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MOREIRA, Beatriz Martins da Costa Passos. Efeito de nanoparticulas contendo
doador de Oxido nitrico no processo de transplantio de plantulas de
Heliocarpus popayanensis Kunth. 2024. 33 p. Trabalho de Concluséo de Curso
(Graduacdo em Ciéncias Biologicas) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2024.

RESUMO

O desenvolvimento adequado de mudas de espécies arboreas destinadas ao
reflorestamento é crucial para a sobrevivéncia dos individuos apés o seu plantio in
situ. Durante o processo de transferéncia das plantulas para os tubetes, ha uma
grande perda da producdo, devido ao estresse sofrido apos este processo. Nesse
sentido, o oxido nitrico (NO) € uma molécula de suma importancia para diversos
processos fisioldgicos nos vegetais, atuando como sinalizadora na resposta a
diversos tipos de estresse. Assim, este estudo objetivou avaliar o efeito da aplicacao
de nanoparticulas de quitosana carregadas com S-nitrosoglutationa (NP-GSNO),
como um doador de NO, no desenvolvimento de plantulas da espécie nativa da
Mata Atlantica Heliocarpus popayanensis Kunth apds o processo de transplantio.
Neste estudo, o tratamento com a nanoformulacédo foi realizado via priming de
sementes e/ou no momento do transplantio. Foram utilizadas sementes de H.
popayanensis para a realizacdo do priming com a nanoformulacdo, na concentracao
de 2,5 mM, além do controle com &gua. Posteriormente, ap0s um més da
semeadura em bandejas contendo areia, foram aplicadas as seguintes
concentracbes de NP-GSNO: 0, 25, 50, 100 e 200 uM. As mesmas concentragdes
foram aplicadas também diretamente no tubete, logo apds o transplantio. Verificou-
se que o tratamento com o priming, tanto NP-GSNO, como com agua,
isoladamente, ndo diferem entre si, mas que sofrem influéncia quando aplicada a
dose no processo de transplantio. Na aplicacdo no transplantio, a variavel
comprimento da parte aérea (CPA) diminuiu com a aplicagdo de 25 uM de NP-
GSNO. A aplicagédo de 50 e 100 uM de NP-GSNO levou a uma diminuigdo do
didametro do caule (DC), quando comparadas ao controle, ao contrario do que
ocorreu na razado altura didametro (RAD), que aumentou nestas mesmas
concentracdes. Para a variavel comprimento da raiz (CR), o efeito positivo ocorreu
nas dosagens 25, 50 e 100 pM de NP-GSNO, levando a um maior crescimento da
estrutura quando comparada ao controle. Ao contrario, para a razao parte aérea raiz
(RPAR), houve uma reducédo das médias sob estas mesmas concentra¢des. Assim,
pode-se perceber que o uso de doador de NO nanoencapsulado no transplantio
pode beneficiar o desenvolvimento de plantulas de H. popayanensis, mas que esse
efeito é dose dependente.

Palavras-chave: priming, S-nitrosoglutationa (GSNO), reflorestamento, espécie

arboérea nativa



MOREIRA, Beatriz Martins da Costa Passos. Effect of nitric oxide donor-
containing nanoparticles on the seedling transplantation process of
Heliocarpus popayanensis Kunth. 2024. 33 p. Graduation work (Degree in
Biological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

ABSTRACT

The proper development of tree species seedlings intended for reforestation is
crucial for the survival of the individuals after their planting in situ. During the process
of transferring the seedlings to the tubes, there is a significant loss in production due
to the stress experienced after this process. In this context, nitric oxide (NO) is a
molecule of utmost importance for various physiological processes in plants, acting
as a signaler in response to various types of stress. Thus, this study aimed to
evaluate the effect of applying chitosan nanoparticles loaded with S-
nitrosoglutathione (NP-GSNO), as a NO donor, on the development of seedlings of
the Atlantic Forest native species Heliocarpus popayanensis Kunth after the
transplant process. In this study, treatment with the nanoformulation was carried out
via seed priming and/or at the time of transplanting. H. popayanensis seeds were
used for priming with the nanoformulation at a concentration of 2.5 mM, in addition to
the control with water. Subsequently, one month after sowing in trays containing
sand, the following concentrations of NP-GSNO were applied: 0, 25, 50, 100, and
200 uM. The same concentrations were also applied directly to the tube immediately
after transplanting. It was found that treatment with priming, either NP-GSNO or
water alone, did not differ from each other but were influenced when the dose was
applied during the transplant process. In the transplant application, the shoot length
variable decreased with the application of 25 uM of NP-GSNO. The application of 50
and 100 uyM of NP-GSNO led to a decrease in stem diameter compared to the
control, contrary to what occurred in the height-to-diameter ratio, which increased at
these same concentrations. For the root length variable, the positive effect occurred
at doses of 25, 50, and 100 uM of NP-GSNO, leading to greater growth of the
structure compared to the control. Conversely, for the shoot-to-root ratio, there was a
reduction in the averages at these same concentrations. Thus, it can be seen that
the use of NO donor nanoencapsulated at the time of transplanting can benefit the
development of H. popayanensis seedlings, but this effect is dose-dependent.

Keywords: priming, S-nitrosoglutathione (GSNO), reforestation, native species
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as mudancas climaticas vém preocupando cada vez mais
0s cientistas e a sociedade civi. Com o aumento na emissdo de gases do efeito
estufa (GEE) na atmosfera, as temperaturas globais vém atingindo niveis recordes
e trazendo consequéncias para os diversos niveis bidticos. De acordo com o IPCC
(2023), ha uma alta probabilidade de aumento de 1,5 °C na temperatura global
entre 2021 e 2040. Porém, para além de um aumento na sensacao térmica, essa
elevacdo na temperatura pode acarretar aumento no indice de eventos extremos.
Eventos como a seca podem ocorrem em muitos casos de forma natural, porém as
mudancas climaticas podem elevar sua frequéncia e duracdo, podendo trazer
consequéncias como queimadas e morte de diversos organismos, além de
escassez de &gua, perda de plantacdo e efeito indireto sobre a saude da
populacdo (MUKHERJEE et al., 2018).

