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CARMO, Giovanna Camargo do. Efeito de doador de oOxido nitrico
nanoencapsulado sobre mudas de espécies arboreas nativas da Mata Atlantica
submetidas a deficiéncia hidrica severa. 2022. 73 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Biologicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora envolvida na protecado de plantas
contra a deficiéncia hidrica (DH). Porém, sua aplicagao é dificultada devido a sua
natureza quimica instavel. A nanoencapsulacdo de moléculas doadoras de NO
constitui uma estratégia para propiciar liberacao lenta e eficaz deste gas, o que
poderia aumentar a sua atividade biolégica. Assim, este estudo teve por objetivo
avaliar o efeito de tratamentos com nanoparticulas (NPs) de quitosana contendo o
doador de NO S-nitrosoglutationa (GSNO) em mudas das espécies arboreas
Cariniana estrellensis e Cecropia pachystachya submetidas ao DH severo em casa
de vegetacao, hipotetizando que GSNO nanoencapsulada induz respostas efetivas
na protecdo das mudas de diferentes grupos ecoldgicos contra os efeitos deletérios
da seca. Mudas em DH foram tratadas por trés dias alternados com NPs contendo
GSNO, nas concentragdes 25 e 50 yM, para C. pachystachya; e 200, 400 e 600 uM,
para C. estrellensis; além de dois tratamentos controles que ndo receberam
formulacdo, um com plantas mantidas em DH e outro com plantas mantidas em
capacidade de campo. A condutancia estomatica (gs) das plantas foi medida
diariamente, juntamente com a avaliagdo dos sintomas de murcha. No quinto dia de
DH, foram medidos a eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm), 0
potencial hidrico, o conteudo relativo de agua (CRA) das folhas e a biomassa das
plantas de ambas as espécies. Para C. estrellensis ainda foram avaliadas a taxa
fotossintética e transpiragdo. Para C. pachystachya, o tratamento com 50 uM
aumentou a gs das plantas em DH ao amanhecer (que diminuiu no decorrer do dia),
aumentou o F./Fm, potencial hidrico e CRA. Nenhum pardmetro avaliado em C.
estrellensis respondeu a aplicacgo de NO em nenhuma concentragdo. Os
parametros relativos aos sintomas de murcha e biomassa nao foram alterados com a
aplicacdo de NO em nenhuma espécie. De maneira geral, os resultados
evidenciaram que a aplicacdo do doador GSNO nanoencapsulado pode aumentar a
tolerancia a seca de plantas de C. pachystachya, no entanto, ndo apresentou efeito
sobre C. estrellensis. Estes resultados indicam o potencial da aplicagdo de NPs
liberadoras de NO para a obtencado de mudas, de algumas espécies arbéreas, mais
tolerantes a seca, para a utilizagdo em programas de reflorestamento.

Palavras-chave: quitosana; nanoparticulas; déficit hidrico; condutancia estomatica;
reflorestamento.



CARMO, Giovanna Camargo do. Effect of nanoencapsulated nitric oxide donos
on seedlings of native Atlantic Forest trees species subjected to severe water
deficiency. 2022. 73 p. Dissertation (Master's degree in Biological Sciences) —
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ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is a signaling molecule involved in plant protection against water
deficit (WD). However, its application is hampered due to its unstable chemical
nature. The nanoencapsulation of NO donor molecules is a strategy to provide slow
and efficient release of this gas, which might increase its biological activity. Thus, this
study aimed to evaluate the effect of treatments with chitosan nanoparticles (NPs)
containing the NO donor S-nitrosoglutathione (GSNO) in seedlings of the tree
species Cariniana estrellensis and Cecropia pachystachya submitted to severe WD
in a greenhouse, hypothesizing that nanoencapsulated GSNO induces effective
responses in protecting seedlings of different ecological groups against the
deleterious effects of drought. The seedlings were treated for three alternate days
with NPs containing GSNO, at concentrations 25 and 50 uM for C. pachystachya and
200, 400 and 600 uM for C. estrellensis, as well as control treatments in WD and field
capacity without receiving formulation. Stomatal conductance (gs) of the plants was
measured daily, along with the evaluation of wilting symptoms. On the fifth day of
WD, the maximum efficiency of photosystem Il (F./Fm), water potential, relative water
content (RWC) of the leaves, and plant biomass of both species were measured. For
C. estrellensis, photosynthetic rate and transpiration were also measured. For C.
pachystachya, the treatment with 50 uM increased the gs of plants in WD at dawn
and decreased it during the day, increased the F./Fm, water potential and RWC.
Cariniana estrellensis did not respond to the application of NO in any concentration,
in any parameter. The parameters related to wilting symptoms and biomass were not
altered with the application of NO in any species. In general, the results showed that
the use of nanoencapsulated GSNO protected the seedlings of C. pachystachya
submitted to WD, but showed no effect on C. estrellensis, highlighting the potential of
the application of NO-releasing NPs to obtain seedlings of some drought-tolerant tree
species for reforestation programs.

Key words: chitosan; nanoparticles; drought; stomatal conductance; reforestation.
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1. INTRODUGCAO GERAL

As alteragdes climaticas ocasionadas, principalmente, por agdes antropicas
tém causado expectativas alarmantes quanto a ocorréncia e aumento na intensidade
de eventos metereoldgicos como a seca, que afetam fortemente o crescimento e
desenvolvimento de espécies vegetais. Aliado a isso, o avango econdmico e
populacional tem refletido em severa degradacdo de ecossistemas florestais,
principalmente a partir do desmatamento. Os indices de desmatamento e alteragbes
em ambientes florestais sao extremamente expressivos no Brasil, sendo um dos
principais desafios a serem enfrentados.

Portanto, devido ao alto grau de intervengdo humana nos biomas brasileiros,
tem crescido o interesse pela restauragdo ecoldgica, principalmente, a partir do
reflorestamento com mudas de espécies nativas, na tentativa de diminuir os
impactos causados pela degradacédo ambiental e reestabelecer a biodiversidade
presente, originalmente, nos ambientes. Além disso, o reestabelecimento florestal a
partir do reflorestamento € uma alternativa para mitigar os impactos das mudangas
climaticas, uma vez que florestas em regeneragdo sao importantes sequestradoras
de carbono. Assim, solugcdes que buscam melhorar o desempenho de mudas
destinadas ao replantio sdo de extrema importancia para auxiliar no combate aos
efeitos de eventos metereoldgicos extremos.

Plantas sao organismos sésseis constantemente expostos a fatores
ambientais adversos ao longo de seu ciclo de vida, que podem influenciar
negativamente o seu crescimento e desenvolvimento. Esses fatores podem ser

intensificados como consequéncia das alteragdes climaticas, como eventos de seca,
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que podem causar grande estresse em plantas ndo adaptadas a escassez de agua.
O déficit hidrico (DH) é um fator de estresse caracterizado pela baixa disponibilidade
de agua para a manutengao do metabolismo e da fisiologia vegetal, influenciando
negativamente diversos aspectos relacionados ao desenvolvimento das plantas,
sendo um dos principais fatores de risco associados ao replantio de espécies em
campo e causando altas taxas de mortalidade em sitios de reflorestamento. Desse
modo, em um contexto de condicbes de DH cada vez mais frequentes, o uso de
técnicas e tecnologias associadas a geragao de respostas de tolerancia a limitagao
de agua é de extrema importancia para aumentar o sucesso e diminuir os custos
associados aos programas de reflorestamento.

O 6xido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora associada a tolerancia
contra estresses abioticos. Devido as caracteristicas quimicas da molécula de NO,
sua aplicagao direta nas plantas é dificultada. Assim, moléculas doadoras de NO
vem sendo utilizadas para aumentar a tolerancia de plantas aos efeitos negativos de
estresses como o DH. Entretanto, as moléculas doadoras sao térmica e
fotoquimicamente instaveis, de forma que a sua incorporagdo em nanomateriais é
uma estratégia eficiente para protegé-las contra a rapida decomposig¢ao e, assim,
prolongar os seus efeitos bioldgicos.

Cecropia pachystachya Trécul e Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze,
espécies arbdreas nativas da Mata Atlantica, sdo comumente utilizadas em
programas de reflorestamento. Dessa forma, torna-se importante testar a aplicagao
de doadores de NO com a finalidade de aumentar a tolerancia dessas plantas contra
o DH. Além disso, ambas as espécies e o doador de NO testados neste trabalho
foram selecionados a partir da adequagdo ao projeto transnacional RESTORE

(nature based solutions for improving restoration).
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Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento
com NPs contendo GSNO sobre a fisiologia de mudas de espécies arboreas nativas
da Mata Atlantica submetidas ao DH severo em casa de vegetagcdo. A hipotese
levantada € que GSNO nanoencapsulada induz respostas efetivas na protecéo das

mudas de diferentes grupos ecoldgicos contra os efeitos do DH.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mudancas climaticas e reflorestamento

Atividades antropogénicas tém causado impactos cumulativos no planeta nas
ultimas décadas, como o aumento significativo dos gases de efeito estufa na
atmosfera, principalmente, o diéxido de carbono (CO2). Segundo o site Climate
Watch, em 2016, a principal fonte de emissdo deste gas para a atmosfera,
representando 73,2% da quantidade total lancada, se deu a partir da producido de
energia. A segunda maior fonte de emissdo de carbono é a agricultura e pecuaria,
com 16,2%. O desmatamento tem contribuido para 2,2% da emissdo de COg,
representando mais de 580 milhdes de toneladas, apenas no ano de 2016.

O aumento da concentragédo de gases de efeito estufa vem provocando uma
tendéncia alarmante de aumento na temperatura da atmosfera global e oceanos,
denominado aquecimento global (Zandalinas et al., 2021), que tem levado a
mudancas drasticas no clima do planeta, acompanhadas por aumento na frequéncia
e intensidade de eventos climaticos extremos, como seca prolongada e ondas de
calor e precipitagéo torrencial com inundagdes (IPCC, 2021; Zandalinas et al., 2021).

O desenvolvimento da ciéncia e tecnologia moderna foi capaz de aumentar

amplamente nossa capacidade de explorar os recursos naturais, resultando em uma
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melhora significativa da qualidade de vida humana. Por outro lado, o crescimento
populacional, a desigualdade na distribuigdo dos recursos, a degradagado dos
ecossistemas e as mudancas climaticas acentuam a escassez desses recursos.
Frequentemente, a elevagdo das temperaturas meédias, alteragdes nos padrdes de
chuva e secas mais frequentes e intensas, sao eventos citados como impactos em
decorréncia das alteragdes climaticas (Wilkinson e Davies, 2010; Fang e Xiong,
2014; Swann, 2018; Zeng et al., 2021).

