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“Em algum lugar, algo incrivel esta
esperando para ser descoberto.”
(Carl Sagan).
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BELUZZO, Leticia Elisiane. Nanoparticulas de quitosana liberadoras de 6xido
nitrico no tratamento de sementes de feijao sob estresse por déficit hidrico e
aluminio. 2024. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) - Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2024.

RESUMO

No Brasil, a cultura do feijao esta sujeita a varios estresses abidticos, como o déficit
hidrico e ao alto teor de aluminio no solo, o qual em contato com as raizes das plantas
prejudica seu crescimento e desenvolvimento, dificultando a absorgéo de agua e de
nutrientes essenciais. O uso de nanotecnologia aplicada a agricultura vem crescendo
nos ultimos anos, principalmente associada ao uso de moléculas que beneficiam as
plantas. O 6xido nitrico (NO) € uma dessas moléculas, auxiliando e protegendo as
plantas em condic&o de estresse. Os objetivos foram: identificar os niveis de tolerancia
das cultivares IPR Sabia e IPR Quero-Quero ao estresse por diferentes concentragdes
de aluminio durante a germinagdo, e avaliar o efeito protetivo de diferentes
concentracbes de doadores de NO nanoencapsulado em sementes de feijao
submetidas ao estresse por aluminio e ao déficit hidrico, no desempenho germinativo
e no crescimento inicial das plantulas. Um experimento foi conduzido em esquema
fatorial 2x5 com 4 repetigdes, sendo duas cultivares de feijdo: IPR Quero-quero e IPR

Sabia, e cinco concentragdes de aluminio: 0, 5, 10, 15, 20 mmol L~ para identificar
o nivel de tolerancia de cada cultivar. Posteriormente, conduziram-se dois
experimentos sob delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 10x2
com quatro repeticbes, em que foram realizados experimentos separados para
investigar o efeito dos doadores de NO nanoencapsulado em condi¢des de estresse
por aluminio e por déficit hidrico. Os tratamentos consistiram em dez concentragcbes
de nanoparticulas de quitosana contendo S-nitrosoglutationa (GSNO) aplicadas nas

sementes: 0, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 e 1500 umol L'1, em auséncia e
presenca de estresse, por aluminio ou déficit hidrico. Foram avaliados o
desempenho germinativo e o desenvolvimento radicular e da parte aérea. Os dados
obtidos foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade, analise de
variancia e regressao polinomial para as concentragdes, a 5% de significancia. Foi
identificado que a cultivar IPR Sabia possui caracteristicas de melhor tolerancia ao
aluminio quando comparada a IPR Quero-quero, demonstrando assim, aptidao
dessa cultivar para regides de cultivo em solos com maiores teores de aluminio. A
concentracdo de aluminio que resultou em fitotoxicidade, com sintomas visiveis na

germinagao e no crescimento das plantulas de feijao, ocorreu acima de 10 mmol L'1,

com efeitos mais severos na concentracdo de 20 mmol L-1. Na condicao de estresse
por aluminio, nenhuma das concentracdes testadas promoveram efeito protetivo ao
estresse, com os tratamentos agindo como mais um agente estressante, sendo
prejudicial para o desempenho germinativo. Em condicdo de déficit hidrico, os
tratamentos contendo NO foram identificados como limitantes nas menores
concentracdes testadas, com uma melhora na concentragao mais alta, de 1500 pymol

L'1, indicando a importancia de mais estudos em maiores concentragdes.

Palavras-chave: nanotecnologia; Phaseolus vulgaris L.; estresse abidtico;
germinagao; vigor.



BELUZZO, Leticia Elisiane. Nitric oxide-releasing chitosan nanoparticles in the
treatment of bean seeds under stress due to water deficit and aluminum. 2024.
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ABSTRACT

The common bean in Brazil is subject to several abiotic stresses, such as water deficit
and high aluminum content in the soil, which in contact with the roots of the plants
impairs their growth and development, hindering the absorption of water and essential
nutrients. The use of nanotechnology applied to agriculture has been growing in recent
years, mainly associated with the use of molecules that benefit plants. Nitric oxide (NO)
is one of these molecules, aiding and protecting plants under stress. The objectives
were: to identify the tolerance levels of the cultivars IPR Sabia and IPR Quero-Quero
to stress by different concentrations of aluminum during germination, and to evaluate
the protective effect of different concentrations of nanoencapsulated NO donors in
bean seeds subjected to aluminum stress and water deficit, on germination
performance and initial seedling growth. An experiment was carried out in a 2x5
factorial scheme with 4 replications, two common bean cultivars: IPR Quero-quero and
IPR Sabia, and five concentrations of aluminum: 0, 5, 10, 15, 20 mmol L-1 to identify
the tolerance level of each cultivar. Subsequently, two experiments were conducted in
a completely randomized design in a 10x2 factorial scheme with four replications, in
which separate experiments were carried out to investigate the effect of
nanoencapsulated NO donors under conditions of aluminum stress and water deficit.
The treatments consisted of ten concentrations of chitosan nanoparticles containing S-
nitrosoglutathione (GSNO) applied to the seeds: 0, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000
and 1500 pmol L-1, in the absence and presence of stress, by aluminum or water
deficit. Germination performance and root and shoot development were evaluated. The
data obtained were submitted to the normality and homogeneity test, analysis of
variance and polynomial regression for the concentrations, at 5% significance. It was
identified that the cultivar IPR Sabia has characteristics of better tolerance to aluminum
when compared to IPR Quero-quero, thus demonstrating the suitability of this cultivar
for cultivation regions in soils with higher aluminum contents. The concentration of
aluminum that resulted in phytotoxicity, with visible symptoms on germination and
growth of bean seedlings, occurred above 10 mmol L-1, with more severe effects at
the concentration of 20 mmol L-1. In the condition of stress by aluminum, none of the
concentrations tested promoted a protective effect against stress, with the treatments
acting as another stressor, being detrimental to the germination performance. In
conditions of water deficit, treatments containing NO were identified as limiting at the
lowest concentrations tested, with an improvement in the highest concentration of 1500
pmol L-1, indicating the importance of further studies at higher concentrations.

Key-words: nanotechnology; Phaseolus vulgaris L.; abiotic stress; germination; vigor.
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1 INTRODUGAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma planta leguminosa da
familia Fabaceae com grande importancia socioecondmica, principalmente para os
paises produtores. A maior parte dos brasileiros consome diariamente o feijdo, devido
o grao ser uma fonte de proteina, minerais, fibras, carboidratos e vitaminas. O Brasil
€ um dos maiores produtores de feijao do mundo, com média anual de 2,9 milhdes de
toneladas e produtividade média de 1.100 kg ha' (CONAB, 2022). No Brasil, o cultivo
do feijao ocorre em todo o territorio nacional, durante o ano todo, devido ao seu ciclo
curto que torna possivel até trés safras anuais. Entretanto, apesar da possibilidade de
plantio em locais com diferentes caracteristicas e condigdes ambientais, o feijao € uma
cultura sujeita a varias intempéries climaticas ao longo do seu desenvolvimento.

E comum o cultivo em solos de textura areno-argilosa, que possuem
caracteristicas fisicas favoraveis ao seu sistema radicular, porém além dessas regides
possuirem alto teor de aluminio no solo, a maior parte desses solos sao caracterizados
como acidos. O baixo pH torna o aluminio soluvel e absorvivel pela planta. O feijoeiro,
sendo uma planta sensivel ao aluminio, apresenta alteragdes morfofisiolégicas em
caso de toxidez, como inibicdo do processo de alongamento e divisdo celular,
enrolamento de folhas jovens e mudancas no sistema radicular das plantas, tornando-
o atrofiado, grosso e quebradico. Estas alteragdes reduzem a capacidade de absorgao
de agua e nutrientes.

Além das diferentes regides de cultivo e seus diferentes climas, os
veranicos vém se tornando cada vez mais frequentes e intensos, ocasionando déficit
hidrico e, consequentemente, comprometendo o desenvolvimento da cultura. Em
diversas regides produtoras do pais € comum a ocorréncia de periodos de seca com
baixa precipitagao pluvial, que tem efeito negativo direto na germinagao das sementes
e emergéncia de plantulas. Isso resulta em um menor estande de plantas.

Neste cenario, ha algumas alternativas que visam diminuir o efeito do
estresse, dentre elas, esta a utilizagdo do 6xido nitrico (NO). Alguns estudos tém
demonstrado que o NO pode regular processos relacionados ao crescimento e
desenvolvimento de plantas. Nas sementes, atua na indugao do processo germinativo
e inibicdo da respiragdo apdés a embebicdo. Por sua vez, no sistema radicular,
promove o alongamento e formacado das raizes adventicias, podendo aumentar a

tolerancia da planta ao estresse. E uma molécula capaz de ativar enzimas
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antioxidantes que atuam na protecdo contra estresses bidticos e abidticos, sendo
amplamente pesquisado com o propésito de melhorar a implantagao, crescimento e
desenvolvimento das culturas.

Porém, os doadores de NO utilizados sdo muito instaveis, a maioria
na forma gasosa, com um curto tempo de vida e agao, reduzindo assim seu efeito nas
plantas apos a aplicagdo. Uma alternativa para garantir uma liberagdo mais precisa e
eficiente do NO, é utilizando nanoparticulas poliméricas que possibilitam a liberagao
controlada, garantindo maior atividade do NO nas plantas. Dentre as nanoparticulas
mais utilizadas, esta a de quitosana, um polimero biodegradavel e atéxico, que é
extraido da quitina, o segundo polimero encontrado em maior quantidade depois da
celulose. Estudos demonstraram que nanoparticulas de quitosana liberadoras de NO
s&o uma forma mais eficiente de fornecer esta molécula para os vegetais.

Dessa forma, ha a necessidade de mais estudos e pesquisa a respeito
da influéncia do NO no tratamento de sementes de feijao, assim como, a aplicagdo na
forma nanoencapsulada, visando mitigar os efeitos de estresses como déficit hidrico
e excesso de aluminio no solo, garantindo o desenvolvimento adequado da cultura
sob condig¢des climaticas adversas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar os niveis de tolerancia
das cultivares de feijdo IPR Sabia e IPR Quero-Quero ao estresse por aluminio
durante a germinacgao e qual concentragéo acarreta fitotoxicidade por aluminio; avaliar
o efeito protetivo do tratamento com diferentes concentragbes do NO
nanoencapsulado em sementes de feijao submetidas a estresse por aluminio ou
déficit hidrico, sobre o desempenho germinativo e crescimento e desenvolvimento

inicial das plantulas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DA CULTURA DO FEIJAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € uma espécie leguminosa da familia
Fabaceae que possui como centro de origem as Américas e se destaca mundialmente
como importante alimento, por possuir alto teor de proteina em seus graos, além de
antioxidantes, minerais, ferro e zinco (BEEBE et al., 2013).