Nesse sentido, as florestas apresentam uma grande importancia no que diz
respeito a mitigacdo das mudancas climaticas. Biomas florestais atuam como
grandes estoques de carbono na biomassa vegetal, serapilheira e matéria organica
do solo (FAHEY et al., 2010). A perda da area florestal pode acarretar impactos
nos fluxos de rios e modulacbes de padrdes climaticos, como por exemplo
aumentando eventos como como secas, queimadas, desertificacdo, alagamento e
deslizamentos (SCARANO; CEOTTO, 2015). Um importante setor responsavel por
parte da degradacdo florestal é a agropecuéria, a qual necessita de uma vasta
area que é destinada para plantacdes muitas vezes de monoculturas, como feijao
e soja, além da area destinada para a criacdo de gado e outros animais. Além da
agricultura, podemos citar outros fatores ligados a degradacéo florestal, direta ou
indiretamente, como extracdo de madeira e infraestrutura (PENDRILL et al., 2022).

Desta forma, frente as mudancas climaticas e a intensificacdo de seus
efeitos futuros, é fundamental que estas sejam resilientes e resistentes as
adversidades encontradas de forma a manter a diversidade e sua funcionalidade
ecoldgica. Neste sentido, de acordo com Ameray et al. (2021), é interessante 0 uso
de espécies que apresentam crescimento rapido, de forma que seja acelerado o
processo de estocagem de C. Entretanto, durante o processo de cultivo de mudas
florestais em viveiros, elas podem enfrentar alguns estresses, como 0 que ocorre
no momento de transplantio das plantulas recém-germinadas para os tubetes

7

(RIETVELD, 1989). Desta forma, € importante testar tecnologias que possam


https://link.springer.com/article/10.1007/s40641-018-0098-x
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auxiliar as plantulas a terem sucesso na fase de transplantio, de forma a melhor

resistirem as adversidades ao serem transferidas para o ambiente natural
definitivo, além de acelerar o processo de obtencdo das mudas e evitar gastos de
mao de obra (SEABRA; RAI e DURAN, 2013).

Neste cenéario, o 6xido nitrico (NO) vem se tornando cada vez mais
interessante na comunidade cientifica devido a sua atuacdo como molécula
sinalizadora na resposta a estresses abidticos, como déficit hidrico (DH),
salinidade e metais pesados. Todavia, o NO € um radical livre gasoso, tornando a
molécula altamente reativa e instavel, de dificil aplicacdo (SALGADO et al., 2013).
Dessa forma, o uso de doadores de NO é uma alternativa eficaz e vem
demonstrando capacidade em modelar uma variedade de processos fisiolégicos,
servindo também como estoque de NO (SEABRA et al.,, 2022; SEABRA; RAI,
DURAN, 2014). As nanoparticulas poliméricas (NPs) liberadoras de NO podem ser
utilizadas para diversos fins, mostrando resultados positivos em diversas
aplicacbes com na modulacdo de processos como germinacdo da semente,
crescimento e desenvolvimento da plantula (ElI-Shetey et al., 2021; Jiang et al.,
2021). O uso de doadores como nitroprussiato de sédio (SNP) e S-nitrosotibis
(RSNOs) vém sendo utilizados na agricultura, mostrando melhora no crescimento
e defesa vegetal contra estresse (SEABRA et al., 2013).

O uso de nanotecnologia vem sendo um grande aliado nesta jornada,
permitindo a aplicacdo de compostos que auxiliam na otimizagéo do crescimento e
desenvolvimento vegetal, tendo entdo um resultado mais sustentavel ecoldgica e
financeiramente (SEABRA; RAI; DURAN, 2014). O doador S-nitrosoglutationa
(GSNO) faz parte da classe dos RSNOs e € formado pela reacdo espontanea do
NO com a glutationa, sendo uma das maiores reservas de NO na célula vegetal
(SALGADO et al., 2013). Contudo, os doadores séo relativamente instaveis, de
forma que sua decomposicdo € potencializada em exposicdo a luz e altas
temperaturas (SEABRA; DURAN, 2010). Para contornar esta questdo, o uso de
NP é uma excelente alternativa, de modo que a nanoencapsulacdo de moléculas
doadoras pode estender seu periodo de atuacdo, de maneira que a liberacdo de
NO se torna mais controlada, estendendo o periodo de acéo do doador.

A fim de otimizar a taxa de sucesso na germinacdo de algumas espécies
arbéreas nativas da Mata Atlantica, estudos com nanopriming vém sendo
realizados com doadores de NO nanoencapsulados, para observar se 0 priming

ajuda a melhorar o desenvolvimento inicial das plantulas. Todavia, ainda néo foi
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testado se esse tratamento é o eficaz para aumentar a taxa de crescimento e

desenvolvimento das plantulas apos o processo de transplantio para os tubetes.

1.1 Hipoteses

O priming de sementes com nanoparticulas de quitosana contendo GSNO
(NP-GSNO) e o tratamento no momento do transplantio das plantulas para tubetes

resultarao em melhor crescimento e desenvolvimento delas.

1.2 Objetivo

Este trabalho teve como objetivos:
e Avaliar o efeito do priming da semente com NP-GSNO como doador
de NO no crescimento e desenvolvimento de plantulas de H.
popayanensis ap0s o0 processo de transplantio para tubetes.
e Avaliar o efeito da aplicagdo de NP-GSNO no crescimento e
desenvolvimento apds transplantio de plantulas H. popayanensis.

2. REVISAO

2.1 Producdo de mudas de espécies nativas face as mudancas

climaticas

Para além de outros impactos, o desmatamento tem grande papel no
agravamento das mudancas climaticas, de forma que, em escala local, 0 ambiente
se torna mais quente e seco (LAWRENCE; VANDECAR, 2014), contribuindo
também para 10-20% da emissdo global de CO, antropogénico (ROSA et al.,
2016). Florestas tropicais perderam entre 6,4 e 8,8 milhdes de hectares por ano no
periodo de 2011 a 2015, tendo como principal responsavel a expansdo da
agricultura (PENDRILL et al., 2022). No que diz respeito a Mata Atlantica brasileira,
restam apenas cerca de 11,6% de sua area original (SCARANO; CEOTTO, 2015).

Assim, uma forma para a mitigar os efeitos do desmatamento seria a inversao
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deste cenério, por meio do reflorestamento, que pode ser utilizado como

sumidouro de carbono atmosférico, aumentando a capacidade de estocagem de
carbono (ZHOU et al., 2007), sendo também uma alternativa de relativo baixo
custo (NOLAN et al., 2018).