As florestas em regeneracdo sdo grandes aliadas na tentativa de mitigar os
efeitos das alteragbes climaticas, pois sdo capazes de acumular carbono na
biomassa e no solo. Dessa forma, as areas florestais diminuem a emissao liquida de
CO2, e contribuem para a protegdo e manutencdo dos recursos hidricos e da
biodiversidade, porém, elas também sofrem os efeitos das mudancgas climaticas
(Ellison et al., 2017). Nesse sentido, a conservagcao de ambientes florestais e a
recuperacdo de areas degradadas sdo medidas extremamente necessarias para
aumentar a retencdo de carbono e diminuicdo da emissao para a atmosfera,
mitigando, assim, o avan¢o das mudangas climaticas (Cunningham et al., 2015;).

Porém, a perda de cobertura vegetal em florestas tropicais vem se
intensificando ao longo da histéria, sobretudo, considerando a exploragédo de fontes
energéticas, expansdo da agropecuaria e urbanizagéo, atividades antrépicas que
ocorrem de maneira desorganizada e predatéria, fruto do modelo capitalista de
producdo, acumulagcdo e exploracdo insustentavel dos recursos naturais, o que
resulta na degradacao e e destruicdo dos ecossistemas (de Moura Laurentino et al.,
2021).

O bioma Mata Atlantica, historicamente, sofreu intensa perda de cobertura

florestal, com taxas alarmantes de perda de biodiversidade, sendo considerado um
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bioma prioritario para a restauracao (Weber et al., 2021). Segundo o relatério anual
de 2015 da Fundagdo SOS Mata Atlantica, atualmente restam apenas 8,5% de
remanescentes florestais acima de 100 hectares, e somados todos os fragmentos de
floresta nativa acima de trés hectares, restam apenas 12,5% de remanescentes.
Além disso, a biodiversidade é considerada uma importante fonte de substancias
biologicamente ativas, sendo a maioria dos farmacos de uso clinico ou sdo de
origem natural ou de origem quimica planejada a partir de produtos naturais
(Barreiro e Bolzani, 2009; Weber et al., 2021).

Ainda assim, a Mata Atlantica € a segunda maior floresta tropical da América
do Sul, compreendendo uma regiao heterogénea que se distribui em milhares de
fragmentos na costa brasileira, do Rio Grande do Norte ao Rio Grande do Sul, que
inclui uma grande pluralidade de fitofisionomias e diferentes composicdes florestais.
Estas florestas abrigam milhares de espécies de plantas e animais, resultado de um
intercambio bidtico ao longo da histdria evolutiva desse ecossistema (Soares; Medri,
2002; Ribeiro et al., 2011).

Haja vista tal cenario, a pratica de restauracdo ecolégica vem sendo
empregada com a finalidade de restabelecer a diversidade, além de mitigar o
processo de perda na biodiversidade dos ambientes (Williams, 2011; Zhang et al.,
2021). A restauragao ecoldgica consiste em ag¢des que buscam iniciar ou acelerar
processos naturais de regeneragdo, recuperando as propriedades de um
ecossistema degradado, incluindo as interagdes ecoldgicas (Williams, 2011).

Uma das estratégias de restauracdo dos ecossistemas é o reflorestamento
ativo de mudas de espécies nativas e de diferentes estadios sucessionais. Estas
mudas precisam estar aptas a crescer de maneira rapida e sobreviver as condi¢des

extremas, visto que ambientes desmatados apresentam alteracbes na estrutura e
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baixa fertilidade do solo, incidéncia luminosa alta e baixa umidade relativa do ar
(Cunningham et al., 2015; Ellison et al., 2017). O plantio de espécies nativas pode
aprimorar a estrutura, o microclima e a biodiversidade presente nas areas
degradadas, pois elas permitem o crescimento e estabelecimento de outras espécies
nativas, diminuindo a incidéncia luminosa e aumentando a atratividade da fauna
para o local (Cusack e Montagnini, 2004; Cunningham et al., 2015). Além disso, as
mudas de espécies arboOreas nativas, apos estabelecidas, podem ajudar na
promogao de servigos ambientais. Entre estes servigos, destacam-se a preservacgao
dos recursos hidricos, a redugdo de enxurradas, a estocagem de carbono na
biomassa vegetal e no solo, a transferéncia de nutrientes da atmosfera e de
camadas profundas do solo para as mais superficiais (Rodrigues et al., 2009; Allen
et al., 2010; Pan et al., 2011).

Contudo, diversos fatores podem influenciar negativamente o sucesso do
estabelecimento das mudas nos reflorestamentos. Além da alta intensidade
luminosa, pode-se destacar a deficiéncia nutricional, presenca de contaminantes e
alteracdes no pH do solo, temperaturas elevadas e o déficit hidrico (DH) (de-Bashan
et al., 2012).

O estadio mais vulneravel ao estresse para as mudas, durante o
reflorestamento, é o processo de estabelecimento em campo. Isto porque as mudas
sao mais sensiveis ao DH, principalmente, em decorréncia de seu sistema radicial
limitado. Além disso, a seca resulta intensifica a compactagado do solo, que leva a
diminuicao da infiltragéo, dificultando ainda mais a captagdo de agua pelas raizes e
aumentando a desidratacdo das mudas (Nolan et al., 2018; Axelsson et al., 2020).

Portanto, a qualidade morfofisiolégica das mudas pode garantir o crescimento

inicial e sua sobrevivéncia, de modo que o plantio de mudas de baixa qualidade
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representa alta mortalidade, elevando o custo de implementagdo do programa
(Botelho e Davide, 2002; Cunha et al., 2005).

Para elevar o percentual de sobrevivéncia das mudas no campo, elas séo
submetidas a um processo de aclimatagao nos viveiros, expondo-as gradativamente
as condigdes ambientais mais semelhantes aquelas encontradas nos locais de
plantio, possibilitando que desenvolvam alteragdes metabdlicas e morfoanatémicas
que podem conferir maior resisténcia e chance de sobrevivéncia. Portanto, a
aclimatagao para as condi¢cdes de DH é importante, visto que em ambientes em que
houve a remocgao da cobertura florestal com degradacao do solo, ha diminuicdo na
infiltracdo de agua e da capacidade de retengcao no solo (Calzavara et al., 2015;
Mazzanatti et al., 2016).

Embora sejam necessarios mais estudos, no decurso das ultimas décadas
houve o aprimoramento da tecnologia de producdo de mudas de espécies arboreas
nativas, com grande aumento da qualidade das mudas produzidas, levando a um
aumento substancial das taxas de sobrevivéncia e crescimento em campo (Cortina
et al.,, 2013). Moléculas que atuam como sinalizadores de respostas a estresses
podem ser aplicadas de maneira exdgena para estimular a tolerancia ao DH.
Portanto, técnicas e tecnologias que influenciem de maneira positiva a sobrevivéncia
das mudas sao de extrema importdncia para o sucesso dos programas de

reflorestamento.

2.2 Deéficit hidrico
Eventos de seca podem ocasionar déficit hidrico (DH) em plantas, caso estas
nao estejam adaptadas as condicbes de baixa disponibilidade de agua, fator

limitante para o crescimento vegetal. O DH, além de ocasionar grandes perdas de
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produgado agricola, também contribui para danos nos ecossistemas naturais,
desertificacdo e erosdo do solo. Sendo assim, a seca é considerada um problema
ambiental muito relevante (Fang e Xiong, 2014).

O DH ocorre quando o suprimento de agua é incapaz de atender a demanda
da planta, podendo ocorrer danos aos tecidos e morte em situagdes mais intensas
(Wilkinson e Davies, 2010; Swann, 2018). Em situa¢des de DH, o potencial hidrico
do solo se torna muito baixo, levando a diminui¢gdo do fluxo de agua no continuum
solo-planta-atmosfera, ou seja, ocorre diminuicdo na absor¢ao de agua pelas raizes,
impedindo o funcionamento normal do metabolismo das plantas (Fang e Xiong,
2014; Marusig et al., 2020). Em ambientes tropicais, o DH pode ocorrer quando ha a
queda do potencial hidrico do solo, aumento no déficit de pressao de vapor na
atmosfera e/ou quando ha estresse salino (Wilkinson e Davies, 2010).

A agua é crucial para a sobrevivéncia das plantas. Quando expostas ao DH,
elas reagem ao estresse integrando diversos tipos de respostas, nos niveis
anatébmico, morfologico, fisiolégico e molecular. Essas respostas podem variar
conforme as diferentes espécies de plantas ou entre gendtipos dentro de uma
mesma especie (Jaleel et al., 2009; Fang e Xiong, 2014).

O conteudo relativo de agua (CRA), potencial hidrico, conduténcia estomatica,
taxa de transpiragcdo e a eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il séo
parametros frequentemente utilizados para indicar respostas ao DH. O CRA, por
exemplo, é considerado uma medida do status hidrico da planta, e esta intimamente
relacionado ao potencial hidrico. Portanto, frequentemente, é observado uma
diminuicdo no CRA em resposta ao DH (Anjum et al., 2011). O potencial hidrico é o
parametro mais utilizado como indicador do estado hidrico da planta, pois ele € uma

medida da energia livre da 4gua nos tecidos. A medida que a disponibilidade de
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agua no solo diminui e a demanda evapotranspiratdria aumenta, o potencial hidrico
da planta cai, aumentando a probabilidade de embolia no xilema e,
consequentemente, de diminuigdo da capacidade de transporte de seiva por este
tecido (Marusig et al., 2020).

Além disso, diante da percepc¢ao do DH pelas raizes, tem-se um aumento nos
niveis de acido abscisico (ABA), que através do transporte via xilema, chega até a
parte aérea e provoca o fechamento estomatico, ou seja, queda na condutancia
estomatica (gs) (Davies e Zhang, 1991; Wilkinson e Davies, 2010, Gupta et al.,
2020). Este fechamento leva a uma reducdo na perda de agua através da
transpiracao, atenuando a queda do potencial hidrico das folhas. Porém, a queda gs
ocasiona limitacdo das trocas gasosas, refletindo em diminuicdo na entrada de CO:2
no meio intercelular do mesofilo, limitando a atividade da enzima Rubisco. Isso
culmina na diminuicdo da assimilacdo liquida de carbono e, por consequéncia,
menor incremento de biomassa vegetal (Grant, 2011; Gupta et al., 2020). A
diminuicdo do tamanho dos estdmatos também €& uma estratégia de grande
importancia na regulagéao das trocas gasosas foliares em plantas submetidas ao DH,
pois, estbmatos menores proporcionam menor perda de agua por transpiragado por
unidade de carbono assimilado e, portanto, maior eficiéncia no uso da agua (EUA)
pela planta (Melo et al., 2007; Ding et al., 2021).

O fechamento estomatico € um dos principais mecanismos que minimizam os
efeitos nocivos do DH. Nesse sentido, as plantas podem ser classificadas como
isohidricas e anisohidricas. As espécies isohidricas sdo aquelas que fecham seus
estOmatos diante de uma queda no potencial hidrico do solo e, assim, mantém o
potencial hidrico de suas folhas relativamente constante ao longo do dia. As plantas

anisohidricas, pelo contrario, exercem um controle estomatico mais fraco, nao
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fechando ou fechando menos seus estdmatos e continuam a transpirar, mesmo
quando o potencial hidrico do solo diminui (McDowell et al., 2008; Hugalde e Vila,
2014).

