,14°
(mgg™ MF) Ce 6,00 +0,68° 7,75+0,28° 6,03 +1,38" 6,53 +0,36 *°
Clorofilas totais Hp 0,62 +0,04° 0,68 +0,13° 0,73 0,07 ° 0,73+0,03°
(mgg™ MF) Ce 2,19+0,13° 2,70+0,16° 2,78+0,12° 3,03+0,16°
Carotenoides Hp 2,19+0,21° 2,700,302 2,78+0,33° 3,03+0,19°
(mgg™ MF) Ce 2,7140,35° 3,95+0,32° 10,26 + 1,48 ° 17,94 + 8,80 °

Foi observado nas mudas de C. estrellensis um aumento dos niveis foliares de

NO2 quando tratadas com S-nitroso-MSA (Figura 2A). Para H. popayanensis, 0

tratamento com NP MSA levou a uma diminuicdo do NO2 em relacdo ao Controle. Ja

em relagao aos RSNO (Figura 2B), foram observados resultados significativos somente

para a espécie C. estrellensis, que apresentou um aumento dos niveis foliares de
RSNO para todos os tratamentos (NP S-nitroso-MSA; S-nitroso-MSA e NP MSA) em

relacdo ao Controle, sendo o maior aumento observado para o tratamento NP S-nitroso-

MSA.
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Figura 2 - (A) Niveis foliares de Nitrito; (B) e de S-nitrosotiois (umol g1) em mudas de Heliocarpus
popayanensis e Cariniana estrellensis cultivadas no setor de rustificacdo do viveiro submetidas aos
seguintes tratamentos: Controle = sem tratamento (barra branca); NP S-nitroso-MSA (barra com linhas
diagonais) = nanoparticula contendo o doador de NO; S-nitroso-MSA (barra pontilhada) = doador de
NO na forma livre; e NP MSA (barra tracejada) = nanoparticula de quitosana vazia. Tratamentos com
letras iguais ndo diferem entre si pela ANOVA, seguida do teste de Tukey (p <0,05). Tragos sobre as
barras correspondem ao erro padréo (n=6).

A Figura 3B representa a porcentagem de degradacédo do doador S-nitroso-
MSA livre (20,78%) e encapsulado em nanopatrticulas de quitosana (14,31%) ap6s 15
minutos em condi¢cdes de maior intensidade luminosa e temperatura (exposto a sol
pleno) (Figura 3A). Com o aumento da intensidade luminosa e temperatura, este
doador € rapidamente degradado. Contudo, sua nanoencapsulacdo faz com que esta

degradacé&o seja um pouco mais lenta, aumentando a meia vida do doador.
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Figura 3 — (A) Intensidade luminosa e Temperatura da amostra em relacdo ao tempo de exposicdo do

doador S-nitroso-MSA a luz solar; (B) Porcentagem de degradacdo do doador S-nitroso-MSA
encapsulado em nanoparticulas de quitosana (barra branca) e livre (barra cinza) apés 15 minutos.
Diferencas entre os tratamentos estéo indicadas com asterisco. Tracos sobre as barras correspondem
ao erro padréo (n=5).

4.DISCUSSAO

Nos ultimos anos, foram feitos avancos significativos acerca do conhecimento
do papel do NO na fisiologia das plantas. Muitos estudos tém focado na aplicagédo de
doadores exégenos de NO em plantas inteiras e culturas de células in vitro, permitindo

a obtencao de informacdes valiosas sobre como o NO afeta alguns processos
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fisiolégicos e bioquimicos [41, 42, 43, 44]. Estudos vém mostrando como a aplicacéo
de doadores de NO possuem efeitos protetores e aliviam o estresses abidticos como
salinidade, seca, toxicidade por metal e temperaturas extremas.