O reflorestamento pode ser planejado e desenvolvido de diversas formas,
de modo que possui importancia ambiental, social e econémica. Ele pode ser feito
de forma em que ha maior interferéncia humana, por meio de plantio de mudas por
exemplo, ou pela dispersdo natural de sementes (bidtica ou abibtica) entre
fragmentos (TASSER et al., 2007). Entretanto, o sucesso no plantio de mudas
pode ser um desafio em areas de vegetacdo escassa, como ocorre em locais de
reflorestamento, devido a grande exposi¢cdo dos individuos a estresses abioticos
gue vém sendo agravados devido as mudancgas climaticas (LOPES-OLIVEIRA et
al., 2019).

Desta forma, € importante o desenvolvimento de estratégias que diminuam
a vulnerabilidade das mudas, tornando-as menos suscetiveis as adversidades
ambientais, de forma que sua implementacdo se torne viavel ndo apenas
ecologica, mas também financeiramente (SUMMERS et al., 2015, FARGIONE et
al., 2021, BRANCALION et al., 2019). A constante perda de mudas no processo de
plantio faz com que seja necessario um financiamento para novas compras, 0 que
é conflituoso com o orgamento limitado (BRANCALION et al., 2019). Para além de
sua viabilidade econbémica, é também fundamental o planejamento do plantio, de
forma a também tornar eficiente sua manutencéo, usando espécies que melhor se
adequem aquele ambiente (TURCHETTO et al., 2016). O uso de espécies nativas
contribui para a conservagcdo da biodiversidade regional e seus ecossistemas
associados, de forma a conferir a sobrevivéncia de outras espécies maior chance
de sucesso a longo prazo da cobertura vegetal e facil aclimatacdo, sendo um
conjunto de fatores que pode ser convertido, inclusive, em beneficios econémicos
(NUNES et al., 2020; CHARRIER et al., 2021; CHIABAI et al., 2018).

Durante a propria produgdo em viveiro, as mudas podem estar sujeitas a
fatores de estresse. Normalmente, as sementes sao germinadas em um recipiente
grande (como uma bandeja com areia), contendo diversas sementes. ApOs sua
germinacdo, as plantulas sao transferidas individualmente para outro recipiente

(como tubetes contendo substrato florestal), processo chamado de transplantio. Ao
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serem transplantadas para o ambiente natural, as mudas estdo sujeitas a diversas

adversidades de éareas desmatadas, sendo assim essencial o processo de
aclimatacdo em viveiros (LOPES-OLIVEIRA et al.,, 2019). Como ja abordado
anteriormente, o reflorestamento nem sempre € um processo facil e linear, no qual
a morte vegetal pode ocorrer por diversos motivos, que vao desde sua
vulnerabilidade até desafios relacionados ao custo e elevada demanda por terreno
para uso da agropecuaria, 0 qual ocupa 33% da superficie terrestre sem gelo
(NUNES et al., 2020). Além disso, o transplantio das plantulas para os tubetes
apos a germinacao pode ser um fator de estresse, o que pode estar associado ao
sistema radicular que ainda néo foi restabelecido (TURCHETTO et al., 2016), de
forma que, a depender da gravidade, esta pode ocasionar sua morte
(NASCIMENTO; PEREIRA, 2016). Assim, estudar métodos que possibilitem o bom
desenvolvimento apés o transplantio das plantulas no viveiro é essencial.
Atualmente, os estudos e trabalhos publicados tém como maior foco a producdo
de mudas de Pinus e Eucalyptus (CARVALHO, 2008), o que, além de ser um
namero bem reduzido de espécies, também n&o sao nativas do Brasil. Neste
estudo, utilizamos a espécie Heliocarpus popayanensis Kunth, espécie nativa da
Mata Atlantica, de forma a reduzir as dificuldades de aclimatacdo das plantulas no

viveiro e valorizar a biodiversidade.

2.2 Oxido nitrico

A molécula de 6xido nitrico (NO) tem como caracteristicas ser um radical
livre, gasoso, inorganico, incolor, que possui sete elétrons do nitrogénio, oito do
oxigénio e tendo um elétron desemparelhado (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO,
2003). Devido a seu tamanho reduzido e caracteristica lipofilica, o NO é capaz de
adentrar as membranas celulares, otimizando a comunicagéo celular (SEABRA,;
OLIVEIRA, 2016). O composto pode ter origem pela propria planta, endégeno, ou
vir de um meio externo, exdgeno (SIMONTACCHI et al., 2015). Também de acordo
com Dusse, Vieira e Carvalho, até cerca de 1980 via-se NO com foco em sua acdo
como um gas poluente (NO e NO,); porém, atualmente este é considerado um dos
mais importantes mediadores de processos celulares. Foi reconhecido pela
Science, em 1992, como “Molécula do Ano” e, em 1999, trés pioneiros na pesquisa
sobre o NO receberam o Nobel de Medicina (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

Ainda no final dos anos 1990, diversas pesquisas trouxeram evidéncias da
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importancia do papel do NO em diversos processos fisiolégicos em plantas, além

de ser uma molécula fundamental na sinalizacdo contra patdégenos
(WENDEHENNE; DURNER; KLESSING, 2004)

Atualmente sabe-se que este composto atua como um sinalizador envolvido
em diversos processos fisiologicos de plantas, como defesa contra patégenos,
expansao foliar e crescimento radicular (SANZ et al., 2015). Além disso, o NO esta
relacionado ao controle dos movimentos estomaticos, reprime o florescimento,
modula a expressao dos genes do ciclo celular, reduz a dorméncia das sementes e
estimula a germinacdo (WILSON; NEILL; HANCOCK, 2007). Estudos apontam o
NO como um componente essencial também na resposta de diversas espécies
vegetais a fatores de estresse bidticos e abidticos (SIMONTACCHI et al., 2015).
Ainda, de acordo com Santisree, Bhatnagar-Mathur e Sharma (2015), a
concentracdo do composto também altera sua resposta na planta, em que altas
concentracbes podem causar efeitos toxicos devido a inducdo de estresse

nitrosativo.