Devido a esses fatores o feijdo possui grande importancia social e
econbmica, principalmente por estar presente na alimentacdo como uma das
principais fontes de proteina vegetal, sobretudo em paises com alto consumo deste
grao, como o Brasil. Além disso, oferece fibras, carboidratos, vitaminas e
micronutrientes requeridos em quantidades suficientes para uma alimentacéo
saudavel. Apresenta grande impacto social, pois € um alimento que garante
segurancga alimentar e nutricional entre consumidores de baixa renda (BEEBE et al.,
2013).

E considerada uma das principais leguminosas utilizadas no sustento
humano, sendo base da alimentacdo da populacdo da Africa, Asia e América Latina,
principalmente dos brasileiros. Cerca de 70% dos brasileiros consomem diariamente
feijdo, com um consumo per capita estimado em 17 kg hab™' ano'. O papel dessa
leguminosa € cada vez mais importante e estratégico para a segurancga alimentar,
sendo fundamental para um planeta cada vez mais populoso e que devera ser mais
sustentavel e funcional (MAPA, 2018).

Segundo Luders (2021), no futuro muitas pessoas consumirao
leguminosas como fonte de proteina, por questdes de principios como os vegetarianos
€ veganos, ou por questdes econémicas por conta do encarecimento das proteinas
animais. Uma porgao de cerca de 100 gramas de leguminosas contém até 9 gramas
de proteina, o dobro oferecido pela mesma quantidade de quinoa. Porém, a grande
diferenca das leguminosas em relagao a outros alimentos ricos em proteinas é a baixa
quantidade de gordura, sendo uma proteina de facil digestdo. Uma caracteristica das
leguminosas € sua capacidade de nao provocar picos de glicose no sangue. Ao
ingerirmos leguminosas, a glicose € incorporada lentamente ao sangue, o que
mantém controlados os niveis de acucar causando a sensacdo de saciedade
(IBRAFE, 2022).
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Das espécies de leguminosas cultivadas para consumo humano, o
feijao representa 41%, sendo considerado um dos mais importantes graos cultivados
em escala global. A maior produgéo ocorre nos continentes americano e africano. A
producdo mundial de feijdo € de aproximadamente 32 milhdes de toneladas. Dentre
os principais tipos de feijao consumido em todo o mundo, cita-se: feijdoes rajados,
carioca, preto, branco, vermelho, borloti e canelini. De acordo a FAO, os principais
paises produtores sdo Nigéria, Myanmar, india e Brasil, com producdes em milhdes
de toneladas. No continente americano, paises como Brasil, Estados Unidos da
Ameérica e México sao os trés maiores produtores, contribuindo com aproximadamente
6 milhdes de toneladas anuais. A produgao dos EUA é mais voltada a exportagao,
enquanto os demais paises produzem para consumo interno. O continente africano
também participa com uma producédo expressiva, em torno de 32% da produgao
mundial, sendo a producdo concentrada na Africa oriental e central e destinada para
o consumo interno (RAWAL; NAVARRO, 2019).

Entres os paises que compdem o Mercosul, o Brasil destaca-se como
maior produtor, com o gréo cultivado em todo territério nacional e com uma produgao
voltada quase que inteiramente para abastecer o consumo interno do pais, com
producéo anual de 2,9 milhdes de toneladas e produtividade média de 1100 kg ha-"
(CONAB, 2022). As classes comerciais de feijao carioca e preto sao os principais tipos
produzidos e consumidos no pais. O feijao preto € cultivado principalmente na regido
sul do pais, com destaque para os estados do Parana e Rio Grande do Sul. Ja a classe
comercial carioca, destaca-se na regidao Sudeste, e em partes do Nordeste e do Sul
do Brasil (RAWAL; NAVARRO, 2019).

Por ser uma cultura caracteristica de ciclo curto € cultivado em trés
principais safras durante o ano. A primeira, também conhecida como safra das aguas,
€ semeada entre os meses de agosto a dezembro e corresponde a 35% da producao
nacional. A segunda safra (da seca), a semeadura é realizada entre janeiro e abril e
contribui com aproximadamente 40% da produgéao. A terceira safra (outono-inverno)
ocorre entre os meses de maio a julho, predominando o sistema de produgao irrigado,
e participa com 25% da producao, obtendo maiores produtividades em relacao as
demais safras (FATIMA et al., 2013; CONAB, 2022).



2.2 ESTRESSE ABIOTICO EM PLANTAS

Uma variedade de fatores, exercem influéncia significativa no
crescimento, desenvolvimento e produtividade das plantas de feijdo. Dentre os
estresses abidticos provenientes de condi¢gdes climaticas adversas, os mais
frequentes para o feijoeiro sdo o déficit hidrico, variagdes extremas de temperatura,
deficiéncia nutricional e a presenca de metais pesados (ASSEFA et al., 2019).

Altas temperaturas podem afetar o desenvolvimento das estruturas
florais e das sementes, levando a queda de o6rgdos reprodutivos e reduzindo a
formacgao de vagens, com impacto negativo na producéo final da cultura. Além disso,
altas temperaturas, quando combinadas com alta umidade, criam condi¢cbes
favoraveis para o desenvolvimento de doencas (PEREIRA et al., 2014).

A disponibilidade de agua € um dos fatores criticos que afetam a
produtividade do feijao, pois a planta é altamente sensivel ao déficit hidrico. A falta de
agua prejudica significativamente o rendimento da cultura, interrompendo
principalmente o processo fotossintético. Quando a deficiéncia hidrica ocorre no inicio
do ciclo da cultura, resulta em uma reducdo no crescimento das plantas, na area
fotossintética e na producao de flores, vagens e sementes por vagem, podendo levar
ao aborto de flores e vagens (ANDROCIOLLI et al., 2019).

Dado que o sistema radicular do feijao € superficial em comparagao
com outras culturas, ele é particularmente sensivel aos efeitos do déficit hidrico, que,
quando combinado com altas temperaturas e baixa umidade relativa do ar, aumenta
a taxa de transpiragao e, consequentemente, a demanda por agua, resultando em
perdas na producdo de vagens e no enchimento dos graos, especialmente em
condi¢des de toxidade por aluminio (PEREIRA et al., 2014).

O excesso de aluminio é toxico para as plantas de feijao, inibindo o
desenvolvimento das raizes e reduzindo o alongamento delas, o que resulta na
diminuicdo da condutividade hidraulica e na extensibilidade das paredes celulares das
raizes (YANG et al., 2012; TOTH et al., 2017). Esses fatores abiéticos podem impor
limitagbes ao desenvolvimento do feijdo, que tem suas préprias necessidades
agroclimaticas para um crescimento 6timo. Portanto, € fundamental compreender as
respostas da cultura a esses fatores, a fim de aumentar a produgao e minimizar perdas
(PEREIRA et al., 2014).
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2.2.1 Aluminio no Solo e seu Efeito Téxico em Plantas

O aluminio esta presente na constituicao da crosta terrestre, sendo o
terceiro elemento quimico mais abundante. Em pH acima de 6,0, as formas quimicas
do aluminio encontram-se pouco soluveis na rizosfera, porém, quando o pH do solo
diminui, tornam-se soluveis e podendo induzir alteragdes morfofisioldgicas nas plantas
(BIAN et al., 2013).

A producao de espécies reativas de oxigénio (EROS) é uma resposta
primaria da toxicidade do aluminio em plantas, causando estresse oxidativo de lipidios
nas membranas celulares e ativando a expressdo de genes que codificam enzimas
antioxidantes (WANG; YANG, 2005). Diferentes enzimas e metabdlitos podem atuar
para combater a agdo das EROS, gerando mecanismos antioxidativos que
determinam a protecao contra danos gerados pelas EROS e, consequentemente, a
tolerancia da planta frente ao agente estressante (NAKABAYASHI; SAITO, 2015).

As altas concentragbes de AlI** em solugéo, interferem na inibigao do
crescimento da raiz que se torna mensuravel dentro de poucos minutos apos
exposicao a concentragdes micromolares desse metal. Além disso, podem ocorrer
danos na membrana plasmatica, alterando sua permeabilidade, fluidez e integridade
(MATSUMOTO et al.,, 2015). Uma vez que tenha atravessado a membrana
plasmatica, o AI** pode se ligar fortemente ao nucleo e inibir a divisdo celular
(KOPITTKE et al., 2016).

Com o aumento da concentragcdo de aluminio, ocorre nas raizes um
engrossamento, tornando as pontas amareladas, degeneradas, tortuosas, com
ramificacdes secundarias e sem os pelos absorventes, além da redu¢gao no acumulo
de massa seca das plantas expostas a altos niveis de concentracido de Al®*, que
tendem a apresentar comprimento radicular menor, fato este explicado pela inibigao
da expanséo celular nas raizes além da inibigdo da divisdo celular, provocando nas
raizes da planta anomalias anatémicas (FIDELIS et al., 2018). Também é observado
sintomas de déficit nutricional uma vez que ele interfere no processo de absorcgéo,
translocacao e transporte de nutrientes (SIVAGURU et al., 1998; FREITAS et al.,
2006).

Estudos tém demonstrado que a tolerancia ao aluminio no feijao esta
relacionada ao menor acumulo do elemento nas pontas das raizes. O qual esta

relacionado a desintoxicagao deste no apoplasto por meio de exsudatos radiculares,
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como o exsudato de citrato (RANGEL et al. 2010).

Trabalho realizado por Eticha et al. (2010) mostrou que o Al** induz a
expressdo de um gene MATE (proteina da familia de extrusdo de drogas e toxinas)
em apices radiculares, sendo este, um pré-requisito para a exsudagao de citrato e a
resisténcia ao AI** em feijao. Além disso, a inibicdo do alongamento radicular induzida
por AI®* foi positivamente correlacionada com a expressiao de um gene da ACCO
(acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico do acido oxidase) no apice da raiz. A
expressado de MATE e ACCO tem sido usada como um indicador sensivel do impacto
do Al no apice radicular do feijao (YANG et al., 2012).

2.2.2 Efeitos do Déficit Hidrico em Plantas

O déficit hidrico é principalmente causado pelas mudancas climaticas
que ocorrem ao longo dos anos, resultando em periodos de estiagem mais frequentes,
caracterizados pela falta de precipitacao pluvial (PARKASH; SINGH, 2020).

O consumo de hidrico do feijoeiro pode variar entre 300 e 600 mm de
agua ao longo do seu ciclo de desenvolvimento, dependendo da cultivar e do ambiente
onde é cultivado (PAVANI et al., 2008). Cerca de 60% da produgédo de feijao &
dependente das condicdes hidricas do ambiente (MAGALHAES et al., 2019). Assim
como na maior parte das culturas agricolas, os periodos mais criticos para a falta de
agua ocorrem durante a germinagcdo e emergéncia das plantulas, e no periodo
reprodutivo de florescimento e enchimento de graos (FARIAS et al., 2007).