A partir das respostas apresentadas pelas mudas das espécies estudadas, foi
possivel observar um melhor crescimento das mudas da espécie pioneira H.
popayanensis, quando tratadas com S-nitroso-MSA nanoencapsulado. Este resultado
mostra ser um efeito claro da nanoencapsulacgéo, que protege o doador S-nitroso-MSA
contra a elevada intensidade luminosa, temperatura e demais condi¢cdes adversas que
estdo presentes no setor de rustificacdo dos viveiros.

Oliveira et al. [26] analisaram o efeito de nanoparticulas de quitosana carreando
0 doador S-nitroso-MSA sobre plantas de milho submetidas ao estresse salino. Neste
estudo foi observado que o doador nanoencapsulado mostrou-se mais eficiente do
que o doador livre, promovendo uma liberacdo mais lenta e controlada do NO,
resultando em protegao contra os efeitos da alta salinidade. No trabalho citado, as
plantas eram cultivadas em areia, sob condi¢des controladas em casa de vegetacao.
Ja o presente estudo foi realizado em condi¢cdes de cultivo em viveiro de mudas,
evidenciando os efeitos positivos da nanoencapsulagdo mesmo em condi¢des mais
adversas e abrindo caminho para novas pesquisas.

Contudo, os efeitos positivos da nanoencapsulacao do doador S-nitroso-MSA
nao foram observados para a espécie ndo-pioneira C. estrellensis, indicando que a
resposta depende da espécie. Isto pode ser relacionado com os resultados obtidos no
Capitulo 1, que evidenciam que somente a espécie pioneira apresenta um aumento
dos niveis de NO quando submetidas a elevacao da intensidade luminosa. Portanto,
€ possivel que o NO esteja envolvido na resposta de H. popayanensis ao estresse
luminoso, mas nao de C. estrellensis.

Dependendo de sua concentracdo, o NO pode afetar o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Baixas doses do NO podem estimular o crescimento,
porém doses mais altas podem ser toxicas e prejudiciais ao desenvolvimento vegetal.
No presente estudo, para a espécie pioneira H. popayanensis, o tratamento das
plantas cultivadas no setor de aclimatacdo sob sol pleno com NP S-nitroso-MSA
induziu uma melhora de varios parametros morfoldgicos. A melhora no crescimento
das mudas de H. popayanensis ndo pode ser explicada pelas analises de trocas
gasosas, visto que nao foi observado aumento da A. Contudo, foi observado o

aumento da area foliar destas mudas, indicando que esse crescimento pode estar



88

relacionado ao aumento da fotossintese total observado nas mudas tratadas com a
nanoparticula contendo o doador de NO. Esta caracteristica propicia o rapido
crescimento das plantas quando submetidas a intensidade luminosa elevada [45].
Apesar do efeito positivo no crescimento da espécie pioneira, 0S mecanismos
envolvidos ndo sao claros e ndo estdo relacionados a inducdo da resposta
antioxidante e de pigmentos fotossintéticos. A eficacia das NP S-nitroso-MSA em
mitigar os efeitos do estresse luminoso provavelmente esta relacionada a liberacéo
mais lenta do NO [21, 46]. A nanoencapsulacdo do doador S-nitroso-MSA pode
protege-lo da degradacdo por altas temperaturas e luminosidade, o que é
particularmente favorecido em condi¢des reais de campo.

O tratamento das plantas de H. popayanensis com o doador S-nitroso-MSA
apresentou efeitos negativos em relacdo a fotossintese total, espessura e massa seca
foliar, além do aumento nos niveis de fendis e flavonoides. Estes resultados podem
estar relacionados ao acumulo de NO2" (maior concentracdo de NO) observado nestas
mudas, além da mudanca no perfil de liberacdo do NO, em que uma liberacdo muito
rapida pode ter gerado uma resposta diferente pela planta. Por fim, o tratamento com
NP MSA foi ainda mais prejudicial ao crescimento e qualidade das mudas, além dos
efeitos negativos na fotossintese total e na atividade da SOD. Dificilmente estes foram
resultados induzidos pela quitosana presente nas NP, visto que a quitosana
demonstrou ser uma molécula natural que, dependendo de sua concentracdo, néo
inibe as plantas e induz numerosas respostas biolégicas [30]. Estudos acerca do
tratamento de plantas com quitosana mostram que esta estimula a taxa fotossintética,
o fechamento dos estbmatos através da sintese de ABA; aumenta as enzimas
antioxidantes via 6xido nitrico e vias de sinalizacédo de perdxido de hidrogénio, e induz
a producéo de acidos organicos, acucares, aminoacidos e outros metabdlitos que séao
necessarios para o ajuste osmoético, sinalizacao de estresse e metabolismo energético
sob estresse [47]. Estes resultados negativos podem ser um efeito do MSA reduzido,
gue pode alterar o equilibrio redox.