Tais estratégias resultam em diferentes efeitos nas plantas. Por exemplo, as
espécies isohidricas podem enfrentar um declinio na absorgao liquida de CO2z e nas
taxas fotossintéticas, que pode resultar em um balango negativo de carbono. Ja as
espécies anisohidricas estdo mais propensas a enfrentar falhas hidraulicas, que é
hipotetizada para ocorrer quando a perda de agua pela transpiragcdo excede a
absorcao pela raiz e culmina em cavitacdo. Embora tal separacao seja feita, é
importante mencionar que as espécies isohidricas também podem sofrer pela falha
hidraulica, e outros fatores e interacdes podem estar envolvidos nesses processos,
como a relacdo entre o conteudo de carboidratos e a recuperacdo da funcao
hidraulica (McDowell et al., 2008; Tomasella et al., 2019; Li et al., 2020).

Com a redugédo da absor¢ao de CO2 ocasionada pela redugéo da gs frente ao
DH, tem-se a diminuicido das reag¢des de carboxilacdo e a baixa recuperacado de
ADP e de NADP*, causando comprometimento da fase fotoquimica da fotossintese.
Assim, o oxigénio pode se tornar um dos aceptores de elétrons na cadeia de
transporte de elétrons desta fase, e a reducédo do O2 gera espécies reativas de
oxigénio (EROs), como o oxigénio singleto ('0z2), radical hidroxila (*OH), peréxido de
hidrogénio (H202) e anion superdxido («O27) (Anjum et al., 2011).

Mesmo em situagdes nao estressantes, processos metabodlicos, como a
fotossintese e a respiragéo celular, podem gerar EROs. Porém, quando ha redugao
no metabolismo fotossintético, a geragdo de EROs pode se elevar a niveis toxicos,
sendo altamente reativas, as EROs podem danificar seriamente as células vegetais,

aumentando a peroxidacgao lipidica, degradagao proteica e fragmentagao do DNA. A
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superprodu¢cdo de EROs induzida pelo DH aumenta também o conteudo de
malondialdeido (MDA), que é considerado um marcador da peroxidagao lipidica de
membranas (Anjum et al., 2011; Grant, 2011; Gupta et al., 2020).

Para mitigar os efeitos negativos causados pelas EROs, as plantas possuem
um sistema antioxidante enzimatico e n&o enzimatico. Os antioxidantes nao
enzimaticos atuam mantendo a integridade das membranas, enquanto as enzimas
antioxidantes tém a capacidade de eliminar EROs. Assim, a atividade do sistema
antioxidante determina se o dano ocorrera ou ndo, e se ocorrer, em que nivel
ocorrera (Anjum et al., 2011; Swann, 2018). As principais enzimas antioxidantes que
atuam na eliminacdo de EROs sao a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX) e a glutationa redutase (GR) (Esposito et al., 2018;
Fang e Xiong, 2014).

Ainda, dentre as respostas fisioldgicas frente ao déficit hidrico, podem ser
ressaltados os mecanismos de dissipagcdo de energia nos cloroplastos, como a
perda de energia na forma de calor por pigmentos protetores, fotorrespiracédo e o
fluxo ciclico de elétrons no fotossistema |, que diminuem o potencial de formacéo de
EROs e auxiliam na protegédo do aparato fotossintético, protegendo a planta contra a
fotoinibigdo crénica (Fang e Xiong, 2014; Gupta et al., 2020).

O DH também prejudica gravemente o crescimento e o desenvolvimento da
planta, sendo o alongamento e a multiplicagdo celular considerados processos
fisiolégicos mais sensiveis ao DH, devido a reducdo da pressédo de turgor. Além
disso, o DH resulta em diminuicdo no numero de folhas por planta e na area foliar,
atribuida a reducdo da fotossintese e ao menor alongamento celular (Anjum et al.,
2011; Hasanuzzaman et al., 2021). Ainda, sobre as respostas biométricas, as

plantas podem investir no crescimento das raizes e no desenvolvimento de pelos
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radiciais em detrimento do crescimento da parte aérea. Essas respostas aumentam
a area de absorcao em detrimento da area de perda de agua. Além disso, as plantas
podem apresentar senescéncia e abscisdo foliar, diminuindo a superficie
transpirante (Poorter et al., 2012, Hasanuzzaman et al., 2017; Gupta et al., 2020).

Diante de uma queda no potencial hidrico do solo, a manuteng¢ao do turgor
celular pode ser alcangada por meio do ajuste osmotico, através do acumulo de
diferentes ions e solutos organicos no citosol, como prolina e glicina-betaina. Esses
solutos sdo capazes de diminuir o potencial osmético das células, o que diminui o
potencial hidrico e possibilita a manutencdo do gradiente decrescente de potencial
hidrico no sistema solo-planta-atmosfera, o que ajuda na absorgéo de agua, mesmo

em solos com baixo potencial hidrico (Anjum et al., 2011; Per et al., 2017).

2.3 Oxido nitrico

O oxido nitrico (NO), que interage com todas as classes de hormdnios
vegetais, podendo atuar sobre respostas a condigbes de estresse como o DH
(Prakash et al., 2019). O NO é uma importante molécula sinalizadora responsavel
por atuar em diversos processos do metabolismo vegetal, incluindo respostas a
estresses bidticos e abidticos (Nabi et al., 2019). Ele consiste em uma espécie
reativa de nitrogénio (ERN) e possui um elétron ndo pareado em seu orbital 11, 0 que
reflete um carater altamente reativo e relativamente instavel. O NO é um gas incolor,
possui meia-vida de poucos segundos (11/2 <6 s), apresenta alta difusividade (4.8 x
10° cm? s' em H20) e é altamente lipofilico, o que o torna capaz de entrar
facilmente na fase lipidica das membranas celulares (Sahay e Gupta, 2017; Singhal
et al., 2021).

O NO pode ser sintetizado pela prépria planta, chamado de NO endégeno, ou
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ser aplicado de maneira exoégena (Simontacchi et al., 2015). A sintese enddgena de
NO pode ocorrer em diferentes 6rgaos ou células estressados (Astier et al., 2018).
Ainda que varios estudos relatem a sintese do NO em plantas, este processo ainda
nao foi totalmente elucidado, isto porque ha varias rotas oxidativas e redutivas
descobertas para a sintese de NO, refletindo em varios mecanismos possivel para a
sua sintese (Fancy et al., 2017; Nabi et al., 2019).

As vias oxidativas de producdo de NO em plantas incluem a oxidagao de L-
arginina, por uma enzima semelhante a Oxido nitrico sintase (envolvida na
biossintese de NO em animais), além de poliaminas e hidroxilamina. Também tém
sido propostas diversas vias de conversdo de nitrito (NOz2) a NO. Evidéncias
sugerem o envolvimento da enzima nitrato redutase na sintese do NO, pois, além de
catalisar a redugao do nitrato (NO3") a NO2", ensaios indicaram que ela pode reduzir
0 NOz a NO. Outras vias de redugao do NO2" a NO incluem a cadeia de transporte
de elétrons da mitocéndria, além da conversao nao enzimatica de NO2- em NO em
condicdes acidas (Astier et al., 2018; Nabi et al., 2019).

O NO pode atuar controlando a expressao génica e modificando a atividade
proteica por meio de alteragdes pods-traducionais, como a S-nitrosagdo. Nessa
modificagdo, de natureza rapida e reversivel, o NO é covalentemente ligado aos
grupos tidis dos residuos de cisteinas, formando S-nitrosotidis (RSNO) (Farnese et
al., 2016; Astier et al., 2018; Nabi et al., 2019). As modificagdes mediadas por este
radical livre estdo relacionadas a varios aminoacidos além da cisteina, como a
tirosina, triptofano e metionina. Porém, a S-nitrosacao € um dos mecanismos mais
comuns encontrado em organismos vivos. As alteragdes na estrutura das proteinas
sao um importante mecanismo existente para que elas possam desempenhar novas

fungdes (Nabi et al., 2019).
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Um dos RSNO mais importantes € a S-nitrosoglutationa (GSNO), que é
considerada o principal reservatorio de NO nas células, além de ser uma molécula
sinalizadora de longa distancia. Por meio de uma ligacao covalente, o NO pode se
ligar a glutationa reduzida (GSH), formando GSNO (Corpas et al., 2013; Nabi et al.,
2019; Singhal et al., 2021). A degradagcdo da GSNO a glutationa oxidada (GSSG) e
amoénia (NHs) é catalisada pela enzima S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR),
constituindo um importante papel na regulagdo dos niveis intracelulares de NO
(Salgado et al., 2013; Jahnova et al., 2019).

Diversos estudos relatam o papel do NO durante o crescimento e
desenvolvimento de plantas em condi¢cbes normais e de estresse, como a seca,
atuando como uma molécula sinalizadora capaz de ativar enzimas eliminadoras de
EROs (Nabi et al., 2019; Silveira et al., 2019). Porém, as plantas cultivadas em
condicbes de DH passam por varios mecanismos adaptativos que auxiliam na
reducdo do estresse, incluindo alongamento das raizes, diminuigdo da area foliar e
da permeabilidade da cuticula, e muitas dessas aclimata¢des podem envolver o NO
(Nabi et al., 2019; Singhal et al., 2021).

As respostas induzidas pelo NO incluem o controle sobre a fisiologia
estomatica, reduzindo a transpiragdo (Nabi et al., 2019); o aumento da eficiéncia
fotossintética, resultando em efeitos sobre a biomassa e aumento do conteudo de
clorofila (Oliveira et al., 2016); alteragdo na arquitetura das raizes, promovendo a
formacao de raizes laterais, raizes adventicias, pelos radiciais e o crescimento de
raizes principais (Lombardo et al., 2006; Lira-Ruan et al., 2013; Lombardo e
Lamattina, 2018); diminuicdo dos danos oxidativos, através da eliminacdo de EROs
e aumento da atividade das enzimas antioxidantes, em que ha alteracido da

expressao génica e atividade proteica (Gan et al., 2015); produgado de compostos
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antioxidantes (Wang et al., 2016); e aumento no CRA (Silveira et al., 2016).

O NO é um importante mensageiro secundario que auxilia em diversas
funcdes estomaticas em varias espécies de plantas (Ahammed et al., 2021). Porém,
o efeito do NO sobre a fisiologia estomatica depende fundamentalmente da
concentragcédo, podendo aumentar ou reduzir a gs (Silveira et al., 2016). Ele pode
atuar como um modulador endégeno de ABA, regulando o fechamento estomatico
induzido pelo ABA, para inibir a perda de agua (Ahammed et al., 2021). Estudos
anteriores relataram a ambiguidade na fungcdo do NO sobre a sinalizagdo do ABA,
podendo ser importante também para a abertura estomatica, através da S-nitrosagao

de proteinas (Silveira et al., 2016; Singhal et al., 2021).