A falta de agua pode afetar processos fisiologicos e limitar a produgao
agricola, impedindo que ocorra a solubilizagdo de elementos quimicos, como
fertilizantes, causando alteragdes na absorgéo de nutrientes e na fisiologia das plantas
(SMITH et al., 2019). Essas alteragdes demandam muita energia para sobrevivéncia,
0 que impede o crescimento e desenvolvimento vegetal, afetando diretamente a
produtividade (RAY et al., 2018). Dentre os fatores abioticos, a deficiéncia hidrica é
uma das principais limitagdes ambientais que afeta a producao de todas as culturas
no mundo (ARTEAGA et al., 2020).

O processo germinativo e o estabelecimento de plantulas no campo
sao afetados pela falta de agua, com o retardamento da germinacao e da emergéncia
da radicula e o surgimento de problemas fitopatolégicos devido a ampliagdo do tempo

de germinacdo. Os efeitos também se apresentam apdés a emergéncia do eixo
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embrionario, refletindo no mau desenvolvimento da planta. De maneira geral, a
deficiéncia hidrica causa danos tanto a parte aérea quanto ao sistema radicular
(MARCOS FILHO, 2015).

Em condicdes de déficit hidrico as plantas desencadeiam respostas
ao estresse, resultando alteragdes morfoldgicas e nos processos fisico-quimicos, a
fim de aumentar a defesa da planta (CARABALLO, 2006). Como alteragbes de
resposta ao estresse esta o acumulo de osmoprotetores, que agem nas células
controlando o ajustamento osmotico, que respondem rapidamente a desidratagéo dos
tecidos (SINGH et al., 2015).

Além disso, conforme Yang et al. (2012) observaram, quando o feijao
enfrenta déficit hidrico, as lesbes nas pontas das raizes, causadas pela toxicidade do
aluminio, sdo atenuadas devido a menor formagéo de calose induzida pelo aluminio
e a reduzida expressao do gene MATE. No entanto, o aluminio torna o apice radicular
mais suscetivel a seca, resultando na inibicdo do alongamento radicular e
interrompendo a rede reguladora de genes envolvida na transcrigado do sinal ABA, bem
como na interagdo cruzada desse sinal com outros fitohorménios essenciais para

sustentar o crescimento radicular durante periodos de seca.

2.3 OxiDo NITRICO E SEUS EFEITOS EM PLANTAS

O éxido nitrico (NO) é um radical livre gasoso que reage rapidamente
com outros atomos ou moléculas que contém elétrons nao pareados, podendo atuar
em importantes rotas de sinalizagdo. A sua estrutura quimica permite sua rapida
difusdo e transmissao de sinal, por possuir vida curta na presenga de oxigénio, sendo
assim removido de forma eficiente, apods encerrar a mensagem que originalmente foi
enviada para transmitir (NEILL et al., 2003).

As principais rotas propostas para a sintese de NO em plantas séo as
vias de reducao e oxidacdo. A primeira € dependente de nitrito como substrato
primario e apresenta redugdo pelas enzimas nitrato redutase (NR) e NO-nitrito
redutase (NiINOR) a nitrito mitocondrial (PLANCHET et al., 2005). Nas rotas
oxidativas, a produgao pode ocorrer a partir de L-arginina (L-Arg), poliaminas ou
hidroxilaminas (YU et al., 2014).

Alguns estudos tém mostrado que o NO pode regular processos
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relacionados ao crescimento e desenvolvimento de plantas. Nas sementes, atua na
induc&o do processo germinativo e da respiragao apos a embebigao. Por sua vez, no
sistema radicular, promove o alongamento e formagédo das raizes adventicias
(BETHKE et al., 2004). A molécula de NO também pode aumentar a toleréncia de uma
planta em condigado de estresse (SIMONTACCHI et al., 2015). Aplicagdes de NO em
plantas podem proteger e aliviar o efeito de diversos estresses bidticos e abidticos
(NATH et al., 2017). Estudos com diferentes espécies tém buscado entender o papel
do NO no metabolismo vegetal em resposta ao excesso de aluminio (WANG; YANG,
2005; SUN et al., 2014)

Wang, Huang e Bi (2010) observaram um aumento de EROS induzido
pelo aluminio nas raizes de feijao. No entanto, eles notaram que a produgéo de NO,
mediada pela enzima nitrato redutase, resultou em uma diminuigdo da inibicado do
alongamento radicular. Varias teorias tém sido propostas sobre o papel do NO nos
tecidos vegetais durante o estresse causado pelo aluminio. Entre elas, destacam-se:
o0 NO pode estar associado ao aumento da atividade de enzimas antioxidantes para
controlar a produgdo de EROS induzida pelo aluminio; o NO pode agir reduzindo a
concentracao de aluminio no citoplasma, modificando componentes como compostos
fendlicos e acidos organicos, € aumentando o acumulo de aluminio na parede celular
das raizes; e o NO pode estar envolvido na regulacdo da expressao génica para

melhorar a tolerancia ao aluminio nas plantas (HE et al., 2012).

24 NANOTECONOLOGIA E NANOPARTICULAS NA AGRICULTURA

O desenvolvimento da nanotecnologia proporcionou inovagdes para
quase todos os campos industriais com profundo impacto na vida humana (LINKOV
et al., 2011). Esta tecnologia evidenciou aplicagdes amplas e notaveis em diversas
areas, como eletrénicos, medicamentos, cosméticos, téxteis, ciéncia alimentar, setor
de energia e agricultura (CARUTHERS et al., 2007; SHARON et al., 2010; SASTRY
et al., 2011).

A nanotecnologia € uma nova abordagem que tem sido usada com
sucesso para uma ampla gama de aplicagdes agricolas para modular varios
processos, como germinacdo de sementes, desenvolvimento e crescimento de
plantulas, fotossintese, equilibrio hormonal, resisténcia a doencas e nutricdo de
plantas (JIANG et al., 2021; AHMAD et al., 2022)
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Uma das estratégias mais promissoras € a nanoencapsulagao de
agroquimicos, para melhorar eficiéncia de agao nas plantas (FINCHEIRA et al., 2021).
O ingrediente ativo fica ligado a um nanomaterial que o protege da rapida degradacao,
aléem de permitir sua liberacdo controlada. Devido a maior area de superficie
especifica e capacidade dos nanomateriais de interagir com as células em
comparagao com materiais a granel, a nanoencapsulagdo aumenta a absorgao de
ingredientes ativos pelos tecidos vegetais, reduzindo suas perdas no ambiente e,
consequentemente, podendo tornar a aplicagdo de agroquimicos uma pratica mais
eficiente (PASCOLI et al., 2018; TAKESHITA et al., 2021).

A agricultura pode se beneficiar com o desenvolvimento de sistemas
carreadores capazes de melhorar a estabilidade fisico-quimica de agroquimicos, bem
como o a liberagdo modificada para tais ingredientes ativos, ajudando a fornecé-los
na hora e lugar certo, reduzindo a agéo de agentes externos e minimizando as perdas
por degradacao, lixiviagao e volatilizagdo. O efeito esperado deve ser uma reducao
na quantidade de substancias quimicas ativas incorporadas nas plantas e nos solos,
atenuando o impacto negativo no meio ambiente (PEREZ-DE-LUQUE, 2017).

2.4.1 Oxido Nitrico Nanoencapsulado

O tratamento direto das plantas com NO é tecnicamente dificil, dada
a natureza gasosa do NO (VITOR et al., 2013). Além disso, doadores de NO sao
compostos instaveis que podem ter sua decomposicao acelerada pela acido de altas
temperaturas e exposicao a luz, levando a uma rapida liberagdao de NO, o que pode
resultar em efeitos téxicos e redugédo da eficacia (SEABRA; DURAN, 2010; SEABRA
et al., 2015).

A nanoencapsulagdo dos doadores de NO surgiu como uma
estratégia que poderia proteger essas moléculas da rapida
decomposicao/degradacao e permitir uma liberagdo de NO controlada, estendendo
seu periodo de acdo (SEABRA et al.,, 2015). Na biomedicina ja sao utilizadas
nanoparticulas poliméricas como carreadoras de NO (PIERETTI et al., 2020).

Em plantas, a aplicagéo de doadores de NO nanoencapsulados ainda
€ recente, com alguns estudos indicando enormes beneficios para esta area,
principalmente visando a aplicacdo sustentavel e eficiente de NO sob diversas

condicbes ambientais, acarretando melhor biodisponibilidade de NO em tecidos
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vegetais. Existem diferentes maneiras de fornecer doadores de NO
nanoencapsulados as plantas, tais como: tratamento de sementes, corre¢cdo do solo,
pulverizagao de folhas e frutos. A via de entrada do nanocarreador na planta também
é variavel e pode resultar em diferentes respostas (FINCHEIRA et al., 2020; PEREIRA
et al., 2021).

Os doadores de NO podem se apresentar na forma: S-nitrosotiois
(SNOs), 6xido dinitrico de dietilamina, diazeniodiolatos, nitroprussiato de sodio (SNP),
sal negro de Roussin, complexos metalicos de nitrosila e acidos graxos nitro (MATA-
PEREZ et al., 2016), e na forma de moléculas que induzem a sintese enddgena de
NO pelas plantas, como nitrato/nitrato organico, nitrito, poliaminas e L-arginina
(PISSOLATO et al., 2020; SILVEIRA et al., 2021; SEABRA et al., 2022).

Os nanomateriais também podem variar em tamanho, morfologia,
composi¢cao quimica, carga superficial e presenga de grupos funcionais, podendo
interferir nos efeitos bioldgicos das nano formulagbes liberadoras de NO. As
caracteristicas das nanoparticulas, interferem na sua adesdo e absorgcao pelas
plantas, internalizacdo celular e a translocacdo. Desse modo, pode se utilizar de
diferentes nanomateriais para uma determinada finalidade (AVELLAN et al., 2021;
ZHANG et al., 2021).

Dentre as possibilidades, as nanoparticulas poliméricas vém sendo
estudas e desenvolvidas como sistemas carreados para liberagao controlada do NO.
As nanoparticulas poliméricas podem ser a base de biopolimeros, como € o caso da
quitosana. A quitosana é um polimero linear de D-glucosamina e N-acetil-D-
glucosamina e contém muitos grupos funcionais, como grupos amino e hidroxila,
razao de sua flexibiidade e de ser uma opg¢ao para diferentes
aplicagbes. Morfologicamente, a quitosana € encontrada em muitas formas diferentes,
como cristalina, semicristalina e ndo organizada, que depende da fonte de quitina
utiizada (MOHAMMED et al. 2017) A quitosana € um polissacarideo de origem
natural e pode ser preparada de forma massiva e econdmica a partir da quitina , que
perde apenas para a celulose em termos de abundancia na natureza (PAKDEL e
PEIGHAMBARDOUST, 2018).