Como ja mencionado anteriormente, o NO pode ser originado pelo proprio
metabolismo vegetal ou fornecido por uma fonte externa. Ainda ha muitas questfes
relacionadas a producdo endogena do composto, porém a aplicacdo exdégena vem
sendo alvo de diversos estudos nos ultimos tempos. O NO pode ser usado para
aumentar a tolerancia do vegetal aos variados estresses bidticos e abioticos.
Entretanto, devido sua natureza gasosa e baixa meia vida em condi¢des aerodbicas
(menos de 6s em altas concentracfes) (SEABRA et al.,, 2022), sua aplicacdo é
complexa. Devido a isto, sua aplicacdo através de doadores de NO tem se

mostrado uma estratégia para otimizar seus efeitos biolédgicos.

2.3 Doadores de NO e nanotecnologia

Uma alternativa para lidar com a dificuldade de aplicacdo do NO é a
utilizacdo de moléculas doadoras, que atuam como reservatorios, transportadores
e liberadores de NO, mantendo as funcdes bioldgicas dessa molécula (SEABRA,;
RAI; DURAN, 2013). Todavia, as moléculas doadoras também apresentam relativa
instabilidade frente & variagdo de temperatura, luminosidade e presenca de ions
metalicos, podendo levar a uma liberacao rapida e exagerada de NO, o que pode
ser toxico para a planta (DO CARMO et al, 2021).


https://academic.oup.com/jxb/article/66/10/2857/534941?login=false
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-3040.2007.01761.x
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-3040.2007.01761.x
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1365-3040.2007.01761.x
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Um exemplo de doador de NO a ser usado na botanica € a GSNO, um

derivado S-nitrosado da glutationa, que é relativamente estavel (COSTA, 2009), e
pode atuar como mediador dos efeitos de sinalizacdo do NO; porém, a GSNO
ainda ¢ sensivel a variagdo de luz e temperatura (SEABRA; DURAN, 2010). Sua
sintese se da através da S-nitrosacdo da glutationa reduzida (GSH)
(BRONIOWSKA; DIERS; HOGG, 2013). Este composto € considerado um
reservatorio natural de NO, de forma a ser visto como um excelente candidato para
a nanoencapsulacdo.Neste cenario, 0 uso de nanotecnologia vem se mostrando
promissor, pois 0 nanoencapsulamento destes doadores de NO pode aprimorar
sua liberacdo e estender seu efeito biologico (SEABRA; DURAN, 2010). Por meio
desta tecnologia, o contetudo é envolto por um material polimérico que protege a
molécula doadora da rapida degradacdo, permitindo sua liberacdo de forma
sustentavel, potencializando a captacao pelo tecido vegetal e reduzindo sua perda
para o0 meio (SEABRA et al., 2022). Com isso, além de otimizar os efeitos desta
molécula, tem-se a possibilidade de aplicar uma menor quantidade do produto, o
gue pode ser convertido para beneficios econémicos e ambientais (DO CARMO et
al.,, 2021). Diversos materiais podem ser utilizados para a produgcdo de
nanoparticulas poliméricas (PASCOLI et al, 2018). A quitosana €é um
polissacarideo natural derivado da quitina, comumente utilizado na producao de
NP, e frequentemente utilizada em diferentes plantas por ser biocompativel,

biodegradavel, atoxica e de baixo custo (SINGH et al., 2022).

Alguns estudos vém sendo realizados de forma a melhor entender os
efeitos do uso de doadores de NO nanoencapsulados em plantas. Oliveira et al.
(2016) conduziram experimentos que visavam testar a eficiéncia no uso de NP-
CSs carregadas com &cido S-nitroso-mercaptosuccinico (S-nitroso-MSA), um
composto também doador de NO, em mitigar os efeitos deletérios da salinidade
em milho. Observou-se que o uso de NP contendo S-nitroso-MSA foi mais eficiente
gue do doador livre, mitigando os efeitos deletérios desse estresse. O uso deste
mesmo doador de NO nanoencapsulado, utilizado em H. popayanensis
submetidas a aclimatacéo a pleno sol em viveiro também acarretou em resultados
positivos e mais eficientes no crescimento de mudas desta espécie, quando
comparada com o uso da formulacdo ndo encapsulada ou apenas agua (LOPES-
OLIVEIRA et al., 2019), reforcando a relevancia do nanoencapsulamento em
conferir uma liberagdo gradativa do NO. Estudos conduzidos por Silveira et al.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fchem.2018.00006/full

17
(2019) concluiram que o uso de NP-GSNO levou a um aumento de assimilacdo de

CO,, foliar sob DH em comparacdo com a aplicacdo de NP-GSNO livre em cana de
acucar, efeito qual associou-se com maior condutancia estomatica e maior
conteudo relativo de agua em condi¢cGes de déficit hidrico. Em seu trabalho com
mudas de H. papayanensis utilizando NP também carregada com S-nitroso-MSA,
do Carmo et al. (2021) constataram que o0 uso do doador de NO confere protecao
ao DH para a espécie nativa, além de induzir um aumento na fotossintese e
reduziu a perda de agua foliar, resultados essenciais para um bom crescimento e
desenvolvimento do vegetal. Com isso, pode-se entender que os beneficios do
desenvolvimento e aplicacdo desta tecnologia € de grande interesse tanto

ambiental como financeiramente, dentro e fora da agricultura.

Recentemente, em outro estudo também realizado com H. popayanensis
Kunth, Maldonado et al. (2023) constatou um potencial significativo no priming das
sementes com NP-GSNO, resultando em melhor desenvolvimento inicial das
plantulas. Neste estudo, a aplicacdo de 2,5 mM da formulagcdo se destacou
positivamente em comparacdo as demais concentracdes, levando a um melhor
resultados dos parametros analisados. No entanto, ndo foi avaliado se haveria um
efeito no transplantio das mudas para o tubete.Dada a suma importancia da
resiliéncia dos individuos vegetais, cada vez mais ameacados pelas mudancas
climaticas, torna-se de grande interesse conduzir testes com diferentes
concentragcbes da formulacdo, com o intuito de potencializar o desenvolvimento
dos individuos apds o processo de transplantio. Além disso, seria pertinente
investigar os efeitos da aplicacédo por um periodo prolongado apés a germinacéo,

permitindo uma extensao do experimento conduzido por Maldonado (2023).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

Neste estudo, foi utilizado como material vegetal a espécie Heliocarpus
popayanensis Kunth (Malvaceae), popularmente conhecido como Jangadeiro. E
uma espécie pioneira, semidecidual, tipica de borda, clareiras e floresta secundéria
(LORENZI, 2011). A espécie, que ocorre naturalmente desde o nordeste da