2.4 Doadores de NO

A aplicacdo de moléculas doadoras de NO em plantas de forma exdgena é
capaz de estimular respostas de tolerancia frente a situacdes de estresse, além de
ser uma estratégia amplamente utilizada para esclarecer como o NO afeta o
metabolismo e a fisiologia das plantas em condigdes estressantes, promovendo a
toleréncia delas frente situacdes de estresse (Nabi et al., 2019; Silveira et al., 2021).
Estes doadores de NO sdo importantes na aplicagdo exdégena do NO, devido as
caracteristicas quimicas desta molécula que torna inviavel o seu uso direto (Seabra
et al., 2015). Existem diversas classes de doadores de NO, que diferem em relagéo
a estrutura quimica, meia-vida e taxa de liberacdo de NO, com sua agao
dependendo de fatores como a concentragéo, pH, luz e temperatura (Seabra et al.,
2015; Silveira et al., 2021)

Uma das classes mais importantes de moléculas doadoras sdo os RSNOs,

como a GSNO, S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC) e o acido S-nitroso-
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mercaptosuccinico (S-nitroso-MSA). Os RSNOs, como o GSNO, apresentam baixo
peso molecular, sdo térmica e fotoquimicamente instaveis e liberam NO através da
clivagem da ligacdo do enxofre com o NO, sem que haja produgdo de compostos
téxicos (Oliveira et al., 2016; Silveira et al., 2016; Silveira et al., 2021). Porém, o
carater relativamente instavel destes doadores pode causar liberagdo rapida e
excessiva de NO, causando toxicidade, devido ao fato do NO poder reagir com
outras moléculas e causar danos nas membranas celulares (Seabra et al., 2015; Hill
et al., 2010).

Portanto, uma estratégia eficiente para liberagao controlada de NO e para
reduzir a fotossensibilidade e instabilidade destas moléculas é a incorporagao das
moléculas doadoras em nanoparticulas (NPs), protegendo-as da rapida degradacao,
e garantindo uma liberagao lenta e gradual de NO, prolongando e melhorando seus
efeitos (Seabra et al.,, 2015; Silveira et al.,, 2021). Além disso, a aplicacao de
nanotecnologia em plantas, principalmente na agricultura, tem aumentado
significativamente nos ultimos anos, pois constitui uma ferramenta importante na
tentativa de alcangar produgdes maiores e mais sustentaveis (Fiol et al., 2021;
Seabra et al., 2014).

A quitosana é um biopolimero derivado da quitina e bastante utilizado na
producao de NPs. As propriedades mucoadesivas comuns as quitosanas facilitam o
transporte de compostos ativos, como os doadores de NO, pelas membranas
celulares (Seabra et al., 2014), enquanto as fortes interagbes eletrostaticas do
esqueleto de quitosana com as moléculas doadoras levam a uma alta eficiéncia de
encapsulacdo, permitindo aplicagao versatii de NPs de quitosana carreando
doadores de NO na medicina e na agricultura (Pelegrino et al., 2017).

Esse derivado de quitina é biodegradavel e constitui um polimero de baixo
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custo, podendo ser isolado em residuos marinhos, a partir de insetos e fungos (Yu et
al., 2021). Além disso, tal substancia é biocompativel e oferece baixa toxicidade aos
seres vivos, sendo pouco danosa para a aplicagdo no solo. A quitosana possui
atividade promotora do crescimento vegetal, antimicrobiana, além de n&o apresentar
influéncia negativa sobre o metabolismo vegetal (Seabra et al., 2014; Yu et al.,,
2021). Além disso, a quitosana pode apresentar alguns efeitos positivos, como
melhorar as respostas fisiolégicas das plantas e mitigar os efeitos adversos
causados por estresses abidticos (Hidangmayum et al., 2019). Ha evidéncias de que
a aplicagdo de quitosana pode estimular a taxa fotossintética, o fechamento
estomatico, o aumento de enzimas antioxidantes além da indugdo da produgao de
acidos organicos, acgucares, aminoacidos e metabdlitos envolvidos no ajuste
osmotico (Hidangmayum et al., 2019; Yu et al., 2021).

Oliveira et al (2016), em um estudo pioneiro na aplicagdo de NPs como
carreadoras de NO em plantas, verificaram o efeito de NPs de quitosana contendo
S-nitroso-MSA sobre plantas de milho submetidas ao estresse salino. Os resultados
indicaram liberagcdo mais lenta e controlada de NO, resultando em protecdo contra
os efeitos negativos da alta salinidade, incluindo melhora na atividade do
fotossistema Il, teor de clorofila e crescimento das plantas.

Lopes-Oliveira et al (2019) verificaram que em condi¢des de estresse
luminoso, a aplicagdo de NPs de quitosana carreando S-nitroso-MSA favoreceu o
desenvolvimento de mudas de Heliocarpus popayanensis, espécie arborea pioneira
da Mata Atlantica. Ja para Cariniana estrellensis, espécie arborea néo pioneira, nao
houve alteracbes no desenvolvimento das mudas com a aplicacdo das NPs
liberadoras de NO.

Silveira et al (2019) realizaram ensaios com plantas de cana-de-agucar
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cultivadas em solugao nutritiva, submetidas ao DH e pulverizadas com GSNO livre e
nanoencapsulado em NPs de quitosana. De maneira geral, tanto o GSNO
nanoencapsulado quanto livre foram capazes de atenuar os efeitos da seca. No
entanto, apenas o doador nanoencapsulado levou a maiores taxas fotossintéticas e
aumento na razao raiz/parte aérea.

Mais recentemente, Silveira et al (2021) realizaram um estudo em que plantas
de cana-de-agucar bem hidratadas foram comparadas com plantas submetidas ao
DH e previamente pulverizadas com diferentes doadores de NO nanoencapsulados,
sendo eles, S-nitroso-MSA, GSNO, SNAC e nitroprussiato de sodio (SNP). A
pulverizacdo de SNAC atenuou de maneira parcial o impacto do DH sobre a
fotossintese, manteve a EUA semelhante as bem hidratadas e promoveu o
crescimento das plantas. SNAC e GSNO foram capazes de melhorar a fotossintese
também durante o periodo de recuperacao das plantas ao DH. A aplicagcdo de SNP
nao foi eficaz em atenuar os efeitos do DH. De maneira geral, com os resultados
obtidos, Silveira et al (2021) verificaram que a pulverizagdo foliar com SNAC ou
GSNO foram as melhores alternativas para melhorar o desempenho fisioldgicos das
plantas apos o DH.

Em um estudo com H. popayanensis, espécie arbdérea nativa da Mata
Atlantica, do Carmo et al (2021) verificaram que a nanoencapsulagdo em quitosana
desacelerou a liberacdo de NO através do doador S-nitroso-MSA, apresentando
maiores niveis de RSNO nas raizes e folhas. Além disso, mesmo sem estar
nanoencapsulado, o doador de NO foi capaz de evitar a queda da fotossintese
induzida pelo DH nessa espécie. Porém, as NPs contendo o S-nitroso-MSA
induziram este efeito mais rapidamente, com menos aplicacdes. Além disso, apenas

o doador nanoencapsulado foi capaz de aumentar o CRA das folhas e a formagao
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de pelos radiciais em plantas estressadas pelo DH.

Estes resultados indicam um importante papel desempenhado pelo NO em
plantas submetidas a seca, destacando o potencial de aplicagdo das NPs
liberadoras de NO na obtencdo de mudas de arvores mais tolerantes a seca. Porém,
€ essencial verificar se a protegdo contra os efeitos danosos do DH também ocorre
em outras espécies e em diferentes grupos ecoldgicos, e se o efeito protetor

permanece mesmo sob DH severo.
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Resumo

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula sinalizadora envolvida na prote¢cado de plantas
contra a deficiéncia hidrica (DH). Porém, sua aplicacao é dificultada devido a sua
natureza quimica instavel. A nanoencapsulacdo de moléculas doadoras de NO
constitui uma estratégia para propiciar liberagcao lenta e eficaz deste gas, o que
poderia aumentar a sua atividade biologica. Assim, este estudo teve por objetivo
avaliar o efeito de tratamentos com nanoparticulas (NPs) de quitosana contendo o
doador de NO S-nitrosoglutationa (GSNO) em mudas das espécies arboreas
Cariniana estrellensis e Cecropia pachystachya submetidas ao DH severo em casa
de vegetagdo. Foi testada a hipotese de que o GSNO nanoencapsulado induz
respostas efetivas na protegdo das mudas contra os efeitos deletérios da seca. As
mudas em DH foram tratadas por trés dias alternados com NPs contendo GSNO,
nas concentracoes 25 e 50 yM para C. pachystachya e 200, 400 e 600 uyM para C.
estrellensis, além de dois tratamentos controles que nao receberam formulagéo, um
com plantas mantidas em DH e outro com plantas em capacidade de campo. A
condutancia estomatica (gs) das plantas foi medida diariamente, juntamente com a
avaliacao dos sintomas de murcha. No quinto dia de DH, foram medidos a eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema Il (F./Fm), 0 potencial hidrico, conteudo relativo
de agua (CRA) das folhas e a biomassa das plantas de ambas as espécies. Para C.
estrellensis, ainda, foram avaliadas a taxa fotossintética e transpiragdo. Para C.
pachystachya, o tratamento com 50 yM aumentou a gs das plantas em DH ao
amanhecer (que diminuiu no decorrer do dia), aumentou o F./Fm, potencial hidrico e
CRA. Nenhum parametro avaliado em C. estrellensis respondeu a aplicacdo de NO
em nenhuma concentragcdo. Os parametros relativos aos sintomas de murcha e
biomassa nao foram alterados com a aplicagdo de NO em nenhuma espécie. De
maneira geral, os resultados evidenciaram que a aplicagdo do doador GSNO
nanoencapsulado pode aumentar a tolerancia a seca de plantas de C.
pachystachya, no entanto, ndo apresentou efeito sobre C. estrellensis. Estes
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resultados indicam o potencial da aplicacdo de NPs liberadoras de NO para a
obtencdo de mudas de algumas espécies arboreas mais tolerantes a seca, para
utilizagdo em programas de reflorestamento.

Palavras-chave: Quitosana, Nanoparticulas, Déficit hidrico, Condutancia
estomatica, Reflorestamento.