Encontrada em varias formas vivas, a quitina € amplamente extraida
da casca dos crustaceos. Devido a crescente demanda, outros processos de extragao
estdo sendo pesquisados. A quitina € um polimero, ocorre em 3 formas:

quitina- a (cadeias antiparalelas), quitina- 3 (cadeias paralelas com ligacédo H) e
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quitina- y (cadeias paralelas e antiparalelas) (PARHI, 2020). A terceira formay -
quitina é vista como uma combinagdo das formas a e 3. A a -quitina é encontrada
principalmente no exoesqueleto de crustaceos, células de levedura e cuticulas de
artropodes e € o polimorfo mais abundante, enquanto a 3 -quitina é extraida de currais
de lula. A B -quitina pode ser facilmente convertida em sua forma a. A quitina é
insoluvel em solventes inorganicos e orgéanicos devido a forte rede de ligagdes de
hidrogénio inter e intramoleculares. Como a quitina é insoluvel, a quitosana, o produto
desacetilado da quitina, tem chamado a atencao e ¢é utilizada na maioria das industrias
(JIMENEZ-GOMEZ e CECILIA, 2020)

Além disso, a quitosana é biodegradavel, biocompativel, atdxica e
com propriedades mucoadesivas, facilitando o transporte desses compostos ativos
através das membranas celulares, o que implica um grande potencial para uso na
industria agroquimica, além de ser considerada um excelente biopolimero para
preparagao de micro e nanoparticulas etcc, sendo uma 6tima alternativa para sintese
de nanoparticulas poliméricas (KUMARASWAMY et al.,, 2018), protegendo
macromoléculas de se degradarem em meio biologico, além de fazer a liberagcéo de
forma controlada até o alvo desejado (PERERA, 2013).

Os sistemas a base de quitosana tém ampla e crescente aplicacoes
na industria alimentar e bioquimica. Alguns ingredientes podem ser encapsulados,
independentemente de serem hidrofdbicos, hidrofilicos ou bacterianos (ZHAO et al.,
2011). A quitosana retém a bioatividade de macromoléculas, como o DNA e algumas
proteinas durante o encapsulamento. A carga positiva oriunda da quitosana ajuda a
estabelecer uma forte interacdo com moléculas carregadas negativamente, sem
alterar a sua atividade (DOUNIGHI et al., 2012).

Estudos realizados por Oliveira et al. (2016) utilizando nanoparticulas
de quitosana contendo S-nitroso-MSA como doador de NO em plantas de milho
submetidas a estresse salino, indicaram maior tolerancia das plantas tradadas em
relagao as tratadas com S-nitroso-MSA livre e as que nao receberam tratamento.

Devido ao grande potencial dos nanodoadores de NO na agricultura,
ha a necessidade de estudos quanto ao uso no condicionamento de sementes e
pléntulas, para melhorar a germinagao e crescimento inicial em mudas, para aumentar
a tolerancia ao estresse, em micropropagacao para melhorar o desenvolvimento de
plantulas e endurecimento, e na floricultura e pds-colheita de frutos para aumentar a
vida util de flores e frutos (SEABRA, 2022).
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3 ARTIGO A: DESEMPENHO GERMINATIVO DO FEIJAO EM DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE ALUMINIO

3.1 RESUMO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € uma cultura muito importante para o Brasil, com o
pais sendo o segundo maior produtor mundial dessa leguminosa, além do grao
representar uma das bases da alimentacdo humana. Aproximadamente 90% das
raizes do feijoeiro se encontram nos primeiros 30 cm do solo, de forma que a presenca
de aluminio toxico no solo represente um fator limitante em grande parte das regides
de cultivo no Brasil. O objetivo do trabalho foi identificar uma cultivar de feijdo comum
do grupo comercial carioca, com caracteristicas de tolerancia a presenga do aluminio,
assim como identificar a concentragdo de aluminio prejudicial a germinagao e ao
crescimento inicial. O experimento foi realizado sob delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2x5 com 4 repeti¢cdes, sendo duas cultivares de
feijdo: IPR Quero-quero e IPR Sabia, e cinco concentragdes de aluminio: 0, 5, 10, 15,
20 mmol L-'. As variaveis analisadas foram: primeira contagem de germinagao, total
de sementes germinadas, plantulas anormais e sementes mortas. Foram mensurados
também o comprimento de raiz e parte aérea, e a massa seca de raiz e parte aérea.
Os dados foram submetidos aos testes de normalidade, homogeneidade e analise de
variancia, a 5% de probabilidade, com teste F para comparagao das cultivares e
regressao polinomial para as concentragbes de aluminio. Todas as concentragdes
contendo aluminio apresentaram efeito negativo no processo de germinagao e
crescimento, evidenciando as caracteristicas de toxicidade a partir da concentracéo
de 10 mmol L' de AI®* A cultivar IPR Sabia, quando comparada a IPR Quero-quero,
apresentou maiores meédias, mostrando ser mais tolerante ao efeito de toxicidade do
aluminio.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.; acidez do solo; germinacéo.

3.2 INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € uma planta leguminosa que
pertence a familia Fabaceae e tem origem nas Américas, onde foram encontrados
vestigios arqueoldgicos datados de cerca de 10.000 anos (BITOCCHI et al., 2012).
Os graos do feijao fazem parte do habito alimentar dos brasileiros e de populagbes de
muitos paises em desenvolvimento, caracterizando-se como um alimento rico em
proteinas, vitaminas, carboidratos, fibras, antioxidantes e minerais, principalmente o
ferro e o zinco. Dessa forma, o feijao € considerado um dos alimentos essenciais de
grande importancia no Brasil (SCHMUTZ et al., 2014; REZENDE et al., 2018).

No campo, uma série de fatores pode afetar a germinagao e o ciclo
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do feijoeiro, sendo eles fatores bidticos como pragas, plantas invasoras, bactérias ou
virus, além de fatores abidticos como condicbes climaticas adversas, incluindo
temperaturas altas ou baixas, déficit hidrico e estresses edaficos causados pela
deficiéncia ou toxicidade de algum nutriente encontrado no solo (ASSEFA et al.,,
2019). No Brasil, € comum o cultivo do feijao em regiées com altos teores de aluminio
no solo, pois essas regides possuem solos de textura arenoso-argilosa, ideais para o
sistema radicular do feijao. No entanto, a maior parte desses solos é caracterizada
como acida, cerca de 70% dos solos brasileiros, o que interfere na disponibilidade de
nutrientes para as plantas, podendo afetar a produtividade em até 40% (QUAGGIO,
2000).

Sendo o feijoeiro uma planta sensivel a presenga de aluminio no solo,
quando cultivada sob concentracbes toxicas de aluminio apresenta alteragdes
morfolégicas, como crescimento anormal de folhas e enrolamento de folhas jovens,
enquanto nas raizes, apresentam comprimento reduzido, atrofiadas, grossas e
quebradicas. Essas condigbes reduzem a capacidade de absorgdo de agua e
nutrientes, e podem levar a inibicdo das enzimas que participam do processo de
respiracao, transporte e captura dos nutrientes. Assim, na presenca do aluminio, as
raizes ficam pouco desenvolvidas e com baixa capacidade de capturar agua e
nutrientes em maiores profundidades (TOTH et al., 2017; FIDELIS et al., 2018).

Alguns genotipos vém sendo estudados, observando a variabilidade
em relacdo a tolerancia a toxicidade de aluminio, destacando a importancia de um
genotipo que seja tolerante, ja que para os produtores, a escolha de uma cultivar que
se adapte melhor a essas condigdes ira garantir um rendimento melhor da safra com
o incremento da produtividade (FIDELIS et al., 2018). A presenga de variabilidade
genética para a tolerancia a toxicidade de aluminio também foi observada por Santos
Neto et al. (2020). Esses autores identificaram genoétipos de diferentes grupos
comerciais com crescimento e desenvolvimento menos afetados pela toxicidade do
AI**, dentre elas as cultivares IPR Quero-quero (grupo carioca), BRS Esplendor (grupo
preto), KID 44 (grupo vermelho) e WLine 5 (grupo branco).

Com o desenvolvimento de plantas mais adaptadas e observando a
importancia socioeconémica dessa cultura, este trabalho teve como objetivo identificar
em duas cultivares de feijdo comum do tipo carioca, IPR Quero-quero e IPR Sabia,
caracteristicas de tolerancia a presenca do aluminio, assim como identificar a

concentragcédo prejudicial a germinagdo e desenvolvimento de plantas de feijdo. A
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cultivar IPR Quero-quero ja foi avaliada na contragdo de 4 mmol L' de aluminio por
Santos Neto et al. (2020) e caracterizada como tolerante. Para a cultivar IPR Sabia
ainda nao ha estudos envolvendo suscetibilidade ao aluminio, mesmo sendo a cultivar

de feijao comum do grupo carioca mais cultivada no Brasil (PARANA, 2023)

3.3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em condigbes de laboratério no Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de Londrina, em Londrina — PR.

Foram avaliados o desempenho germinativo de duas cultivares de
feijao em resposta aos tratamentos contendo diferentes concentragdes de aluminio, o
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x2 com
4 repeticdes, sendo cinco concentragdes de aluminio: 0, 5, 10, 15 e 20 mmol L' na
forma de cloreto de aluminio e duas cultivares de feijao do grupo comercial carioca:
IPR Sabia e IPR Quero-quero. Ambas as cultivares apresentam caracteristicas
semelhantes, como grupo comercial, habito de crescimento indeterminado do tipo
ereto e ciclo médio de 90 dias, da emergéncia a colheita. As sementes utilizadas
apresentaram percentual de germinagao de 95% e 94% para IPR Sabia e IPR Quero-
quero, respectivamente.

Os testes de germinacao e de crescimento foram conduzidos em rolos
de papel germitest. Os tratamentos com as cinco concentragdes de cloreto de aluminio
foram aplicados via agua destilada, utilizada para umedecer os rolos de papel, com
volume de agua correspondente a 2,5 vezes a massa do papel seco, conforme
metodologia descrita nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Para
aumentar a mobilidade e toxicidade do aluminio nas sementes, o pH da agua destilada
foi ajustado para 4, com o auxilio de um pHmetro e adi¢ao gota a gota de HCI.

Para o teste de germinacéao, foram avaliadas as seguintes variaveis:
primeira contagem (PC), germinagédo total (G), plantulas anormais (ANOR) e
sementes mortas (MORT), todas expressas em porcentagem (%). As variaveis de
crescimento inicial das plantulas foram: comprimento da parte aérea e da raiz (CPA e
CR), expressas em centimetros (cm), e massa seca da parte aérea e da raiz (MSPA
e MSR), expressas em miligramas (mg). Foram realizadas quatro repeticoes de 50
sementes por tratamento para o teste de germinagdo e quatro repeticbes de 20

sementes por tratamento para o teste de crescimento.
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O experimento foi conduzido em germinador de sementes do tipo
Mangelsdorf, com temperatura constante de 25°C. Apds 5 dias da montagem do
experimento, foi avaliado o vigor das sementes em seus respectivos tratamentos por
meio da variavel de PC. No 9° dia apds o inicio do teste, foram avaliadas as variaveis
de G, ANOR e MORT, mediante a contabilizagcdo das sementes remanescentes. No
mesmo dia, foram mensuradas as variaveis de CPA e CR, com o auxilio de uma régua
milimetrada, e a separagdo da parte aérea e da raiz das plantulas para secagem em
estufa de ventilacdo a 65°C por 72 horas, a fim de obter a MSPA e a MSR, por meio
de pesagem com o uso de balanga analitica.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e
homogeneidade, analise de variancia com comparagao de médias pelo teste F para o
fator cultivar e regressao polinomial para o fator concentragcado de aluminio a 5% de
significancia. As analises foram realizadas por meio do programa SISVAR,

desenvolvido por Daniel Furtado Ferreira, da UFLA.