Argentina até a Costa Rica, também em diversos estados brasileiros (CARVALHO,
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2008), apresenta rapido crescimento (LORENZI, 2011). Esta é uma espécie com

disperséo irregular e descontinua (CARVALHO, 2008). Pode atingir uma altura de
20 metros quando adultas. Ainda de acordo com Carvalho, suas raizes s&o
tubulares na base, suas folhas sao alternas simples, em que as novas apresentam
uma coloracéo ferrugineo-tomentosas em ambas as faces, enquanto adulta, glabras
na face ventral e margens serreadas. Seu fruto € comprido (entre 10 e 15 mm), de
cor roxo-purplrea ou castanha, apresentando cerdas nas margens e com pelos.
Suas flores masculinas sdo amarelas, enquanto as femininas séo roseas. Por fim,

sua semente de coloragdo marrom tem dispersédo de forma anemocoarica.

Esta espécie nativa da Mata Atlantica tem grande relevancia para o
reflorestamento devido ao seu rapido crescimento. Sua madeira também é
utilizada para producdo de lapis, brinquedos e placas de madeira lamelada
(BERNARDI, 2018). Para Bernardi, 0 género Heliocarpus tem grande importancia
econbmica principalmente devido a sua casca de fibra forte e duravel. Segundo
relata um estudo sobre o género, conduzido pelo jardim botanico de Missouri
(1949), a madeira, leve e macia, também pode ser usada em carros alegoricos e
rolhas de garrafas. Além disso, como o proprio nome popular sugere, pode ser
utilizada para a producdo de jangadas, um tipo de barco movido pelo vento,
popularmente usado no litoral nordestino.

Para este trabalho, as sementes foram coletadas no final de setembro de
2023 no Vale do Baroré, Londrina - PR. Apos a coleta, as sementes foram levadas
para a Universidade Estadual de Londrina, onde passaram por um processo de
raspagem, para retirada das cerdas que envolvem seu exterior, com o objetivo de
elevar o potencial germinativo. Posteriormente, as sementes foram postas em

sacos de papéis e armazenadas em geladeiras a 2 °C

3.2 Preparo das formulagdes

As suspensdes com NP-CSs contendo GSH foram fornecidas pela Dra.
Amedea Barozzi Seabra, da Universidade Federal do ABC, Santo André/SP. As
nanoparticulas foram preparadas pelo método de gelificacdo ionotrépica (OLIVEIRA
et al., 2016; SILVEIRA et al., 2019).

Logo antes da aplicacéo, foi adicionado nitrito de s6dio (NaNO) a suspensao

de nanoparticulas, gerando a nitrosacao dos grupos tidis do GSH, formando entdo a
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molécula doadora (GSNO). Apés a adicdo de NaNO,, a suspensdao foi mantida a

baixa temperatura e protegida da luminosidade por uma hora (OLIVEIRA et al.,
2016; SILVEIRA et al., 2019). Apos este periodo, a suspenséo foi diluida em agua
destilada para atingir a concentracdo de 2,5 mM para a realizagdo do priming das
sementes e as seguintes concentragfes para a aplicacdo apos o transplantio: 25,
50, 100, 200 uM de NP-GSNO.

3.3 Tratamentos das plantas com as formulagcdes

Em um primeiro momento, para a realizacdo do priming, as sementes foram
imersas em 10 mL de agua destilada ou suspensdo de NP-GSNO por 10 minutos
sob agitacdo continua. ApGs esse periodo, as sementes foram postas para secar a
temperatura ambiente por 12 horas. Posteriormente, as sementes foram
acondicionadas em vasos contendo areia. Foram dispostas 3000 sementes,
divididas em 30 potes, de maneira que, em 50% destes, as sementes passaram
pelo processo de priming com NP-GSNO na concentragdo de 2,5 mM, enquanto a
outra metade, apenas com agua, mantidos sob irrigacao diaria. Nesta etapa entdo, o
experimento foi dividido entre aqueles que receberam o tratamento de priming com
NP-GSNO e o controle, que passou pelo processo de priming com agua. Em
seguida, apos a germinacdo e formacgdo das plantulas, 3 recipientes de cada um
dos dois tratamentos (priming de semente com NP-GSNO e priming de semente
com agua) foram destinados para a aplicacdo da formulacdo de NP-GSNO nas
concentragdes 0, 25, 50, 100 e 200 uM para o tratamento de transplantio. No dia
anterior ao seu transplantio, as bandejas foram irrigadas com 35 mL da formulacgao,
com o auxilio de uma seringa. Em seguida, 270 plantulas foram transferidas para
tubetes de prolipropileno de 55 mL, contendo substrato comercial Mecplant
(Telémaco Borba, Parand, Brasil), composto por 80% casca de pinus, 15% casca de
arroz carbonizado e 5% de humus. No dia seguinte a este processo, 0 substrato
recebeu o volume de 15 mL da formulacdo, também utilizando uma seringa. Os
tubetes entdo foram dispostos no setor de crescimento do viveiro, localizado no
Laboratério de Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas (LABRE) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), contendo sombrite de 60% de retencéo

de luz.

Os tubetes foram entéo divididos em 10 tratamentos de forma a avaliar qual a

melhor dosagem. As plantulas submetidas ao tratamento apdés o transplantio
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também foram comparadas com a seu respectivo priming, podendo melhor concluir

se o tratamento prévio da semente fornece beneficio ao transplantio.