Abstract

Nitric oxide (NO) is a signaling molecule involved in plant protection against water
deficit (WD). However, its application is hampered due to its unstable chemical
nature. The nanoencapsulation of NO donor molecules is a strategy to provide slow
and efficient release of this gas, which might increase its biological activity. Thus, this
study aimed to evaluate the effect of treatments with chitosan nanoparticles (NPs)
containing the NO donor S-nitrosoglutathione (GSNO) in seedlings of the tree
species Cariniana estrellensis and Cecropia pachystachya submitted to severe WD
in a greenhouse, hypothesizing that nanoencapsulated GSNO induces effective
responses in protecting seedlings of different ecological groups against the
deleterious effects of drought. The seedlings were treated for three alternate days
with NPs containing GSNO, at concentrations 25 and 50 uM for C. pachystachya and
200, 400 and 600 uM for C. estrellensis, as well as control treatments in WD and field
capacity without receiving formulation. Stomatal conductance (gs) of the plants was
measured daily, along with the evaluation of wilting symptoms. On the fifth day of
WD, the maximum efficiency of photosystem Il (F./Fm), water potential, relative water
content (RWC) of the leaves, and plant biomass of both species were measured. For
C. estrellensis, photosynthetic rate and transpiration were also measured. For C.
pachystachya, the treatment with 50 uM increased the gs of plants in WD at dawn
and decreased it during the day, increased the F./Fm, water potential and RWC.
Cariniana estrellensis did not respond to the application of NO in any concentration,
in any parameter. The parameters related to wilting symptoms and biomass were not
altered with the application of NO in any species. In general, the results showed that
the use of nanoencapsulated GSNO protected the seedlings of C. pachystachya
submitted to WD, but showed no effect on C. estrellensis, highlighting the potential of
the application of NO-releasing NPs to obtain seedlings of some drought-tolerant tree
species for reforestation programs.

Key-words: Chitosan, Nanoparticles, Drought, Stomatal conductance, Reforestation.
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3.1 Introducéao

A atividade humana promove o aumento dos gases estufa na atmosfera,
ocasionando o aquecimento global, e com ele, as consequentes alteragbes nos
padroes de ocorréncia de chuvas, onde a sobrevivéncia de espécies de plantas em
ambientes naturais se torna prejudicada (Ojima et al., 2021; Zandalinas et al., 2021;
Zeng et al., 2021).

Agravando este fato, o bioma Mata Atlantica tem perdido cobertura vegetal e
sofrido fragmentacdo devido a agao antrépica, contribuindo para as mudancgas
climaticas. A Mata Atlantica é considerada um dos trés hotspots de biodiversidade
mais vulneraveis a essas alteragdes do clima (Ribeiro et al., 2011; Macedo et al.,
2021).

Nesse sentido, a necessidade da restauracdo florestal de ambientes
degradados, com a utilizagdo de espécies arbdreas nativas, € cada vez mais urgente
(Calzavara et al., 2017; Philipson et al., 2020), principalmente em regides tropicais,
que apresentam alta biodiversidade e demanda por restauragao florestal (Nolan et
al., 2018; Philipson et al., 2020).

Os ecossistemas florestais em regeneragdo influenciam diretamente na
manutengdo do ciclo do carbono, devido ao acumulo de biomassa, e no ciclo da
agua, principalmente em ambientes continentais, com a formacédo de fluxos
concentrados de vapor d’agua, através do processo de evapotranspiragao
(Cunningham et al., 2015; Ellison et al., 2017; Macedo et al., 2021).

Estudos com foco nas respostas de mudas arbdreas a fatores de estresse
abidticos, bem como o desenvolvimento de estratégias e tecnologias para melhorar
a tolerancia das mudas ao estresse, sdo essenciais para aumentar o sucesso de

programas de reflorestamento (Nolan et al., 2018; Philipson et al., 2020). O déficit
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hidrico (DH) se mostra como um dos principais fatores de estresse que podem
prejudicar o crescimento e desenvolvimento de mudas de espécies arboreas (Nolan
et al., 2018).

Em situacdes de DH, ocorre limitacdo nas trocas gasosas pela planta devido
ao aumento nos niveis de acido abscisico (ABA). Isso leva ao fechamento
estomatico, refletindo em diminuicdo da transpiracdo e da taxa fotossintética e,
consequentemente, em uma menor biomassa € um menor crescimento da planta
(Hasanuzzaman et al.,, 2017; Hasanuzzaman et al., 2021). Além disso,
frequentemente é observado diminui¢gdo no conteudo relativo de agua e no potencial
hidrico das plantas, diante da falta de agua no solo (Nolan et al., 2018; Gupta et al.,
2020).

Diversos estudos tém observado a eficiéncia do oOxido nitrico (NO) na
protecao de plantas contra situagdes extremas (Farnese et al., 2016). O NO é uma
espécie reativa de nitrogénio, pequena, gasosa, que atua como uma molécula
sinalizadora associada a um espectro variado de vias de transducdo de sinais
ligadas a resposta contra estresses abioticos (Singhal et al., 2021; Farnese et al.,
2016). Dependendo de sua concentragdo, ele apresenta papéis diversos e cruciais,
desde a germinacdo da semente até a maturidade das plantas (Shingal et a., 2021).
Estudos recentes apresentam o NO como um componente crucial em numerosas
redes de sinalizagdo em plantas, que interagem com auxinas, giberelinas, ABA,
etileno, acido jasménico, brassinosterdides, peréxido de hidrogénio (H202),
melatonina, sulfeto de hidrogénio, acido salicilico, leva a alteragdo na expresséao de
genes e modulam o crescimento e desenvolvimento sob estresses (Sami et al.,
2018; Sahay et al., 2019; Singhal et al., 2021).

Devido a natureza quimica da molécula de NO, moléculas doadoras
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exogenas vém sendo amplamente utilizados para provocar respostas metabdlicas e
fisioloégicas de tolerancia em plantas submetidas a condigdes estressantes (Silveira
et al., 2021). Uma das classes importantes de moléculas doadoras de NO sao os S-
nitrosotiodis (RSNOs), como a S-nitrosoglutationa (GSNO), que possuem baixo peso
molecular e sdo sensiveis a luz e ao calor, podendo se decompor e liberar NO rapida
e exageradamente (Silveira et al., 2021). Uma maneira de reduzir a suscetibilidade
dos doadores de NO é a incorporagao deles em nanomateriais, que surgiu com a
finalidade de proteger as moléculas da degradacdo rapida (Seabra et al., 2015;
Silveira et al., 2021). Uma das técnicas mais utilizadas € a incorporagcdo do doador
em nanoparticulas (NPs) de quitosana, pois ela € uma substancia biodegradavel,
biocompativel, amplamente utilizada como um sistema nanocarreador (Silveira et al.,
2021).

Varios estudos tém obtido resultados positivos da aplicacdo de NPs de
quitosana contendo molécula doadora de NO em plantas sob estresse (Oliveira et
al., 2016; Silveira et al., 2016; Silveira et al., 2019; Lopes-Oliveira et al., 2019; do
Carmo et al.,, 2021), inclusive alguns relacionados ao DH (Silveira et al., 2016;
Silveira et al., 2019; do Carmo et al., 2021). Contudo, ainda € necessario aprofundar
0 conhecimento acerca dessa tecnologia para a produ¢cao de mudas mais tolerantes
ao DH, principalmente, considerando um contexto em que os eventos de seca
possam ser mais intensos e prolongados.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito protetor do tratamento
com o doador GSNO incorporado em NPs de quitosana sobre mudas de espécies
arboreas nativas da Mata Atlantica muito utilizadas em programas de
reflorestamento, Cecropia pachystachya e Cariniana estrellensis, submetidas a

deficiéncia hidrica severa, em condicbes de casa de vegetagcdo. A hipotese
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estabelecida € que a GSNO nanoencapsulada protege mudas de C. pachystachya e

C. estrellensis contra os efeitos deletérios do DH.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material vegetal e condi¢des de cultivo

Dentre as espécies arbdreas nativas da Mata Atlantica comumente
associadas ao plantio em sitios de reflorestamento ativo de ecossistemas de
Floresta Estacional Semidecidual, destacam-se Cecropia pachystachya Trécul
(Urticaceae) e Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze (Lecythidaceae).

C. pachystachya, popularmente, conhecida como Embauba-do-brejo, € uma
especie pioneira e intolerante a sombra, com quatro a oito metros de altura,
caracteristica das associacdes secundarias, colonizadora, estabelecendo-se
rapidamente em clareiras e na borda de matas (Lorenzi, 2008; Carvalho, 2014).

C. estrellensis, popularmente, conhecida como Jequitiba-branco, € espécie
secundaria tardia e semidecidua, tolerante a sombra, com 15 a 35 metros de altura,
sendo considerada ameacgada de extingao (Lorenzi, 2008; Carvalho, 2014).

Sementes de C. pachystachya e C. estrellensis adquiridas comercialmente
foram semeadas em areia esterilizada. Apds cerca de 60 dias, foi feito o transplantio
das plantulas para tubos de polipropileno de 290 mL (uma plantula em cada),
contendo um substrato comercial composto por vermiculita, carvao vegetal, casca de
Pinus/Eucalipto e p6 de coco (Fertilizare, Toledo, Parana, Brasil), suplementado com
5 g/L de um fertilizante de liberagédo controlada (14% N, 14% P20s5 e 14% K20). As
mudas transplantadas foram mantidas bem hidratadas em casa de vegetagdo com

sombreamento parcial (60% de retengdo de luz) por cerca de trinta dias, para
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atingirem um crescimento 6timo. Apds esse periodo, elas foram acomodadas em
casa de vegetacdo sem sombreamento e permaneceram bem hidratadas por
quarenta e cinco dias antes de iniciar a aplicagao dos tratamentos, como forma de

aclimatacao as condigbes de luminosidade e temperatura.

3.2.2 Preparo das formulac@es e aplicacéo dos tratamentos

As NPs de quitosana foram obtidas através do método de gelificacado
ionotrépica. Primeiramente, a quitosana foi dissolvida em acido acético 1% e foi
adicionada a GSH a solugao. A mistura foi mantida em agitagdo magnética por
noventa minutos, seguida da adicdo gota a gota de trifosfato de sédio (TPP),
obtendo-se uma suspensado de NPs contendo 20 mM de GSH como concentragao
final. Antes da aplicagado das NPs nas plantas foi adicionado nitrito de sédio (NaNO2)
a suspensao de NPs, para que houvesse a nitrosacdo levando a formacéo de
GSNO, que foi mantida em geladeira (a 10°C) no escuro por uma hora. Apos este
periodo, a solugdo a 20 mM foi diluida em agua destilada para as concentragdes
desejadas.

O tratamento foi iniciado quando as plantas atingiram cerca de dez
centimetros de altura. Os seguintes tratamentos foram dispostos em delineamento
em blocos casualizados, com doze repetigdes cada: capacidade de campo (CC),
déficit hidrico (DH), DH + NPs contendo GSNO a 25 (NO 25) e 50 uM (NO 50) para
a C. pachystachya; e CC, DH, DH + NPs contendo GSNO a 200 (NO 200), 400 (NO
400) e 600 pM (NO 600) para a C. estrellensis. As concentragdes das NPs
liberadoras de NO utilizadas foram previamente selecionadas a partir de um
experimento teste, no qual as doses que se destacaram em proteger as trocas

gasosas das mudas de C. pachystachya estressadas foram escolhidas (Apéndice).
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Para C. estrellensis, nenhuma dose se destacou no experimento teste (Apéndice);
portanto, foram selecionadas concentragdes maiores para testar seus efeitos. As
condigbes dos tratamentos foram determinadas a partir de testes preliminares, no
qual mudas de ambas as espécies foram privadas da rega, a fim de avaliar o seu
perfil de resposta frente ao DH (dados ndo mostrados).