34 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na analise de variancia, foi observada interacéo
significativa entre os fatores para a variavel de primeira contagem, germinacao total,
numero de plantulas anormais, numero de sementes mortas e comprimento da parte
aérea de plantula (Tabela 1).

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia, para as variaveis de desempenho

germinativo e de crescimento de duas cultivares de feijao, sob estresse por aluminio
em cinco concentracoes.

am
FATORES 6L —¢ G ANOR MORT CPA CR MSPA MSR
CULTIVAR(C) 1  211.6* 13225* 2704 * 3025* 207 * 9.8Ms 0.02232 * 0.0134 **
DOSE (D) 4 7451 * 16.29.5* 398.8* 0.350"™  60.6* 141.9 * 0.00302 ** 0.0008 "
CxD 4 523 %  932%*  136* 2025* 14.5 ** 6.6M  0.0008 " 0.0010 "
Residuo 30 5.9 17.90 4.43 0.541 1.93 2.6 0.0005 0.007
CV (%) 9.8 55 19.41 109.0 18.43 22.07 11.63 31.91
Média geral 24.90 76.95 10.85 0.675 75 7.38 0.2018  0.0827

ns: ndo significativo, *:significativo a 5%, **: significativo a 1%, primeira contagem (PC), germinagéo (G),
plantulas anormais (ANOR), sementes mortas (MORT), comprimento de plantulas e de raiz (CPA e
CR), massa seca de parte aérea e raiz (MSPA e MSR).

Para as variaveis de comprimento de raiz, massa seca da parte aérea
e massa de seca de raiz ndo houve efeito significativo na interagao dos fatores, porém

houve efeito isolado para o fator dose e/ou cultivar.
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Na variavel de primeira contagem (PC) foi observado um decréscimo
linear no numero de sementes germinadas com o aumento das concentragdes de
aluminio nos tratamentos. Ja para o desempenho das cultivares, a cultivar IPR Sabia
obteve um desempenho superior quando comparada a IPR Quero-quero, mesmo na
testemunha em que o tratamento ndo possuia a presenga do aluminio toxico,

diferindo-se estatisticamente (Figura1).

Figura 1 — Analise de regressao para variavel de primeira contagem (PC) em funcao
das concentragdes de aluminio para duas cultivares.
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Para a variavel de germinacgéao total de sementes (G) observa-se no
tratamento controle (sem aluminio) que as duas cultivares nao diferiram entre si, mas
conforme houve aumento das concentragdes de aluminio, a cultivar IPR Quero-quero
apresentou um decréscimo linear na taxa de germinacao (p-valor <0,0001). Para a
cultivar IPR Sabia, foi necessario realizar um ajuste polinomial de terceiro grau (p-
valor = 0.0008), para representar melhor o desempenho germinativo ao longo das
doses, indicando pouca variagdo até a concentragdo de 15 mmol L' (Figura 2).

A cultivar IPR Sabia demonstrou maior tolerancia ao aluminio quando
comparada a IPR Quero-quero, pois mesmo tendo a velocidade de germinagao
afetada com um decréscimo linear, similar para as duas cultivares na variavel de PC,
, a IPR Sabia apresentou certa tolerancia nas concentragdes mais baixas de aluminio,
mantendo uma estabilidade moderada até a concentragdo de 15 mmol L' para a
variavel de G (Figura 2).

Roshani et al (2014), avaliou cinco cultivares de feijao em trés

concentragdes, sendo 30, 40 e 50 mmol L' de nitrato de aluminio, e identificou
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reducao significativa na taxa de germinagdo em todas as cultivares, tendo uma

reducao maior conforme o aumento das concentragoes.

Figura 2 — Analise de regressao para variavel de germinacgao total (G) em fungéo das
concentragcdes de aluminio para duas cultivares.
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Diversos estudos tém relatado uma redugdo na germinagao de
sementes quando expostas ao estresse causado por aluminio e outros metais
pesados em diversas espécies de plantas (INOSTROZA-BLANCHETEAU et al., 2012;
PANDA et al., 2009; ATICI et al., 2005).

Isso ocorre pois em condigdes ideais para germinagao, o teor de
giberelina, incluindo GAs, aumenta nas sementes durante o processo de germinagao.
No entanto, em situacdes de estresse por metais, observa-se uma diminuicdo do
conteudo de GAs nas sementes germinantes (ATICI et al., 2005). Além disso, o
estresse por metais tende a reduzir a absor¢cdo de agua e a inibir ou destruir a
atividade das estruturas proteicas por meio da ligagao dos metais pesados a grupos
sulfidrilas (CAPUANA, 2011). Mihoub e colaboradores (2005), observaram que alguns
metais pesados reduzem a decomposicao das reservas, diminuindo a atividade da
alfa-amilase e da fosfatase acida, o que pode prejudicar a germinagao das sementes.

Para a variavel de plantulas anormais (ANOR), houve um aumento
crescente linear (p-valor <0,0001) para a cultivar IPR Quero-quero, sendo proporcional
ao aumento da concentragao de aluminio, atingindo até 48,5% de plantulas anormais
na concentragdo de 20 mmol L-'. Para IPR Sabia, também houve um aumento linear
significativo (p-valor <0,0001) das plantulas ANOR na maior concentragéo avaliada,

com 38,5%, porém nao houve variagdo nas doses mais baixas.
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Figura 3 — Analise de regressao para variavel de plantulas anormais (ANOR) em
funcéo das concentragdes de aluminio para duas cultivares.
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O alto numero de plantulas anormais em funcdo do aumento das
doses de aluminio ocorreu pela ma formagdo das raizes caracterizado pelo
encurtamento da raiz principal e escurecimento do sistema radicular (Figura 4).
Cakmak e Horst (1991) concluiram que esses sintomas podem ter ocorrido devido ao
estresse oxidativo, que faz parte da expressao de toxicidade dos metais pesados nas
raizes, aumentando a peroxidacgao lipidica pela superprodugdo de ROS, induzindo a

degradagao de membranas e, consequentemente, levando a morte celular.

Figura 4 — Plantulas de feijao germinadas sob efeito de toxidez por aluminio em uma

concentragcdo de 15 mmol L' de AI®*, apresentando sintomas de toxidez como

encurtamento da raiz principal e escurecimento do sistema radicular.
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Para o numero de sementes mortas (MORT), a cultivar IPR Sabia
apresentou um valor constante com relagdo ao controle e a dose mais baixa de 5
mmol L', com uma queda na média de sementes mortas nas contragdes de 10 e 15
mmol L-'. Mesmo sendo significativo para o fator doses de AlI**, n&o foi possivel ajustar
uma regressao significativa. O ajuste quadratico para apresentar o comportamento
das doses foi ndo significativa, com p-valor de 0,2135. Para a cultivar IPR Quero-quero
houve aumento na dose intermediaria de 10 mmol L', apresentando uma curva de

segundo grau significativa com p valor de 0,0373 (Figura 5).

Figura 5 — Anadlise de regressao para variavel sementes mortas (MORT) em fungao
das concentracdes de aluminio as para duas cultivares.
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Com relacdo ao desempenho do crescimento das plantulas
germinadas, observou-se uma diferenga significativa na variavel de comprimento de
parte aérea (CPA). Para a cultivar IPR Sabia, os tratamentos com presenca de
aluminio mostraram médias inferiores em comparacgao ao tratamento controle, com
decréscimo linear na variavel em questdo (p-valor <0,0001), concomitante com o
aumento das doses de aluminio. Por outro lado, para a cultivar IPR Quero-quero, o
tratamento com a dose de 5 mmol L' de aluminio apresentou uma média superior em
relacdo aos demais tratamentos, incluindo o controle, sendo necessario apresentar

um modelo de regressao quadratica com p-valor de 0.0242 (Figura 6).
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Figura 6 — Analise de regressao para a variavel de comprimento de parte aérea (CPA)
em fungado das concentragcdes de aluminio para duas cultivares.
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Para a variavel comprimento de raiz (CR) ndo houve interagao entre
os fatores, tendo efeito significativo dos tratamentos apenas para o fator de doses. As
cultivares, apresentaram o controle estatisticamente superior aos demais tratamentos,
apresentando um decréscimo linear significativo (p-valor <0,0001) no CR, conforme o
aumento das doses de aluminio.

Em trabalho realizado por Santos Neto e colaboradores (2020) foi
observado um bom desempenho da cultivar IPR Quero-quero para variaveis de
crescimento e desenvolvimento inicial, principalmente para a variavel CR, sob

condigdo de toxidez por AlI** a 4 mmol L.

Figura 7 — Analise de regressao para a variavel de comprimento de raiz (CR) em
funcao das concentragdes de aluminio para duas cultivares.
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Esse resultado ja era esperado, pois Zeffa et al (2011) em estudo
sobre a influéncia do aluminio nas raizes de gendtipos de feijao observaram alteragao
no desenvolvimento das raizes, resultando em raizes menores, mais grossas e com
menos ramificagdes finas. Essas alteragdes podem ser explicadas pela inibigdo do
processo de alongamento e divisdo celular provocada pela toxidez do aluminio em
altas concentragdes, com os mesmos efeitos também sendo observados por Amaral
et al. (2000).

Enquanto Tabuchi e Matsumoto (2001) trabalharam com o efeito do
aluminio nas raizes de trigo e constataram que o aluminio inibe o crescimento
radicular alterando o metabolismo da parede celular, tornando a parede celular
espessa e rigida, resultando na diminuicdo do alongamento radicular em cultivares
sensiveis.

Quanto a variavel massa seca de parte aérea (MSPA), ndo houve
interacao significativa entre os fatores avaliados, houve significancia para cada fator
isoladoPara o fator doses, todos os tratamentos contendo aluminio obtiveram média
superior ao controle, tendo o comportamento representador por um ajuste quadratico
significativo, com p-valor= 0,0015, com ponto de maxima em 9,5 mmol L' (Figura 8).
O aumento da MSPA em condi¢ao de toxidez por aluminio, corrobora com o trabalho
de Téth et al. (2021), em que foi avaliado sintomas de toxidez em gendtipos de feijao

na concentracéo de 20 yM de AICIs.

Figura 8 — Andlise de regressao para a variavel de massa seca de parte aérea (MSPA)
em fungao das concentragdes de aluminio para duas cultivares.
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O aumento da média de MSPA observado nos tratamentos contendo

aluminio, ocorrendo mesmo com a redug¢ao do comprimento, pode ser explicado pelo



27

engrossamento do hipocétilo da planta (Figura 9).