Figura 1: Esquema representando cada momento do tratamento das sementes e aplicacdo da
formulagdo no pré e pds transplantio. (1) Priming das sementes com NP-GSNO na concentracao de
2,5 mM; (2) Priming das sementes com agua destilada; (3) ConcentracBes aplicadas nas bandejas
um més apds a semeadura, as quais variam entre 0 (controle), 25, 50, 100 e 200 uM e (4)
concentrac8es aplicadas no tubete apés a transferéncia das plantulas para este, tendo como doses,

as mesmas concentracdes que 0 processo anterior.
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3.4 Analises morfolégicas

Semanalmente, durante todo o periodo de crescimento das plantulas nos
tubetes, elas tiveram seu comprimento medido com o auxilio de uma régua. As
analises biométricas foram realizadas apds dois meses do experimento, em que
foram mensurados o didmetro do caule (DC), comprimento da parte aérea (CPA),
massa total seca da parte aérea (MS PA) , massa total seca da raiz (MS R),
comprimento da raiz (CR) e area foliar especifica (AF). O comprimento da parte
aérea e da raiz principal (cm) foi medido com o auxilio de régua milimetrada e a
area foliar total (cm?) (AF) com um integrador de area foliar portatii modelo LI-
3000CAP (LiCor Inc., Lincoln, NE, EUA). Para a analise da massa seca, as folhas
(MSF), parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) foram dispostas em sacos de papel e
secos em estufa a temperatura de 60 °C até atingirem peso constante. Apos a

coleta morfoldgica, calculou-se as razGes de acordou com as seguintes férmulas.
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L RAD = -Zare (cm mm -1)

diametro

parte aérea

[ RPAR= (cm cm1)

PY RPAR MS = ms parte aérea ( _1)

msraiz

3.5 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi feita utilizando 20 repeticbes dispostas em
delineamento inteiramente casualizado. Os dados foram verificados para
normalidade e homogeneidade por meio dos testes de Shapiro-Wilk e Levene
respectivamente. Foi realizado um teste t pelo programa R para verificar o efeito do
priming. Para avaliar o efeito do tratamento no transplantio, os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) de um fator e, quando significativa,
foram comparadas pelo teste de Fisher (p<0,05), através dos programas PAST 3 e
Statistica. Por fim, para as analises com resultado significativo na ANOVA, foi-se

realizado um gréfico de regressao pelo programa R e Microsoft Excel.

4. RESULTADOS

Inicialmente foi realizado um teste t, que visou analisar o efeito do tratamento
de sementes com o priming de NP-GSNO ou agua sobre o tratamento no processo
de transplantio das plantulas de H. popayanensis. Para isso, foram utilizados os
dados referentes a aplicacdo apenas de agua no processo de transplantio, de forma
a identificar apenas os possiveis efeitos de realizar apenas o pré-tratamento da
semente, no desenvolvimento apds o transplantio. Todavia, os resultados néo foram
significativos para nenhum dos parametros analisados (Tabela 1), indicando que
apenas o tratamento da semente com priming de agua ou NP-GSNO, no
desenvolvimento das plantulas apos o processo de transplantio, ndo diferem entre

Si.
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Tabela 1: Valor de p e média das variaveis comprimento de parte aérea (CPA), comprimento da raiz

(CR), diametro caule (DC), area foliar (AF), massa seca parte aérea (MS PA), massa seca raiz (MS
R), razao parte aéreal/raiz total (RPAR), razao altura didametro (RAD) e razdo parte aéreal/raiz da
massa seca (RPAR MS) de plantulas cujas sementes foram submetidas ao priming com GSNO a 2,5
mM e H,0 (H,O x GSNO), e posteriormente aplicado apenas agua para o tratamento do transplantio,

de acordo com o Teste T (p<0,05)

CPA CR DC AF MS PA MS RPAR RAD RPAR
(cm) (cm) (mm (sz) (@) RAIZ (cmcm (cm MS (g
(9) ) mm?)  g?)
MEDIA
AGUA 3,06 5,87 0,87 3,8 21,7 8,25 0,538 3,98 0,538
MEDIA
GSNO 3,14 5,48 0,967 3,93 18,1 6,77 0,553 9,97 0,553
VALOR
DEP 0,711 0556 0,906 0,885 0,391 0,337 0,746 0,989 0,419
(H,0 x
GSNO)

Fonte: o préprio autor

Posteriormente, foi realizada uma ANOVA de um fator, visando identificar os
resultados significativos referente ao tratamento das plantulas no transplantio em
cada um dos parametros morfolégicos analisados, levando em consideracéo o tipo
de priming realizado nas sementes (priming GSNO ou priming com agua) (Tabela
2). Para as plantulas que receberam tratamento com NP-GSNO no priming, houve
um efeito significativo para as variaveis CPA, DC e RAD (Tabela 2). Ja aquelas que
receberam apenas agua no priming da semente, o efeito significativo ocorreu nas

variaveis CR e RPAR apés o tratamento de transplantio (Tabela 2).
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Tabela 2: Valor de p das variaveis comprimento de parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR),
didametro caule (DC), area foliar (AF), massa seca parte aérea (MS PA), massa seca raiz (MS R),
razdo parte aérea/raiz total (RPAR), razdo altura diametro (RAD) e razdo parte aéreal/raiz da massa
seca (RPAR MS) de plantulas cujas sementes foram submetidas ao priming com GSNO (PGSNO) a
2,5 mM ou H,O (PH,0), obtido por meio da ANOVA de uma via (p<0,05).

CPA CR DC AF MS MS RPAR RAD RPAR
(cm) (cm) (mm (cm? PA(g) RAIZ (cm (cm MS (g
) cm®)  mm?) g?

PH,0O 0,14 0,022* 0,757 0,676 0,984 0,183 0,0007* 0,521 0,286

PGSNO 0,035* 0,551 0,032* 0,128 0,108 0,284 0,887 0,021* 0,113

Quanto as dosagens do transplantio propriamente dito, a aplicagdo de 25 pM
de NP-GSNO levou a uma diminuicdo do CPA em relacdo as demais dosagens em
plantas cujas sementes passaram pelo priming com NP-GSNO (Tabela 3). J4 a
varidvel DC, sob a aplicagcdo das concentragdes 50 e 100 uM de NP-GSNO,
apresentou um menor valor médio, quando comparada as demais dosagens em
plantas cujas sementes passaram pelo priming com NP-GSNO. Por outro lado,
estas mesmas dosagens se mostram significativas ao analisar a RAD, onde sob as
concentragcbes 50 e 100 yM de NP-GSNO, houve um aumento em relacdo ao
controle, também em plantulas cujas sementes passaram pelo priming com NP-
GSNO. Na variavel CR, as aplicagdes de 25, 50 e 100 yM de NP-GSNO levaram a
um aumento no comprimento da raiz das plantulas em que as sementes haviam
passado anteriormente pelo processo de priming com agua, em comparagao com as
demais. Por fim, para a variavel RPAR, as concentra¢des de 25, 50 e 100 uM de
NP-GSNO resultaram em uma diminuicdo da razdo quando comparada ao controle,
nos individuos que passaram pelo tratamento de semente com priming de agua
(Tabela 3).
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Tabela 3. Médias de parametros relacionados ao crescimento de plantulas de Heliocarpus
popayanensis Kunth para as seguintes variaveis: comprimento de parte aérea (CPA), comprimento
da raiz (CR), diametro caule (DC), area foliar (AF), massa seca parte aérea (MS PA), massa seca
raiz (MS R), razdo parte aérealraiz total (RPAR), razdo altura didametro (RAD) e razdo parte
aérealraiz da massa seca (RPAR MS) de plantulas cujas sementes foram submetidas ao priming
com GSNO a 2,5 mM ou H,O e posteriormente aplicacdo de GSNO nas concentra¢c@es de 0, 25, 50,
100 e 200 pM no transplantio. Letras minusculas iguais na mesma linha representam médias iguais
para o priming com agua e mailsculas iguais ha mesma linha representam médias iguais para
priming com NP-GSNO, de acordo com ANOVA de uma via, seguida pelo teste Fisher (p<0,05).