Ao iniciar os tratamentos, 30 mL de formulagdes recém-preparadas foram
aplicadas diretamente no solo, por trés dias alternados, totalizando trés aplicacdes.
As plantas do tratamento DH receberam o mesmo volume de agua destilada e as
plantas do tratamento em capacidade de campo receberam irrigagao diaria, até que
o solo atingisse a saturacao maxima de agua e o excesso escorresse pelo fundo do
tubo de polipropileno. Entre os dias de tratamento todas as plantas receberam
irrigacdo normalmente. Ao final da terceira e ultima aplicagdo das suspensdes de
NPs foi imposto o DH através da interrupgao da rega.

Os parametros de trocas gasosas foliares foram medidas a partir do término
da ultima aplicagao das formulagdes até o terceiro dia de DH. Quatro dias apds a
imposi¢ao do DH, ou seja, quando as plantas dos tratamentos em DH atingiram a
murcha permanente, foram realizadas novamente as medigdes de trocas gasosas e
anadlises destrutivas de cinco réplicas bioldgicas por tratamento, para mensurar o
potencial hidrico das plantas, o conteudo relativo de dgua e a massa seca. As outras
sete réplicas por tratamento foram acompanhadas por avaliagao diaria de sintomas
até o aparecimento de sinais de necrose foliar, que se deu, em média, ao sétimo dia

de DH.

3.2.3 Trocas gasosas

Para as mudas da espécie C. estrellensis, foram avaliadas a taxa
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fotossintética liquida (A, ymol m=2 s*') e a transpiragédo (E, mmol m=2 s™'). As medidas
foram realizadas utilizando um analisador de gas infravermelho (IRGA) portatil
modelo LICOR 6400 XT (LI-COR Biosciences, Lincoln, EUA) conectado a uma
camara de 6 cm? sob uma radiacdo fotossinteticamente ativa saturante de 1500
umol m2 s e fluxo de 400 umol m= s'. Tais medidas foram realizadas as 7:30 da
manha, em dias ensolarados, ao final da ultima aplicagao das formulacdes e ao final
do experimento.

Para as mudas de C. pachystachya e C. estrellensis, analisou-se a eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) em folhas intactas por meio de um
fluorémetro OS1p (Opti-Sciences, Hudson, EUA), conforme descrito por Shimizu et
al. (2006), antes do amanhecer (05:00-06:00 h)

Ao longo dos dias de DH, foi realizada a medida da condutancia estomatica
(gs, mmol m2 s™') na face abaxial das folhas das duas espécies, com um porémetro
foliar SC-1 (Decagon, Pullman, Washington, EUA) em quatro tempos preé-

estabelecidos: as 7:30 h, 10 h, 14 h e 16 h.

3.2.4 Potencial hidrico

O potencial hidrico das plantas de ambas as espécies foi medido na parte
aérea utilizando uma camara de pressao do tipo Scholander (Soil Moisture — SAPSII,
modelo 3115, Santa Barbara, CA, EUA), as 6:30 da manha, utilizando gas N2. A
parte aérea com as folhas foi colocada em um recipiente hermético que suporta a
pressdo do gas inerte e, ao adicionar o gas, foi observada a seiva exsudando pelo
caule. O valor marcado no manémetro no instante que a seiva exsuda é o valor do
potencial de pressdo da seiva do xilema e, como o potencial osmético nesse caso

pode ser considerado insignificante, considera-se esse valor como o potencial
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hidrico em MPa.

3.2.5 Conteudo relativo de agua

Para estimar o conteudo relativo de agua (CRA) de folhas de C. pachystachya
e C. estrellensis, foi coletado cerca de 0,1 g de massa fresca das folhas, as 6:30 da
manha. Em seguida, as folhas coletadas foram submersas em agua destilada por 24
horas, e apds este periodo foi aferida a massa turgida. Apés permanecer em estufa
a 60°C por 72 horas, foi obtida a massa seca (Smart e Bingham, 1974).

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

Masza fi"FSfE ~Mased s8cd

CRA (o) =

.. X
Massa FJTgIdE-ﬂLESEE ieid

3.2.6 Parametros de murcha

Os sintomas das plantas ao déficit hidrico foram avaliados diariamente. Foram
avaliados a resisténcia da planta a murcha, ou seja, numero de dias sem que a
planta apresentasse sintoma de murcha, resisténcia a murcha permanente, ou seja,
o numero de dias até ser identificada a murcha permanente, e a resisténcia das
plantas a necrose, ou seja, 0 numero de dias até que aparega os primeiros sinais de

necrose foliar (Giauque et al., 2019).

3.2.7 Andlises de crescimento

Para avaliar o crescimento das mudas, foram mensuradas as massas secas
da raiz, caule e folhas, ao término do experimento, ou seja, no quarto dia de déficit
hidrico. Para isso, as partes vegetativas foram secas a 60 °C por 72 h, e, depois,
pesadas. Foi calculado a massa seca total das plantas (soma do peso seco de todos

0s 0rgaos) e razao entre a massa seca da raiz e com a da parte aérea (massa seca
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da raiz dividida pela massa seca das folhas e caule).

3.2.8 Analise estatistica

No experimento, para cada espécie, foi adotado o delineamento em blocos ao
acaso. Doze réplicas biologicas foram utilizadas para as analises de Fv/Fm € gs. Para
os dados de parametros de resisténcia a murcha, A e E, foram utilizadas sete
réplicas. Para os dados de potencial hidrico, CRA e crescimento foram utilizadas
cinco réplicas bioldgicas. Os dados foram submetidos a testes de normalidade
(Shapiro Wilk-W) e de homogeneidade de variancia (Levene) para, em seguida,
serem submetidos a uma Analise de Variancia (ANOVA), e Analise de Variancia de
medidas repetidas para gs, pelo software STATISTICA. Quando necessario, 0s
dados foram transformados em log ou raiz quadrada para atingir os pressupostos
dos testes paramétricos. Os dados de porcentagem e propor¢cdo foram
transformados em arco seno da raiz quadrada da propor¢cdo. Quando detectada
significancia pela ANOVA, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey

(p<0,05).

3.3 Resultados

Com relagao a gs das mudas de C. pachystachya, no primeiro dia de DH, ndo
houve diferencga entre os tratamentos; as plantas em CC e DH apresentaram valores
semelhantes, independente da aplicagdo de NO (Fig. 1a). Para o segundo dia de
DH, observou-se diminuigdo da gs das plantas em relagdo a CC, porém, na primeira
medida da manha, as 7:30 h, as mudas em DH tratadas com NO 50 uM
apresentaram a maior média entre as plantas em DH (aumento de 11,6% em relagéo

ao tratamento DH) (Fig. 1b). Ja as 10 h e 14 h, no tratamento NO 50, foi observada a
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menor gs entre as plantas em DH (Fig. 1b). As 16 h ndo houve diferenca entre os
tratamentos em DH, diferindo apenas DH de CC, que apresentou a maior média
(Fig. 1b). Com relagdo ao terceiro dia de DH, as 7:30 h da manha, ndao houve
diferengca entre os tratamentos mantidos em condigdes de seca; apenas foi
detectada a diferenca entre as plantas em DH e as em CC (Fig. 1c). As 10 h da
manha, as plantas em DH que receberam o NO a 50 uyM apresentaram a maior gs
(aumento de 175% em relagdo ao tratamento DH), sendo o tratamento NO 25 pM
com valor semelhante ao NO 50 e ao tratamento DH sem a adicdo das NPs
liberadoras de NO (Fig. 1c). As 14 h e 16 h, o DH continuou a induzir os menores
valores de gs, porém nao houve diferenca entre os tratamentos que receberam ou

nao NO (Fig. 1c).
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Fig. 1. Condutancia estomatica (gs) de mudas de Cecropia pachystachya as 7:30 h,
10 h, 14 h e 16 h do primeiro (a), segundo (b) e terceiro dia de experimento (c). CC:
Capacidade de campo; DH: déficit hidrico; NO 25: déficit hidrico + nanoparticulas de
quitosana contendo GSNO a 25 uM; NO 50: déficit hidrico + nanoparticulas de
quitosana contendo GSNO a 50 yM. Os dados estdo expressos como média + erro
padrdo (n = 12). Letras iguais acima das barras indicam médias semelhantes, de
acordo com a ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para as mudas de C. estrellensis, ja no primeiro dia de suspensao da
irrigacao, foi observada diminuigdo na gs das mudas em relagdo aquelas mantidas
na CC, em todos os horarios de medi¢des; porém, nenhum tratamento com adi¢cao
das NPs liberadoras de NO diferiu do tratamento apenas em DH (Fig. 2a). Para o

segundo e terceiro dia de seca, o0 mesmo padréo relacionado ao primeiro dia foi
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observado, ou seja, o DH diminuiu a gs das plantas, porém a adicdo de NO em

qualquer concentragao nao foi capaz de induzir algum efeito (Fig 2b, c).
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Fig. 2. Condutancia estomatica (gs) de mudas de Cariniana estrellensis as 7:30 h, 10
h, 14 h e 16 h do primeiro (a), segundo (b) e terceiro dia de experimento (c). CC:
Capacidade de campo; DH: déficit hidrico; NO 200: déficit hidrico + nanoparticulas
de quitosana contendo GSNO a 200 uM; NO 400: déficit hidrico + nanoparticulas de
quitosana contendo GSNO a 400 uM; NO 600: déficit hidrico + nanoparticulas de
quitosana contendo GSNO a 600 pM. Os dados estdo expressos como média £ erro
padrdo (n = 12). Letras iguais acima das barras indicam médias semelhantes, de
acordo com a ANOVA de medidas repetidas seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).