Figura 9 — Plantula sem efeito de toxidez por aluminio (A) e planta submetida a uma
concentragdo de 15 mmol L' de A3+ apresentando sintomas de Loxidez (B).
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cultivar IPR Quero-quero apresentou média significativamente maior que a IPR Sabia.
O mesmo ocorreu para a massa seca de raiz (MSR), ndo houve efeito significativo do
aluminio para interagado entre os fatores doses e cultivar, sendo significativo apenas
para o fator cultivar de forma isolada, em que a cultivar IPR Quero-quero apresentou

média superior a IPR Sabia (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados de comparagao de médias para as duas cultivares pelo teste
F, germinadas em condi¢do de estresse em cinco concentracdes de aluminio.
MEDIAS DAS CULTIVARES

Variaveis IPR Sabia IPR Quero-quero
MSPA (g) 0,178 b 0,225 a
MSR (g) 0,064 b 0,101 a

Médias de letras distintas na mesma linha, diferem- se estatisticamente pelo teste F.
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Entre as duas cultivares, IPR Sabia apresentou um desempenho
superior a cultivar IPR Quero-Quero quanto ao desempenho germinativo, que se
mostrou mais sensivel aos efeitos do aluminio. Assim, a cultivar IPR Sabia é mais
indicada para regides que possuem solos com alto teor de aluminio, enquanto a IPR
Quero-quero, pode ser usada em ensaios para indicar tolerancia e desenvolver
tratamentos de atenuagao desse estresse pela cultura do feijao.

Todas as doses de aluminio testadas apresentaram efeito, tanto na
germinagdo como no crescimento de plantulas, sendo mais notorio a partir da
concentragdo de 10 mmol L', a dose mais alta de 20 mmol L' causa efeito severo
quanto a velocidade germinagao, germinacgao total e crescimento da parte aérea, o

que pode inviabilizar algumas avaliagdes em experimentos com o aluminio.

3.5 CONCLUSAO

Sob efeito de toxidez por aluminio, a cultivar IPR Sabia possui melhor
desempenho germinativo quando comparada a IPR Quero-quero, demonstrando
maior tolerancia na germinagao.

Quanto ao crescimento e desenvolvimento inicial de plantulas, a
cultivar IPR Quero-quero apresenta maiores médias quando comparada a IPR Sabia.

Todas as concentragbes contendo aluminio apresentaram efeito
negativo no processo de germinacgao e crescimento, apresentando uma resposta mais
prejudicial e evidenciando as caracteristicas de toxidez a partir da concentragéo de 10

mmol L' de Al3*.
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4 ARTIGO B: CONCENTRAGOES DE DOADOR DE OXIDO NITRICO
NANOENCAPSULADO NO TRATAMENTO DE SEMENTES DE FEIJAO
SUBMETIDO A ESTRESSE POR ALUMINIO

4.1 RESUMO

O feijao apresenta um sistema radicular superficial, tornando-o suscetivel ao estresse
decorrente da presencga de aluminio no solo. Esse elemento, ao entrar em contato
com as raizes, compromete seu desenvolvimento e a capacidade de absorgéo de
agua e nutrientes essenciais. O uso de protetores no tratamento de sementes, como
o oxido nitrico (NO), pode ser uma alternativa para superar essa adversidade. O NO
se encontra em estado gasoso e a nanoencapsulagao de seus doadores viabiliza sua
aplicacao na agricultura, reduzindo a degradacao e otimizando sua eficacia no local
de agdo. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito protetivo do 6xido nitrico
nanoencapsulado, aplicado em diferentes concentragdes, sobre o desempenho
germinativo e o crescimento inicial de plantas de feijao submetidas a estresse por
aluminio. O trabalho foi realizado em condigcbes de laboratério, seguindo um
delineamento inteiramente casualizado e com esquema fatorial 10x2 com quatro
repeticdes. As sementes de feijao foram tratadas com nanoparticulas de quitosana
contendo S-nitrosoglutationa (GSNO) em dez concentragdes: 0, 5, 10, 25, 50, 100,
250, 500, 1000 e 1500 ymol L', em tratamentos com e sem estresse por aluminio. As
variaveis foram avaliadas para determinar o desempenho germinativo e o
desenvolvimento inicial das plantulas. Os dados obtidos foram submetidos aos testes
de normalidade e homogeneidade, andlise de variancia e regressao polinomial para
as concentragdes, com 5% de significancia. Em ambiente de estresse com aluminio a
10 mmol L', os tratamentos com nanoparticulas contendo GSNO foram prejudiciais a
germinagao e ao crescimento do feijdo em todas as concentragdes, aumentando o
efeito de toxidez do aluminio proporcionalmente com o aumento das concentragdes.
Na condigdo sem estresse durante a germinacao e crescimento, as doses mais baixas
foram prejudiciais. Por outro lado, o nas doses mais altas, houve melhora no
desempenho, mas nao superando o tratamento controle (sem aplicagdo de GSNO
nanoencapsulado).

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.; estresse abibtico; germinagéo.

4.2 INTRODUCAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma das leguminosas mais
importantes cultivadas e consumidas em todo o mundo, com uma producédo anual
estimada em cerca de 12 milhdes de toneladas (BANSAL, 2019). Entre as razdes do

sucesso desta cultura esta o seu interesse nutricional, com alto teor de proteinas,
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fibras alimentares, carboidratos complexos, vitaminas, minerais e fitoquimicos, que
exercem efeitos protetores contra diversas doengas (HAYAT, 2014).

Diversos elementos, tanto de origem bidtica quanto abidtica,
desempenham um papel significativo no crescimento, desenvolvimento e
produtividade das plantas de feijdo. Os estresses bidticos podem surgir devido a
infeccbes causadas por fungos, bactérias, virus e ataques de pragas e plantas
invasoras. Por outro lado, os estresses abidticos tém origem em condigdes climaticas
adversas, como a escassez de agua, variagdes extremas de temperatura, deficiéncia
nutricional e a presenca de metais pesado (ASSEFA et al., 2019). Estes fatores
abioticos podem impor restricbes ao desenvolvimento do feijao, que possui requisitos
agroclimaticos especificos para alcangar um crescimento 6timo. Portanto,
compreender as respostas da cultura a esses fatores é essencial para aumentar a
producao e minimizar possiveis perdas (PEREIRA et al., 2014).

O excesso de aluminio representa toxicidade para as plantas de
feijao, inibindo de maneira significativa o desenvolvimento das raizes e reduzindo seu
alongamento, comprometendo a eficiéncia na absor¢édo de agua e nutriente pelas
raizes. Considerando que o sistema radicular do feijao é superficial em comparacgao
com outras culturas, ele se torna especialmente sensivel aos efeitos do déficit hidrico
e das altas temperaturas. Isso aumenta a taxa de transpiragao e, consequentemente,
a demanda por agua, levando a perdas na produgéo de vagens e no enchimento dos
graos, principalmente em condigdes de toxidez causada pelo aluminio no solo
(PEREIRA et al., 2014, TOTH et al., 2017).

Diversas pesquisas indicam que o 6xido nitrico (NO) desempenha um
papel crucial na regulagdo de processos associados ao crescimento e
desenvolvimento de plantas. Em sementes, sua atuagcao se destaca na inducao do
processo germinativo e na inibicdo da respiragao apds a embebigcdo, enquanto nas
raizes, estimula o alongamento e a formagao de raizes adventicias (BETHKE et al.,
2004).

A aplicacdo de NO em plantas emerge como uma estratégia para
proteger e mitigar os efeitos de diversos estresses bidticos e abidticos. Estudos
envolvendo diferentes espécies vém evidenciando o papel do NO em resposta ao
estresse provocado pelo aluminio (WANG e YANG, 2005; SUN et al., 2014). Estudos
de Wang et al. (2013) indicam que a aplicagdo exdgena de NO na forma de

nitroprussiato melhorou a tolerancia de plantas a estresse causados por metais
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pesados.

O tratamento direto das plantas com NO representa um desafio
técnico devido a sua natureza gasosa. Além disso, os doadores de NO s&o compostos
instaveis suscetiveis a decomposi¢ao, especialmente em condi¢gdes de alta
temperatura e exposicdo a luz. Isso pode resultar em uma liberagdo rapida e
descontrolada de NO, levando a efeitos toxicos e redugdo da eficacia (SEABRA;
DURAN, 2010).

Neste cenario, uma das estratégias mais promissoras na agricultura
€ a nanoencapsulacado de agroquimicos para aprimorar sua eficacia no fornecimento
as plantas (FINCHEIRA et al.,, 2021). Esse avangco pode trazer beneficios
significativos, permitindo o desenvolvimento de sistemas carreadores que melhoram
a estabilidade fisico-quimica dos agroquimicos e regulam sua liberagao, garantindo a
entrega precisa dos ingredientes ativos no momento e local apropriados. Isso nao
apenas reduz a exposi¢cdo a agentes externos, mas também minimiza as perdas
decorrentes de degradagao, lixiviagéo e volatilizagdo (PEREZ-DE-LUQUE, 2017).

Segundo Seabra et al. (2015), a nanoencapsulacédo dos doadores de
NO surge como uma estratégia promissora para proteger essas moléculas da
decomposicao e degradacgao, permitindo uma liberagao controlada, esse método de
tratamento pode estender o periodo de acdo do NO, contribuindo para uma aplicagao
mais eficaz. Sendo necessario mais estudos quanto a sua aplicabilidade no
tratamento de diferentes culturas submetidas a condicido de estresse.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o desempenho germinativo
e o crescimento do feijao em resposta a diferentes concentragbes de 6xido nitrico
(NO), utilizando S-Nitrosoglutationa (GSNO) nanoencapsulada com quitosana, em

condicdes de estresse por aluminio.
4.3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Estadual de Londrina, em Londrina — PR. Em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 10x2, com quatro repeticbes. Foram
testadas dez concentragbes de nanoparticulas contendo S-nitroglutationa (GSNO)
como doador de NO, incluindo a testemunha: 0, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 e

1500 ymol L' e duas condigbes de ambiente sendo sem e com estresse por aluminio.
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As solugbes com as nanocapsulas de quitosana contendo o doador
de NO, foram fornecidas pelo Centro de Ciéncias Naturais e Humanas (CCNH)
pertencente a Universidade Federal do ABC, Sdo Paulo. As nanoparticulas foram
preparadas utilizando o método de gelificacdo ionotropica, conforme descrito por
Calvo et al. (1997), que envolve a mistura de quitosana (CS) e glutationa (GSH) em
um meio acido. A mistura de CS/GSH foi adicionada a uma solucdo de GSNO na
proporcdo de 3:1 de CS/GSH e GSNO, resultando na formag¢ao da suspensio de
nanoparticulas contendo o doador de 6xido nitrico. Antes do tratamento das sementes
de feijao, foi adicionado nitrito de sodio (NaNO;) a solugdo de nanoparticulas de
quitosana para nitrosar os grupos tiol livres do GS, utilizando uma proporgéo de 13,6
mg para cada 1 ml de GSNO.