Concentragao GSNO (uM)

PRIMING 0 25 50 100 200
H,O a 3,06 a 3,23 a2,62 a296 a331
(CCFr)nA) GSNO A 3,14 B 2,39 A27 A 2,84 A 3,06
Média 3,1 2,81 2,66 2,9 3,18
H.O b 5,87 ab 7,33 ac 8,12 a 8,81 bc 6,72
8?7]) GSNO A 5,49 A 5,55 A581 A 6,02 A 6,95
Média 5,68 6,44 6,96 7,41 6,83
H,O a 0,871 a 0,989 al,13 a 0,869 al,04
(Dng:m) GSNO A 0,967 A 0,745 B 0,399 AB 0,657 A 0,985
Média 0,919 0,867 0,762 0,763 1,01
H20 a38 a4,89 a4,85 a 4,47 a4,33
'(6;12) GSNO A 3,93 A 2,19 A 2,55 A31 A 3,53
Média 3,86 3,54 3,7 3,78 3,93
H,O a2l18 a238 a23.2 az24 az224
?2]? PA GSNO A 18,1 All6 A 13,3 A 15,6 A 16,9
Média 19,9 17,7 18,2 19,8 19,6
H,O a 8,25 a9,3 all3 a 8,89 a 10,2
MS RAIZ GSNO A 6,78 Ab54 A 5,06 A7,17 A7,6

@)
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Média 7,51 7,35 8,18 8,03 8,9

H,O a 0,538 c 0,434 bc 0,364 b 0,336 ac 0,465
RPAR 1, GSNO A 0,553 A 0,486 A05 A 0,51 A 0,477
(cmcm™)

Média 0,545 0,46 0,432 0,423 0,471

H,O a 3,98 a34 az2,99 a4,3 a3,6
RAD

1, GSNO B 3,97 B 4,09 A 10,4 AB 7,31 B 3,73

(cm mm™)

Média 3,97 3,74 6,69 5,80 3,66

H.O a 2,57 az2,84 az231 a 2,39 az231
ngs MS GSNO A 284 A 224 A 2,83 A 214 A242

Média 2,70 2,54 2,57 2,26 2,36

Fonte: o proprio autor

Ademais, com o resultado obtido por meia da ANOVA de uma via, para os
resultados p<0,05, foi também realizado uma analise de regresséo, cujo graficos
estao representados abaixo (Figura 1).

Figura 1: Modelo de regresséo para plantulas de Heliocarpus popayanensis Kunth, considerando (A)
comprimento da parte aérea (CPA) (cm), (B) didmetro do caule (DC) (mm) e (C) razdo
altura/didametro (RAD) (cm mm'l), cujas sementes foram submetidas ao processo de priming com
GSNO 2,5 mM e posteriormente tratadas com diferentes concentrages de NPs GSNO no

transplantio.
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Figura 2: Modelo de regressdo para plantulas de Heliocarpus popayanensis Kunth,
considerando (A) comprimento da raiz (CR) (cm) e (B) razé@o parte aérea/raiz (RPAR), cujas
sementes foram submetidas ao processo de priming com agua e posteriormente tratadas
com diferentes concentragdes de NPs GSNO uM no transplantio.
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Como observado nos graficos, em relagédo as variaveis em que o priming com
NP-GSNO diferiu, o CPA apresentou um efeito cubico ocorrendo um ponto de
inflexdo na concentracdo de 100 pM. Ja os parametros DC (mm) e RAD (cm mm™)
apresentaram uma relacdo quadratica negativa e positiva respectivamente. Para a
relacdo negativa, quanto maior a variavel independente, e para a relacdo positiva
guanto maior a variavel independente, maior também a variavel dependente. O
ponto de inflexdo ocorre mais préximo da concentracdo de 100 uM, havendo uma
forga de relacdo mais fraca na concentragao de 50 uM na variavel DC, o que indica
gue as mudancgas entre as variaveis ndo estdo fortemente associadas.

Os parametros CR (cm) e RAD (cm mm™), que diferiram para o priming com
agua, a relacdo quadratica foi positiva e negativa, respectivamente. Neste caso, o
ponto de inflexdo ocorre na concentragdo de 100 yM, em ambos os parametros,
havendo uma forca de relagdo mais fraca na concentragao de 50 uM.

No que diz respeito aos resultados obtidos por meio da analise de regressao,
pode-se observar que a concentragdo de 100 uM pode estar relacionada com um
bom desenvolvimento da raiz, estando associada a melhor dosagem do crescimento
da raiz e razdo parte aérea raiz, sendo esta dosagem o ponto de inflexdo em ambos
os graficos daqueles individuos em que as sementes passaram pelo priming com
agua. Ja os gréficos realizados para os parametros que obtiveram resultado
significativo apos o tratamento de priming com NP-GSNO, a concentracdo de 100
MM no ponto de inflexdo ndo sé&o conclusivos no que se trata da dosagem ideal,

podendo ter uma relagdo positiva ou negativa, a depender de cada variavel.
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5. DISCUSSAO

O tratamento de priming na semente com NP-GSNO ndo apresentou
diferencas estatisticas sobre as plantulas em relagdo ao priming com agua,
diferentemente do que foi observado em estudo anterior. Maldonado et al. (2023)
observaram que as sementes tratadas com nanoparticulas liberadoras de NO
obtiveram melhor desempenho quando comparadas ao hidrocondicionamento.
Entretanto, € importante ressaltar que o estudo mencionado anteriormente objetivou
avaliar a germinagdo das sementes, enquanto o presente trabalho estendeu a
analise ao longo de um periodo mais prolongado, permitindo observar o
desenvolvimento mais abrangente dos individuos. Essa abordagem pode ter
contribuido para uma reducéo da relevancia estatistica do priming com a formulacao
NP-GSNO em um contexto de longo prazo.