Com relagdo aos valores de F.J/Fm das plantas de C. pachystachya, foi

possivel observar grande diminuicdo nas plantas em DH, em comparagdo as



55

hidratadas (decréscimo de 87,0%) (Fig. 3a). Porém, as plantas que receberam o
doador nanoencapsulado a 50 yM apresentaram valor cerca de 50% maior do que
as plantas sem NO e que receberam o doador nanoencapsulado a 25 uM (Fig. 3a).
Para C. estrellensis, a falta de agua também resultou em diminuicdo do Fv/Fm
(decréscimo de 80,4%), porém em nenhuma concentragdo com o doador

nanoencapsulado foi observada diferenga em relacédo as plantas somente em DH

(Fig. 3b).
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Fig. 3. Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (FJ/Fm) de mudas de
Cecropia pachystachya (a) e Cariniana estrellensis (b) ao final do experimento. CC:
Capacidade de campo; DH: déficit hidrico; NO 25: déficit hidrico + nanoparticulas de
quitosana contendo GSNO a 25 uM; NO 50: déficit hidrico + nanoparticulas de
quitosana contendo GSNO a 50 uM; NO 200: déficit hidrico + nanoparticulas de
quitosana contendo GSNO a 200 uM; NO 400: déficit hidrico + nanoparticulas de
quitosana contendo GSNO a 400 uM; NO 600: déficit hidrico + nanoparticulas de
quitosana contendo GSNO a 600 pM. Os dados estao expressos como média £ erro
padrdo (n = 12). Letras iguais acima das barras indicam médias semelhantes, de
acordo com a ANOVA seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).

A taxa fotossintética e a transpiragdo das plantas de C. estrellensis
mensuradas no dia zero, ou seja, no dia da ultima aplicagdo das NPs liberadoras de

NO e da ultima rega, apresentaram valores semelhantes entre todos os tratamentos



56
(Fig. 4a, b). No quinto dia de DH, foi observado decréscimo de cerca de 90% tanto
na taxa fotossintética quanto na transpiracdo, em todos os tratamentos em DH

independente da aplicagao ou ndo de doador nanoencapsulado (Fig. 4c, d).
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Fig. 4. Taxa fotossintética liquida (A) e Transpiragédo (E) de mudas de Cariniana
estrellensis no dia zero (a e b) e no quarto dia de experimento (c e d). CC:
Capacidade de campo; DH: déficit hidrico; NO 200: déficit hidrico + nanoparticulas
de quitosana contendo GSNO a 200 uM; NO 400: déficit hidrico + nanoparticulas de
quitosana contendo GSNO a 400 uM; NO 600: déficit hidrico + nanoparticulas de
quitosana contendo GSNO a 600 pM. Os dados estao expressos como média £ erro
padrdao (n = 7). Letras iguais acima das barras indicam médias semelhantes, de
acordo com a ANOVA seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).
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O CRA foliar das plantas de C. pachystachya que foram mantidas em DH
diminuiu 53,4% em relagéo as plantas em CC; porém, o tratamento com NO 50 uM
foi capaz de manter o maior CRA das folhas das plantas sob condicbes de seca
(aumento de 32,9% em relagédo ao DH), diferindo do tratamento DH e NO 25 (Fig.
5a). Para a C. estrellensis, o CRA das folhas também diminuiu sob DH (51,8%) com
ou sem adi¢ao de NO (Fig. 5c).

Com relacdo ao potencial hidrico das mudas, o resultado observado
acompanhou o que foi observado no CRA das folhas. Ou seja, as plantas de C.
pachystachya submetidas somente ao DH apresentaram potencial hidrico menor
(mais negativo) em comparagcdo as mudas hidratadas (decréscimo de 84,6%);
porém, o potencial hidrico das mudas do tratamento em DH com as NPs liberadoras
de NO a 50 pM foi maior do que dos outros tratamentos em DH (aumento de 54,6%
em relagao ao tratamento DH) (Fig. 5b).

Nas plantas de C. estrellensis também foi possivel observar a diminuicado no
potencial hidrico das plantas em DH (73,2%), mas ndo houve efeito das NPs

liberadoras de NO (Fig. 5d).
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Fig. 5. Conteudo relativo de agua (CRA) (a e c) e potencial hidrico (Ww) (b e d) de
mudas de Cecropia pachystachya (a e b) e Cariniana estrellensis (c e d) ao final do
experimento. CC: Capacidade de campo; DH: déficit hidrico; NO 25: déficit hidrico +
nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 25 uM; NO 50: déficit hidrico +
nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 50 pM; NO 200: déficit hidrico +
nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 200 uM; NO 400: déficit hidrico +
nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 400 uM; NO 600: déficit hidrico +
nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 600 pM. Os dados estdo expressos
como meédia £ erro padrdo (n = 5). Letras iguais acima das barras indicam médias
semelhantes, de acordo com a ANOVA seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).

Para C. pachystachya e C. estrellensis, o DH n&o interferiu na massa seca
total das plantas e na raz&o entre a massa seca das raizes e da parte aérea, uma
vez que todas as médias se mantiveram semelhantes para as duas espécies,

independente da falta de agua e da aplicagao das NPs liberadoras de NO (Fig. 6).
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Fig. 6. Massa seca total (a e c) e razdo entre a massa seca da raiz e massa seca da
parte aérea (b e d) de mudas de Cecropia pachystachya (a e b) e Cariniana
estrellensis (c e d) ao final do experimento. CC: Capacidade de campo; DH: déficit
hidrico; NO 25: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 25
MM; NO 50: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 50 uM;
NO 200: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 200 uM; NO
400: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 400 uM; NO
600: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 600 pM. Os
dados estdo expressos como média + erro padrao (n = 5). Letras iguais acima das
barras indicam médias semelhantes, de acordo com a ANOVA seguida pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Foram avaliadas a quantidade de dias até que as plantas apresentassem a
murcha inicial, murcha permanente e os primeiros sinais de necrose foliar. Tanto
para C. pachystachya (Fig. 7 a, b, ¢) quanto para C. estrellensis (Fig. 7 d, e, f) esses
parametros nao diferiram entre as mudas que foram mantidas em DH sem aplicacéo

de NO em comparacédo com aquelas em DH em que foram aplicadas NPs contendo
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Fig. 7. Quantidade de dias até a murcha inicial (a e d), Quantidade de dias até a
murcha permanente (b e e) e quantidade de dias até aparecer sinais de necrose
foliar (c e f) de Cecropia pachystachya (a, b e c) e Cariniana estrellensis (d, e e f).
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DH: déficit hidrico; NO 25: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo
GSNO a 25 puM; NO 50: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo
GSNO a 50 uM; NO 200: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo
GSNO a 200 uM; NO 400: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo
GSNO a 400 uM; NO 600: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo
GSNO a 600 pM. Os dados estdo expressos como media + erro padréo (n = 7).
Letras iguais acima das barras indicam médias semelhantes, de acordo com a
ANOVA seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.4 Discusséao

Os resultados obtidos indicaram que as NPs liberadoras de NO aumentaram
a tolerdncia a seca em mudas da espécie C. pachystachya, visto que foram
observados efeitos positivos sobre a gs, eficiéncia fotoquimica maxima do
fotossistema II, CRA das folhas e sobre o potencial hidrico. Ja para a espécie
tolerante a sombra, C. estrellensis, a aplicagcdo do doador de NO nanoencapsulado
nao apresentou efeitos, indicando nenhuma resposta da espécie a aplicagao do NO.
Estes resultados sugerem que as respostas das plantas a aplicacdo de NO pode
variar de acordo com a espécie.

O efeito benéfico do NO nanoencapsulado nas plantas de C. pachystachya,
submetidas ao DH, provavelmente, esta relacionado a liberacdo controlada de NO e
a protecdo do doador contra a degradagao proporcionado pelas NPs. A quitosana
possui propriedades mucoadesivas que podem favorecer a adesao das NPs as
raizes, gerando liberagédo controlada de NO (Seabra et al., 2014) o que explicaria os
resultados observados para C. pachystachya neste estudo. Este fato evidencia o
papel desempenhado pela nanoencapsulacdo na melhoria da biodisponibilidade do
NO para as células vegetais, de maneira local e sistémica (Seabra et al., 2014;
Lopes-Oliveira et al., 2019; do Carmo et al., 2021).

Estudos recentes tém registrado que a incorporagao de doadores de NO em

NPs de quitosana gera liberagdo de NO mais sustentada em comparagao com os
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doadores livres, ou seja, a decomposi¢do do doador e a liberacdo de NO se da de
maneira gradual, por periodos maiores, contribuindo para prolongar os efeitos do NO
no metabolismo vegetal (Oliveira et al., 2016; Lopes-Oliveira et al., 2019; do Carmo
et al., 2021). Dada a biodegradabilidade, biocompatibilidade e sintese de baixo custo
das NPs contendo S-nitrosotiois, elas emergiram como uma solugao sustentavel e
econdmica na tentativa de ajudar a melhorar a tolerancia das plantas contra a seca
(Seabra et al., 2015; do Carmo et al., 2021).

Oliveira et al (2016) verificaram o efeito de NPs de quitosana contendo S-
nitroso-MSA sobre plantas de milho em condigdes de estresse salino. Observaram
que o doador nanoencapsulado promoveu a liberagao lenta e controlada de NO, que
resultou em protecdo contra os efeitos do estresse salino. Porém, no presente
estudo, os efeitos positivos da nanoencapsulagdo do doador GSNO nao foram
observados para a espécie tolerante a sombra C. estrellensis, indicando que essa
espécie parece ser menos responsiva ao NO, mesmo testando diferentes doses.

Lopes-Oliveira et al. (2019) observaram que, em condi¢gbes de sol pleno no
viveiro, o uso de NPs carreando S-nitroso-MSA favoreceu o desenvolvimento de
mudas da espécie arbdérea intolerante a sombra Heliocarpus popayanensis,
enquanto para C. estrellensis (tolerante a sombra) n&o houve alteragdes na fisiologia
das mudas com a aplicacdo do doador de NO, tanto em sua forma livre quanto
nanoencapsulado.

Os resultados obtidos através no presente estudo evidenciam que somente a
espécie intolerante a sombra respondeu a aplicagdo do doador nanoencapsulado.
Portanto, é possivel que o NO esteja envolvido na resposta de C. pachystachya sob
DH, mas nao de C. estrellensis, o que sugere que o efeito € dependente da espécie,

corroborando os resultados de Lopes-Oliveira et al. (2019). Portanto, € importante
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que sejam desenvolvidos estudos com maior numero de espécies.

Para as plantas de C. pachystachya, o NO alterou o comportamento
estomatico ao longo do dia, mantendo maiores gs ao amanhecer e menores a
medida que as horas passaram. O NO pode atuar aumentando ou diminuindo a gs,
dependendo da dose aplicada (Wang et al., 2016; Casaretto et al., 2020; do Carmo
et al.,, 2021). Sob as condi¢gdes deste estudo, ambas as espécies apresentaram
controle estomatico anisohidrico, ou seja, a redugao da abertura estomatica ocorrida
em condi¢des de seca nao foi suficiente para evitar a queda do potencial hidrico.

O NO esta relacionado com a S-nitrosacédo das proteinas Open Stomata 1
(OST1), regulando a sinalizagao de ABA nas células guarda. A S-nitrosacédo da
proteina OST1, mediada pelo NO, afeta a sua atividade, tornando-a inibida.
Portanto, a S-nitrosacdo atua como um regulador negativo da sinalizagdao do ABA
em plantas (Wang et al., 2016; Casaretto et al., 2020; Singhal et al., 2021), processo
que favorece a abertura dos estdbmatos e a assimilacdo de CO2 mesmo em
condigdes de seca (Wang et al., 2016; Casaretto et al., 2020; do Carmo et al., 2021).