As sementes de feijao da cultivar IPR Quero-quero, utilizadas no
experimento, foram adquiridas na UBS do Instituto de Desenvolvimento Rural do
Parana (IDR-Parana), localizada em Londrina — PR. As sementes foram contadas e
pesadas em porcdes adequadas para os testes de germinagao e comprimento, em
seguida colocadas em potes de polietileno com tampa, e submetidas ao tratamento
de imersédo em 10 ml de solugcdo, nas seguintes concentragbes: 0 (apenas agua
destilada), 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 e 1500 ymol L-' de GSNO, sendo entao
agitadas a cada trinta minutos, até a embebigdo completa das sementes, que ocorreu
em 3 horas.

Os testes de germinacgao e crescimento foram realizados em rolos de
papel germitest, seguindo as diretrizes estabelecidas nas Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009). O estresse por aluminio foi simulado por meio da solugéo
de agua destilada utilizada para umedecer os rolos de papel, na agua foi acrescentado
cloreto de aluminio na concentracdo de 10mmol L' de AI®*, foi realizado uma
acidificagao da solugéo por meio de HCI até obter um pH 4,0, com o objetivo de
disponibilizar o aluminio para embebicao e absorcao pelas raizes.

Para a avaliagao do processo de germinacao, foram consideradas as
seguintes variaveis: primeira contagem (PC), germinagao total (G), incidéncia de
plantulas anormais (ANOR) e sementes nao viaveis (MORT), expressas em
porcentagem (%). As variaveis relacionadas ao crescimento inicial das plantulas
incluiram o comprimento da parte aérea e das raizes (CPA e CR), mensurados em
centimetros (cm), além da massa seca da parte aérea e das raizes (MSPA e MSR),

expressas em miligramas (mg). Cada tratamento foi repetido quatro vezes, utilizando
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50 sementes por repeticdo para o teste de germinagao e 20 sementes por repeticao
para o teste de crescimento.

O experimento foi realizado em um germinador de sementes do tipo
Mangelsdorf, mantido a uma temperatura constante de 25°C. Apds cinco dias da
montagem do experimento, foi realizada uma avaliagdo do vigor das sementes em
cada tratamento, utilizando a variavel PC. No 9° dia apds o inicio do teste, as variaveis
de G, ANOR e MORT foram avaliadas por meio da contagem das sementes restantes.
Nesse mesmo dia, foram mensurados os comprimentos da parte aérea e das raizes,
com o auxilio de uma régua milimetrada, e as plantulas foram separadas para
secagem em estufa de ventilagdo a 65°C por 72 horas, a fim de determinar a MSPA e
a MSR, por meio de pesagem em balanga analitica.

Os dados foram analisados quanto a normalidade, homogeneidade e
comparados através de analise de variancia (ANOVA) e regressao polinomial a 5%
de significancia. As analises foram conduzidas no software SISVAR, de Daniel
Furtado Ferreira, da UFLA.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o fator ambiente todas as variaveis analisadas, exceto sementes
mortas € massa seca de raiz, tiveram resultados significativos. Ja para o fator
concentracdo, em que foi testado diferentes concentragbes de GSNO
nanoencapsulada, houve significancia para todas as variaveis, exceto para de

comprimento de raiz (CR) (tabela 1).

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia, para as variaveis de desempenho
germinativo e crescimento inicial de plantulas do tratamento de sementes de feijao,
sob concentragbées de é6xido nitrico nanoencapsulado, em condicbes sem e com
estresse por aluminio.

Q.M

FATORES GL PC G ANOR MORT CPA CR MSPA MSR
Ambiente (A) 1 1602,0* 387,2* 54 * 00" 258* 31* 6,849* 1480"
Concentragao (C) 9 2604 * 163,11 * 2,6 * 14* 185~ 01" 0,157 * 1,248 *
AxC 9 296,2* 86,9 * 1,1 % o6"™ 16,5~ 09* 0,054" 0,897 "
Residuo 54,6 31,3 0,3 0,4 49 0,2 0,073 0,452
CV (%) 10,84 7,05 15,74 22,01 12,8 11,75 7,97 9,18
Média geral 68,18 79,3 12,32 8,15 17,1 14,59 11,15 53,84

ns: ndo significativo, *:significativo a 5%, primeira contagem (PC), germinag¢édo (G), plantulas anormais
(ANOR), sementes mortas (MORT), comprimento de pléntulas e de raiz (CPA e CR), massa seca de
parte aérea e raiz (MSPA e MSR).
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Houve efeito significativo da interagdo ambiente e concentragéo para
as variaveis primeira contagem, germinagao total, plantulas anormais, comprimento
de raiz e parte aérea, ndo tendo resultado significativo para as variaveis sementes
mortas e de massa seca. Para as variaveis com efeito significativo da interag&o foi
realizado o desdobramento dos tratamentos dentro de cada ambiente, apresentados
em graficos de regressao polinomial.

Para a variavel primeira contagem (PC), em ambiente sem o efeito
téxico do aluminio, houve um ajuste quadratico sob p-valor <0,0001, com uma
diminuigdo das médias nas concentragdes mais baixas de NOaté 50 ymol L' e, a
partir dessa concentragdo, houve uma recuperagao na porcentagem de germinagao
conforme a concentragdo dos tratamentos aumentavam, porém, ndo obtendo média

maior que o controle. (Figura 1).

Figura 1 — Analise de regressao das variaveis primeira contagem (PC) e germinagao
total (G) em fungdo das concentragbes de o6xido nitrico nanoencapsulado no
tratamento de sementes de feijao sob condicdo sem e com estresse por aluminio.
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Sob condigao de estresse por aluminio, o controle (sem presenga do

NO) apresentou média superior aos tratamentos com NO, exceto para a concentragao

de 5 e 25 ymol L' (Tabela 2). Foi possivel observar um decréscimo linear (p-valor

<0,0001) conforme ao aumento de NO nos tratamentos, indicando que os tratamentos

com GSNO nanoencapsulada nas concentragdes testadas, prejudicaram o vigor das
sementes de feijao, diminuindo sua velocidade de germinagao (Figura 1).

Quando comparamos os efeitos das concentragdes nos dois

ambientes, podemos observar que nas concentragées mais altas os efeitos negativos
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do NO foi observado com uma diferenga significativa no ambiente com estresse,
demostrando um efeito somatdério de estresse por aluminio e de NO para essa variavel
(Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados do desdobramento e teste F para o fator concentracao, para
as variaveis de PC, G e ANOR, no tratamento por éxido nitrico nanoencapsulado, em
condicdes com e sem estresse por aluminio.

[] GSNO MEDIAS VARIAVEIS
p PC (%) G (%) ANOR (%)
(hmol L") SEM COM SEM COM SEM COM
0 82,5 a 70,0 b 91,5a 820b 40 a 95b
5 79,0 a 77,0 a 86,5 a 86,5 a 55 a 6,0 a
10 67,5 a 59,5 a 79,0 a 75,5 a 95 a 11,5 a
25 62,5b 76,0 a 775 a 81,5 a 14,5 a 11,8 a
50 66,5 a 66,0 a 74,0 a 76,0 a 16,5 a 18,5 a
100 68,5 a 59,0 a 81,5a 76,0 a 12,0 a 17,0 a
250 71,0 a 53,0b 775 a 71,5 a 12,5 a 16,5 a
500 71,5 a 550b 79,5 a 73,0 a 12,0 a 14,0 a
1000 80,5 a 60,5 b 86,5 a 740 b 70 a 195 b
1500 77,0 a 555 b 81,5a 70,0 b 10,5 a 210 b

Ao examinar a velocidade de germinagao por meio da variavel de PC,
foi observado que o NO n&o causa efeito positivo para essa condigao de estresse,
assim como é relatado por Besson-Bard (2008).

O mesmo efeito foi observado para a variavel de germinacao total (G),
apresentando percentagem de germinagdo inversamente proporcional as
concentracdes de NO nos tratamentos submetidos ao estresse por aluminio, com
decréscimo linear (p-valor <0,0001). Porém, na concentragéo de 5 ymol L', observou-
se uma resposta superior ao controle. Na condicdo sem estresse, ha uma leve
diminuicdo na germinagdo nas concentragées mais baixas, sendo representada por
uma curva quadratica com p-valor <0,0001 (Figura 2).

Assim como para variavel de PC, o controle apresentou um
desempenho de germinagao inferior no ambiente com estresse, em comparacgao ao
ambiente sem estresse. Porém, na concentragao mais baixas, esses ambientes n&o
apresentaram diferencas entre si, sendo estatisticamente similares nas concentragoes
de 5,10, 50, 100 ymol L' para a variavel de PC, e 5, 10, 25, 50, 100 umol L' para a

variavel de G (Tabela 2).
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Figura 2 — Anadlise de regressao para a variavel de germinacgao total (G) em fungao
das concentragdes de 6xido nitrico nanoencapsulado no tratamento de sementes de
feijao sob condigdo sem e com estresse por aluminio.
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Quanto a variavel de plantulas anormais (ANOR), houve um aumento
linear (p-valor <0,0001) conforme o aumento das concentragcées de NO sob estresse
por aluminio, enquanto nos tratamentos sem a presenga do aluminio houve um
aumento no numero de ANOR nas concentracdes mais baixas, diminuindo com o
aumento das concentragdes, sendo representado por uma curva de segundo grau

com p-valor <0,0001 (Figura 2).

Figura 3 — Analise de regressao das variaveis plantulas anormais (ANOR) em funcéo
das concentragdes de Oxido nitrico nanoencapsulado no tratamento de sementes de
feijao sob condigdo sem e com estresse por aluminio.
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Para a variavel de sementes mortas (MORT), houve significancia

apenas para o fator concentragdes, ndo havendo interagao significativa com o fator
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ambiente. O ajuste quadratico para apresentar o comportamento das concentragdes
foi ndo significativo, com p-valor de 0,0723. Dentro dos dois ambientes houve aumento
na porcentagem de sementes mortas nos tratamentos contendo NO, obtendo médias
maiores ao tratamento controle, sem o NO (Figura 4).

Figura 4 — Analise de regressao para a variavel de sementes mortas (MORT), em

funcdo das concentragdes de Oxido nitrico nanoencapsulado no tratamento de
sementes de feijao.
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Os efeitos do NO no desempenho germinativo de plantas sujeitas a
estresses abidticos, sdo influenciados por suas concentracdes. Baixas doses desta
molécula tendem a induzir respostas benéficas, promovendo o desenvolvimento das
plantulas. No entanto, doses elevadas podem resultar em efeitos fitotoxicos,
desencadeando um estresse nitroso que pode levar a morte celular. Portanto, o NO
exibe um duplo efeito: pode auxiliar na protecdo e no desenvolvimento das plantulas,
mas sua concentracao precisa ser cuidadosamente controlada, pois pode se tornar
letal (SANTISREE et al., 2015).