Assim como o NO, o H202também pode atuar como uma molécula sinalizadora
e induzir mecanismos protetores e respostas de aclimatacéo [48]. Além disso, estas
moléculas podem atuar juntas em varias vias de sinalizacdo e séo possiveis fatores
de inducéo de resisténcia cruzada responsaveis pelo aumento da tolerdncia ao
estresse abiotico [49]. Como né&o foi observado um aumento da peroxidacéo lipidica,

isto pode ser mais um indicio de que o aumento da concentracdo de H202 nas mudas
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de ambas as espécies tratadas com NP S-nitroso-MSA, em relagdo ao Controle, esté
relacionado a sinalizacdo e ndo a geracdo de danos. Para a espécie C. estrellensis
também foi observada a reducdo da TBARS em todos os tratamentos, podendo ser
um indicativo de menos estresse oxidativo relacionado ao NO, a quitosana, ou ao MSA
reduzido. Para esta espécie, os tratamentos NP S-nitroso-MSA e S-nitroso-MSA
aumentaram a sinalizagcdo do NO na planta, mas sem resultar em mudang¢as no
crescimento ou nas trocas gasosas.

Em H. popayanensis ndo foram observados niveis elevados de RSNO das
plantas tratadas em relacdo ao Controle. Isto provavelmente ocorreu por se tratar de
uma andlise pontual de um processo muito dindmico que é a homeostase NO/RSNO.
A enzima S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR) é a principal enzima para a
modulacdo dos pools de RSNO em plantas [49] e catalisa a reducdo de S-
nitrosoglutationa (GSNO), dependente de NADH, a glutationa oxidada (GSSG) e NHs.
Desta forma, € provavel que a nitrosacdo excessiva de alvos intracelulares, causada
pelos tratamentos com S-nitroso-MSA, seja prevenida pela GSNOR. Os resultados do
presente estudo corroboram os de outros trabalhos, como o de Kneeshawet al. [50]
que relataram um decaimento dependente de tempo do conteddo de RSNO de plantas
tratadas com o doador de NO S-nitroso-cisteina. Além deste, Ziogas et al. [51]
demonstraram que a atividade de GSNOR em folhas e raizes de plantas citricas é
modulada pelo tratamento de plantas com o doador de NO nitroprussiato de sodio.
Oliveira et al. [26] também demonstraram uma queda do conteddo de RSNO nas
plantas tratadas com uma maior concentracdo do doador S-nitroso-MSA (100 pm)
(livre ou encapsulado) em comparagdo com a menor concentracao (50 uM). Além da
GSNOR, outras enzimas, como a tiorredoxina, reduzem o contetddo excessivo de
RSNO nas plantas [51]. Em vista disto, ainda sdo necessarios mais estudos sobre o
equilibrio NO/RSNO ap6s a administracao de doadores de NO.

O aumento dos niveis de RSNO nas mudas tratadas com NP S-nitroso-MSA
em relacdo ao S-nitroso-MSA para C. estrellensis pode estar relacionado a liberagéo
controlada do NO, visto que as folhas utilizadas na analise foram coletadas trés dias
apos o ultimo tratamento com as formulacgdes. O teor aumentado de RSNO em folhas
de plantas tratadas com NP S-nitroso-MSA indica uma liberagéo sustentada de NO in
vivo pelo doador de NO encapsulado, que concorda com as taxas de liberacdo de NO
in vitro [26]. Resultados semelhantes foram observados por Oliveira et al. [26] , onde

plantas de milho submetidas ao estresse salino tratadas com 50 uM de NP S-nitroso-
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MSA apresentaram um maior conteiddo de RSNO guando comparadas ao tratamento
com S-nitroso-MSA livre na mesma concentracdo do doador.