Em C. pachystachya, o tratamento NO 50 alterou a fisiologia estomatica no
decorrer do dia. Esta resposta € interessante pois indica que em momentos
favoraveis, como logo ao amanhecer, a manutengao da gs € importante para manter
as trocas gasosas das plantas, porém, a medida que o tempo passa, e o DH se
torna mais intenso devido as condigdes ambientais, a diminui¢do da gs € importante
para manter o status hidrico e a manutengao do metabolismo vegetal.

Ahammed et al (2021) verificaram um importante papel do NO no movimento
estomatico regulado pelo fator de transcricdo SIWRKY81, em tomate. Alguns
estudos tém verificado que o acumulo de NO sintetizado a partir da reducado do

nitrito pela enzima nitrato redutase é essencial para o fechamento dos estdmatos
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(Shi et al., 2015; Li et al., 2020; Nabi et al., 2019; Ahammed et al., 2021). O NO
desencadeia varias mudangas nas células guarda, como aumento de Ca?* e da
alcalinizacao citosdlica, e participa da ativagao dos canais de efluxo de K*, levando
ao aumento do potencial hidrico, efluxo de agua e consequente perda do turgor
celular, levando ao fechamento estomatico (Ahammed et al., 2021). O NO também
pode atuar sobre a resposta estomatica induzida pelo ABA por outras vias de
sinalizagdo, como a ativagdo das cascatas de sinalizagdo das proteinas quinase
ativada por mitdogeno (MAPK) e acumulo de monofosfato ciclico de guanosina
(cGMP), que ativa genes de defesa nas plantas (Nabi et al., 2019).

Similarmente, o ajuste da gs pode ter favorecido a manutencdo do CRA e
potencial hidrico nas plantas de C. pachystachya, pois mesmo submetidas ao DH,
quando tratadas com NO 50, as plantas mantiveram CRA semelhante as plantas em
CC. Além da melhora no CRA, as mudas de C. pachystachya mantidas em DH e e
com aplicacdo das NPs liberadoras de NO a 50 uyM ainda apresentaram potencial
hidrico menos negativo do que as que n&o receberam o tratamento. Em estudo com
plantas de soja, de Sousa et al. (2020) evidenciaram o efeito de doador de NO livre
sobre a manutencgéo do status hidrico das folhas. Individuos sob DH que receberam
o doador de NO apresentaram maior abertura estomatica em comparacao as plantas
em DH que nado receberam o doador. A maior abertura estomatica foi relacionada
com alteragdes morfoanatébmicas, como o aumento da densidade estomatica na face
abaxial das folhas e diminuicdo no tamanho do estdmato na face adaxial, além do
aumento na gs. Essas alteragdes contribuiram para maior condutividade hidraulica,
que resultou em diminuicdo da dessecacao das folhas.

Além disso, do Carmo et al. (2021) verificaram que o doador S-nitroso-MSA

impediu a inibicdo da assimilagdo de CO:2 induzida pelo DH, independente da



65

nanoencapsulagéo, mas o doador nanoencapsulado induziu esse efeito mais cedo
em mudas de H. popayanensis. As NPs liberadoras de NO foram capazes de
aumentar o CRA das folhas de H. popayanensis em DH (de 32,3% para 60,5%),
além de induzir aumento de 36,6% na formacao de pelos absorventes em relagao as
plantas bem hidratas. Silveira et al. (2019) em seu estudo com plantas de cana-de-
agucar, observaram efeito positivo da GSNO no CRA foliar, independente de estar
nanoencapsulada ou livre. E importante ressaltar que diferentemente dos trabalhos
mencionados acima, este estudo testou o potencial da aplicagdo das NPs
liberadoras de NO sob seca severa, em uma espécie tolerante e uma nao tolerante a
sombra.

O tratamento NO 50 foi capaz de manter o maior F./Fm entre as plantas sob
seca. A melhora de parametros relacionados a fotossintese pode estar associada
aos efeitos do NO sobre processos nao estomaticos, como a protecao das
moléculas de clorofila, devido a reducdo de sua degradacdo, prevencdo da
fotoinibicdo devido a melhora na estabilidade do FSIl e protecdo contra o estresse
oxidativo através da inducao da resposta antioxidante (Misra et al., 2014; Oliveira et
al., 2016; Leite et al., 2019; Wang et al., 2019). Em situacées de DH ou estresse
osmoético, o NO pode atuar diretamente sobre a maquinaria fotossintética,
influenciando o complexo liberador de oxigénio ou a organizagdo do complexo do
FSII. A organizagao do FSIl e o estado de oxidagdo do Mn do complexo S0S4 estao
relacionados pois um aumento nos centros do FSIl no estado SO esta conectado a
um aumento na oligomerizagdo da proteina LHCII, o que gera o aumento da
estabilidade do FSII diante do estresse abidtico, e este processo pode ser mediado a
partir da sinalizagdo do NO (Misra et al., 2014). Ainda, o NO pode aliviar os danos do

DH a partir da prevengao da inibicdo da atividade fotoquimica, melhorando a
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abertura dos centros de reagcédo do FSIl, aumentando a capacidade de transporte de
elétrons. O NO também pode estimular a atividade de enzimas importantes para a
fotossintese, como a Rubisco, e desta forma, melhorar a assimilagcdo de CO2 (Gan et
al., 2015; Silveira et al., 2017). Além disso, em nivel molecular, o NO pode induzir a
expressao de genes relacionados a deficiéncia hidrica, que estdo envolvidos em
diversos processos celulares e fisiolégicos, como o sistema de defesa antioxidante,
metabolismo fotossintético, transducao de sinais hormonais, carboidratos e
metabolismo secundario (Misra et al., 2014; Lau et al., 2021). Porém, os detalhes do
processo de sinalizacdo do NO e como ele interage com outras moléculas ainda nao
estdo completamente elucidados (Lau et al., 2021).

Apesar dos efeitos observados da aplicacdo de GSNO nanoencapsulado, eles
nao retardaram a aparicdo de sinais de murcha, necrose foliar e nem afetaram a
biomassa das plantas, em ambas as espécies. Isto pode se dar devido ao tipo de
estresse aplicado neste estudo, ou seja, o sistema de seca severa e rapida, em
tubos de polipropileno pequenos e com rapido decaimento do potencial hidrico. Sera
importante também desenvolver estudos sob seca moderada de longo prazo, com o
objetivo de adicionar informagdes sobre os efeitos do NO sobre mudas de espécies
arbéreas em condi¢cdes diferentes de DH. Todos estes estudos possibilitarao
desenvolver um protocolo de rastreio do efeito das formulacbes na resposta de
mudas de varias espécies submetidas a seca, o que possibilitara a comparacao de

espécies de diferentes grupos funcionais.

3.5 Conclusbes
Com as analises realizadas nesta dissertagao, conclui-se que a aplicacdo de

NPs liberadoras de NO apresentam potencial para aumentar a tolerancia ao DH da
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espécie Cecropia pachystachya, mas nao de Cariniana estrellensis.
A aplicacdo das NPs de quitosana contendo a molécula doadora GSNO a 50
MM afetou positivamente as caracteristicas fisiolégicas das mudas de C.
pachystachya, aumentando o potencial hidrico, CRA e F./Fm, além de manter maior
gs a0 amanhecer e menor gs a medida que as horas do dia passavam, indicando
efeito positivo sobre a tolerancia ao DH severo. Para as mudas de C. estrellensis,
nenhum efeito da aplicagdo das NPs liberadoras de NO foi observado. Portanto,
dependendo da espécie em questdo, o uso desta técnica pode ser eficiente para a
produgdo de mudas que apresentam maior tolerancia a seca, o que é muito

desejavel em programas de reflorestamentos.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos efeitos observados a partir da aplicacdo de GSNO a 50 uM em C.
pachystachya, ndo é possivel afirmar que os efeitos foram provocados pelo NO
sozinho, visto que a quitosana pode também apresentar algum efeito benéfico para
as plantas sob estresse. Porém, estudos anteriores registraram efeitos positivos da
quitosana em plantas sob DH somente na atenuacdo do estresse oxidativo.
Portanto, em experimentos futuros € importante adicionar um controle com as NPs
de quitosana sem a molécula doadora, além do GSNO livre, para que seja possivel
comparar e confirmar o efeito do doador de NO nanoencapsulado.

Embora este estudo mostre os efeitos da aplicagcao de NPs liberadoras de NO
em casa de vegetagao, existe a possibilidade de que estes resultados se repitam em
campo, podendo sofrer influéncia da variagdo das condi¢cdes abidticas e bidticas do

local especifico. Portanto, os efeitos das NPs liberadoras de NO sobre espécies
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arbéreas nativas da Mata Atlantica, em um contexto de restauracido florestal,
precisam ser investigados em futuros estudos, para que se torne viavel a aplicagao

desta tecnologia baseada na natureza em programas de reflorestamentos.
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APENDICE - Figuras do experimento teste
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Fig. 1. Condutancia estomatica (gs) ao longo de trés dias de déficit hidrico (a) e
Conteudo relativo de agua das folhas (CRA) no terceiro dia de déficit hidrico (b) de
mudas de Cecropia pachystachya no experimento teste. Controle: Capacidade de
campo; NO 25: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 25
MM; NO 50: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 50 uM;
NO 100: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 100 uM; NO
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200: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana contendo GSNO a 200 pM. Os
dados estao expressos como média + erro padrao (n = 12). Letras iguais acima das
barras indicam médias semelhantes, de acordo com a ANOVA para o CRA e
ANOVA de medidas repetidas para gs seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).

0,1 (a)

i

oo m

Dial Dia 3 Dia 5 Dia9 Dia 11 Dia 13

—eo— Controle NO 25 —8—NQO50 —8—NO 100 -—a=—NO 200

80 (b)

70

a
I a
a

60

50

40
30
20

10

0

Controle NO 25 NO 50 NO 100 NO 200

CRA (%)

Fig. 2. Condutancia estomatica (gs) ao longo de treze de déficit hidrico (a) e
Conteudo relativo de agua das folhas (CRA) no décimo terceiro dia de déficit
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hidrico (b) de mudas de Cariniana estrellensis no experimento teste. Controle:
Capacidade de campo; NO 25: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana
contendo GSNO a 25 pM; NO 50: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana
contendo GSNO a 50 yM; NO 100: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana
contendo GSNO a 100 pM; NO 200: déficit hidrico + nanoparticulas de quitosana
contendo GSNO a 200 uM. Os dados estdo expressos como média + erro padréo
(n = 12). Letras iguais acima das barras indicam médias semelhantes, de acordo
com a ANOVA para o CRA e ANOVA de medidas repetidas para gs seguida pelo
teste de Tukey (p<0,05).