Os efeitos positivos da aplicacéo do priming de sementes se dao a partir das
mudancas metabdlicas especificas que ocorrem na semente ao absorver a agua.
Com isso, processos celulares sdo ativados, como a sintese de acidos nucleicos e
proteinas, producéo de ATP, ativacéo e reparo do DNA e mecanismos antioxidantes
(PAPARELLA et al., 2015). Ainda segundo Paparella et al. (2015), o reparo do DNA
€ um passo fundamental para o metabolismo pré-germinativo, o qual é ativado
guando a semente comeca a absorcao da agua. Esses processos estédo associados
com a fase inicial de germinacédo, além de preparar a semente para a protrusdo da
radicula, o que torna o método eficaz, melhorando a emergéncia de plantulas,
principalmente em condicdes adversas (DA COSTA et al, 2021). Em um
experimento realizado em cultivares de arroz, por exemplo, observou-se que,
guando exposto ao estresse hidrico durante a germinacao, o hidrocondicionamento
diminuiu o teor de malondialdeido, acuUcar soluvel e prolina, mas elevou as
atividades de fenilalanina amédnia-liase, superoxido dismutase, peroxidase e
catalase, demonstrando vantagens do priming com agua para as mudas quando
comparadas com aqueles que ndo passam por esse processo (SUN et al., 2010).
Entretanto, conforme Da Silva et al. (2021), os efeitos do NO apresentam uma
dualidade, ja que em baixas concentracdes a molécula atua como sinalizadora,
enguanto que niveis mais elevados do composto podem acarretar em estresse
nitrosativo, impactando o desenvolvimento do vegetal.

No que se refere aos efeitos da aplicacdo de NPs contendo GSNO,
observados no transplantio, os resultados de cada parametro variam de acordo com

a dose. A dosagem de 25 uM resultou em menor média do CPA, comparada as
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demais doses aplicadas, o que conferiu um menor desenvolvimento do caule nestas

plantas. Ja no crescimento da raiz, esta mesma dosagem se mostrou positiva,
sendo as dosagens 25, 50 e 100 yM as que levaram ao maior desenvolvimento da
raiz. Assim, na dosagem de 25 uM geraram-se plantulas de baixa estatura, porém
com um maior desenvolvimento da raiz.

O diametro do caule apresentou um menor desenvolvimento nas dosagens
de 50 e 100 pM, resultando em plantulas submetidas a essas concentragcdes com
caules mais afilados, o que pode ser negativo, podendo estar associado a um
estiolamento, tendo em vista que nestas dosagens, o crescimento da parte aérea
teve maior média comparada as demais, de forma a resultar em um caule comprido,
porém fino. Esta informacdo se confirma ao analisarmos a variavel RAD, em que
teve sua dosagem mais significativa também nas concentragbes 50 e 100 uM,
reafirmando o que foi apontado anteriormente. Por fim, o parametro RPAR obteve
um maior resultado com a aplicacao das doses 0 e 200 uM, de forma que nessas
concentraces houve um crescimento mais acentuado dos individuos acima do solo.
As demais variaveis ndo apresentaram resultados significativos nas dosagens
aplicadas no transplantio.

Segundo Sanz et al. (2015), o NO promove o crescimento de raizes
primarias em baixas concentracdes e reprime em doses mais elevadas, reduzindo a
divisdo celular e o tamanho do meristema. Neste estudo, a aplicacdo de doador de
NO demonstrou um aumento na formacdo de pelos radiculares e raizes laterais,
ampliando o contato da mesma com o0 solo e absorcdo de nutrientes, o que
proporciona um desenvolvimento em outras estruturas da planta, mas sem
necessariamente favorecer o crescimento da raiz principal. Entretanto, a aplicacdo
do doador de NO também pode surtir efeitos negativos no desenvolvimento da raiz
principal, como apontado por Sanz et al. (2015). Corroborando com esta
informacédo, no presente estudo, o comprimento da raiz foi maior naqueles
individuos submetidos ao priming com H,O em relacdo aos que foram submetidos
ao priming com NP-GSNO.

Neste estudo, por meio da andlise de regressdo, constatou-se que a
realizacdo do priming contendo apenas agua, seguido da aplicacdo de NP-GSNO
100 pM no processo de transplantio, resultou em mudas com um maior
desenvolvimento da raiz e menor RPAR. Esse resultado esta atrelado a diversos
beneficios, como uma maior eficiéncia nutricional, de forma que a planta pode

maximizar a absorcdo de &gua e nutrientes, otimizando o uso de recursos
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disponiveis (POORTER et al., 2012). Além disso, também pode se tratar de uma

estratégia no que diz respeito ao déficit hidrico, em que plantas com maiores
sistemas radiculares, aumentam a superficie de absorcdo de agua, tornando-se
mais resistente a seca (COMAS et al., 2013). Com relacdo as plantulas em que as
sementes passaram pelo priming contendo NP-GSNO e posteriormente receberam
a aplicagao de 100 uM, houve um estiolamento do caule, ou seja, um caule maior,
porém mais fino sob essa concentracdo, tornando-as mais suscetiveis a quebras,
especialmente em condigbes como vento ou chuva (PIERIK; WIT, 2014) e

infestacdes de pragas e doencgas (BALLARE et al., 2014).

6. CONCLUSOES

O priming das sementes com NP-GSNO nao levou a efeitos no desenvolvimento
das mudas poés-transplantio em relagdo ao priming com &agua. Ja o uso da
nanoformulagdo no transplantio afetou o desenvolvimento das mudas, dependendo
da dose. Destacou-se a concentracdo de 100 yM de NP-GSNO por ter promovido o
desenvolvimento da raiz de individuos provenientes de sementes submetidas ao
priming com agua. Por outro lado, esta mesma concentragcdo de NP-GSNO levou a
um estiolamento das mudas provenientes de sementes submetidas ao priming com
NP-GSNO.
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