Um ponto importante a ser destacado é que este estudo foi desenvolvido
focado em andlises foliares das mudas, ndo sendo avaliadas as raizes das mesmas.
Como os tratamentos foram realizados diretamente no substrato, ha a possibilidade
de que o NO tenha se acumulado nas raizes, promovendo alteragdes que explicariam
os efeitos positivos obtidos para as mudas da espécie H. popayanensis.

As vias de aplicacdo sédo fatores que devem ser levados em consideracao, visto
gue outros trabalhos mostram efeitos positivos nas plantas utilizando vias de aplicacao
diferentes do presente trabalho. No estudo desenvolvido por Silveira et al. [52], plantas
de cana-de-acucar submetidas a seca tiveram suas folhas tratadas com S-
nitrosoglutationa (GSNO) via spray. Os resultados deste estudo mostraram que a
sinalizacdo redox mediada por NO desempenha um papel no alivio dos efeitos
negativos do estresse hidrico em plantas de cana-de-agUcar, protegendo o aparato

fotossintético e melhorando o crescimento de parte aérea e raizes.

5. CONCLUSAO

A aplicacéo de nanoparticulas carreadoras de doadores de NO surgem como
uma estratégia na obtencdo de plantas mais tolerantes a estresses, e
consequentemente na melhora de programas de reflorestamento e recuperacéo de
ambientes degradados. Os tratamentos com a NP S-nitroso-MSA promoveram o0
crescimento das mudas de H. popayanensis cultivadas no setor de rustificacdo do
viveiro, porém ndo induziu efeitos positivos ou negativos para a espécie C.
estrellensis. Isto indica que o NO esta envolvido na resposta da espécie pioneira, mas
nao da espécie nao-pioneira. De fato, as mudas da espécie pioneira tratadas com a
NP S-nitroso-MSA desenvolveram caracteristicas de rusticidade mais pronunciadas,
podendo contribuir para maior tolerancia destas aos estresses enfrentados apos o
plantio no campo, contudo, os mecanismos pelos quais 0 NO induz a resposta destas
mudas ainda ndo esta bem elucidado, sendo necessarios estudos posteriores. Este
resultado abre um leque de possibilidades que podem ser exploradas para a aplicacéo
das NP S-nitroso-MSA em plantas, visto que os efeitos positivos obtidos com a
aplicacado das NP contendo o doador S-nitroso-MSA, mas ndo com o doador livre,
indicam ser um resultado da nanoencapsulacdo, devido a liberacdo mais lenta e

controlada do NO.
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6. PERSPECTIVAS

Estudos como o presente podem contribuir para a melhoria da tolerancia e
qualidade das plantas submetidas a elevada irradiancia, diminuindo a taxa de
mortalidade em campo, podendo aumentar o0 sucesso de programas de
reflorestamento.

E evidente que a aplicacdo das NP S-nitroso-MSA provoca um efeito benéfico
em plantas, entretanto, sdo necessarios mais estudos: (1) que investiguem como € a
absorcdo, translocagdo e acumulo dessas NP em plantas; (2) que avaliem os
parametros das raizes; (3) que testem outras espécies, buscando definir se os
resultados se repetem nos grupos funcionais; (4) que investiguem se as mudas
tratadas com NP contendo doadores de NO se desenvolveriam melhor em condigbes
reais de campo; (5) que investiguem os mecanismos de interacdo do NO com as
plantas; (6) que contribuam para o conhecimento da concentracdo e frequéncia de
aplicacao 6tima do NO em plantas e (7) que avaliem o uso de diferentes doadores de

NO e outras NPs além da quitosana.
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