As variaveis de comprimento de parte aérea (CPA) e comprimento de
raiz (CR) apresentaram linhas de tendéncias similares para os resultados obtidos, em
ambas as condigdes ambientais estudadas. Para o ambiente sem estresse, o ajuste
quadratico para apresentar o comportamento das concentragdes foi ndo significativa,
com p-valor de 0,0821 para CPA e 0,1131 para CR. Quando em condigao de estresse
do aluminio, foi observado aumento de CPA para a concentragdo de 5 ymol L' de
GSNO (p-valor <0,0001) e CR foi apresentado por ajuste quadratico néo significativo
(p-valor= 0,5068) (Tabela 3) e (Figura 5).
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Tabela 3 — Resultados do desdobramento e teste F para o fator concentragao, para
as variaveis de CPA e CR, no tratamento por 6xido nitrico nanoencapsulado, em
condi¢gbes com e sem estresse por aluminio.

[] GSNO MEDIAS VARIAVEIS
p CPA (cm) CR (cm)
(pmol L) SEM com SEM com
0 18,48 a 18,68 a 15,26 a 14,73 a
5 18,08 a 20,85 a 14,65 a 16,85 a
10 18,20 a 16,00 a 13,50 a 13,63 a
25 15,23 a 18,20 a 15,15 a 13,70 a
50 17,68 a 16,20 a 16,25 a 13,20 a
100 17,80 a 18,68 b 12,18 a 13,25 a
250 17,40 a 12,03 b 13,63 a 8,40 b
500 18,15 a 13,38 b 19,70 a 9,13 b
1000 16,18 a 14,95 a 15,85 a 12,55 a
1500 19,98 a 16,85 a 15,28 a 14,70 a

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente dentro da mesma concentragdo
pelo teste F.

Figura 5 — Analise de regresséo para variavel de comprimento de parte aérea (CPA)
e de raiz (CR) em fungdo das concentragcdes de 6xido nitrico nanoencapsulado no
tratamento de sementes de feijdo sob condigdo sem e com estresse por aluminio.
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Um estudo conduzido por Wang e Yang (2005) em plantas de Cassia
tora L. evidenciou que o 6xido nitrico desempenha um papel protetor contra o estresse
oxidativo induzido pelo aluminio, promovendo o crescimento das raizes e reduzindo o
acumulo de AI** nos apices radiculares, contrariando os resultados obtidos no feijao
neste estudo.

Nao se observou interagao significativa entre os fatores concentragao
e ambiente para as variaveis de massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR).

Entretanto, para a variavel MSPA, verificou-se um efeito significativo
entre os ambientes (Tabela 4), onde o ambiente com presenga de aluminio tdxico
demonstrou uma média de MSPA estatisticamente superior em comparagao ao

ambiente sem estresse.

Tabela 4 — Teste de média para o fator ambiente pelo teste F, para variavel de massa
seca de parte aérea (MSPA) em tratamento com 6xido nitrico nanoencapsulado, sob
condigdes com e sem estresse por aluminio.

[1 GSNO MSPA (mg)
(umol L) SEM ESTRESSE COM ESTRESSE
0 9,08 12,75
5 7,75 13,67
10 7,88 12,58
25 8,50 11,17
50 8,87 13,42
100 10,00 12,92
250 8,92 11,75
500 10,88 13,75
1000 9,25 13,83
1500 10,54 15,50
MEDIA 9,17b 13,13 a

Médias sequidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste F.

Além disso, foi constatado um efeito significativo para o fator
concentracéo (Figura 6), onde se observou um aumento linear na massa seca da parte
aérea (MSPA) com o incremento das concentracbes de oxido nitrico (NO),
independente do ambiente. Este comportamento foi corroborado por um p-valor de
0,0032.
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Figura 6 — Analise de regressédo para a variavel de massa seca de parte aérea
(MSPA), em funcdo das concentragdes de oOxido nitrico nanoencapsulado no
tratamento de sementes de feijao.
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Enquanto para variavel de MSR, houve variagao de médias entre as
concentragdes, observando um ligeiro aumento nas duas concentragdes mais baixas
de 5 e 10 ymol L', com uma linha de tendéncia em decréscimo nos tratamentos
conforme o aumento das concentragbes de GSNO. O ajuste quadratico para
apresentar o comportamento das concentragdes foi nao significativo, com p-valor de
0,2833 (Figura 7).

Foi observado que a presenga do aluminio causa um engrossamento
do hipocoétilo, assim como nas raizes, e esse engrossamento causa um aumento da
massa seca, mesmo havendo uma diminuicdo do comprimento, porém, para a variavel

de MSR néo houve diferencga significativa.

Figura 7 — Anadlise de regressao para a variavel de massa seca de raiz (MSR), em
funcdo das concentragbes de Oxido nitrico nanoencapsulado no tratamento de
sementes de feijéo.
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Correa-Aragunde e seus colaboradores (2008) constataram que o
oxido nitrico impacta o crescimento das raizes de tomate de maneira dependente da
dose. Concentragdes baixas estimulam o crescimento das raizes, ao passo que

concentracdes elevadas exercem um efeito inibitério sobre o seu desenvolvimento.

45 CONCLUSAO

Em ambiente de estresse com aluminio a 10 mmol L', os tratamentos
de nanocapsulas de GSNO foram prejudiciais a germinagéo e crescimento do feijao
em todas as concentragdes, aumentando o efeito de toxidez do aluminio
proporcionalmente com o aumento das concentragées de GSNO.

Em condicdo sem estresse para germinacao e crescimento, as doses
mais baixas foram prejudiciais, enquanto nas doses mais altas testadas houve
melhora do desempenho, ndo sendo superior ao controle, sem aplicacdo de GSNO

nanoencapsulado.

4.6 REFERENCIAS

ASSEFA, T.; MAHAMA, A. A.; BROWN, A. V.; CANNON, E. K. S.; RUBYOGDO, J. C;;
RAO, I. M.; BLAIR, M. W.; CANNON, S. B. A review of breeding objectives, genomic
resources, and marker-assisted methods in common bean (Phaseolus vulgaris L.).
Molecular Breeding, v. 39, n. 2, p. 23, 2019.

BANSAL, P.; RAWAL, V.; BANSAL, V. Pulses of the genera Phaseolus and Vigna. In
The Global Economy of Pulses; RAWAL, V., NAVARRO, DK, Eds.; FAO: Roma, Italia,
p. 39-70, 2019.

BESSON-BARD, A.; PUGIN, A.; WENDEHENNE, D. New insights into nitric oxide
signaling in plants. Annu Rev Plant Biol., v. 59, p. 21-39, 2008.

BETHKE, P. C.; BADGER, M. R.; JONES, R. L. Apoplastic synthesis of nitric oxide by
plant tissues. Plant Cell, v. 16, p. 332-341, 2004.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agraria. Regras para Analise de
Sementes. Brasilia: SNDA/DNDV/CLAYV, p. 364, 2009.

CORREA-ARAGUNDE, N.; LOMBARDO, C.; LAMATTINA, L. Nitric oxide: an
active nitrogen molecule that modulates cellulose synthesis in tomato roots.
New Phytol., v. 79, p. 386-96, 2008.



44

CALVO, P.; REMUNAN-LOPEZ, C.; VILA-JATO, J. L. E.; ALONSO, M. J. Novel
hydrophilic chitosan-polyethylene oxide nanoparticles as protein transporters. Journal
of Applied Polymer Science, v. 63, p.125-132, 1997.

FINCHEIRA, P.; TORTELLA, G.; DURAN, N.; SEABRA, A. B.; RUBILAR, O. Current
applications of nanotechnology to develop plant growth inducer agents as an
innovation strategy. Critical Reviews in Biotechnology 40: 15-30, 2020.

HAYAT, |.; AHMAD, A.; MASUD, T.; AHMED, A.; BASHIR, S. Nutritional and health
perspectives of common bean (Phaseolus vulgaris L.): An overview. Critico. Rev., v.
54, p. 580-592, 2014.

PEREIRA, V. G. C.; GRIS, D. J.; MARANGONI, T.; FRIGO, J. P.; AZEVEDO, K. D;
GRZESIUCK, A. E. Exigéncias Agroclimaticas para a Cultura do Feijao (Phaseolus
vulgaris L.). Revista Brasileira de Energias Renovaveis, v. 3, n. 1, p. 32-42, 2014.

PEREZ-DE-LUQUE, A. Interaction of nanomaterials with plants: what do we need for
real applications in agriculture? Frontiers in Environmental Science, Lausanne, v.
5, p. 12, 2017.

TOTH, B.; GRUSAK, M. A. Aluminum-toxicity responses in Phaseolus vulgaris L.
genotypes. Columella, v. 4, n. 1, p. 95-100, 2017.

SANTISREE, P.; BHATNAGAR-MATHUR, P.; SHARMA, K. K. NO to drought-
multifunctional role of nitric oxide in plant drought: Do we have all the answers? Plant
Science, v. 239, p. 44-55, 2015.

SEABRA, A. B.: DURAN, N. Nitric oxide-releasing vehicles for biomedical
applications. Journal of Materials Chemistry, Cambridge, v. 20, n. 9, p. 1624-1637,
2010.

SEABRA, A. B.; JUSTO, G. Z.; HADDAD, P. S. State of the art, challenges, and
perspectives in the design of nitric oxide-releasing polymeric nanomaterials for
biomedical applications. Biotechnology Advances, Oxford, v. 33, n. 6, p. 1370—
1379, 2015.

SUN, C,; LU, L,; LIU, L,; LIU, W.; YU, Y,; LIU, X;; HU, Y.; JIN, C.; LIN, X. Nitrate
reductase-mediated early nitric oxide burst alleviates oxidative damage induced by
aluminum through enhancement of antioxidant defenses in roots of wheat (Triticum
aestivum). New Phytologist, London, v. 201, n.4, p. 1240-1250, 2014.

WANG, Q., LIANG, X., DONG, Y. et al. Effects of Exogenous Salicylic Acid and Nitric
Oxide on Physiological Characteristics of Perennial Ryegrass Under Cadmium Stress.
J Plant Growth Regul, v. 32, p. 721-731, 2013.

WANG, Y. S.; YANG, Z. M. Nitric oxide reduces aluminum toxicity by preventing
oxidative stress in the roots of Cassia tora L. Plant Cell Physiology, 46: 1915-1923,
2005.



45

5 ARTIGO C: CONCENTRAGOES DE DOADOR DE OXIDO NiTRICO
NANOENCAPSULADO NO TRATAMENTO DE SEMENTES DE FEIJAO
SUBMETIDOS AO ESTRESSE POR DEFICIT HiDRICO

5.1 RESUMO

O cultivo do feijao enfrenta desafios, especialmente ligados a disponibilidade de agua.
O déficit hidrico prejudica a germinagcdo das sementes, retardando o processo e
elevando a suscetibilidade a problemas fitopatolégicos, comprometendo o
estabelecimento das plantulas. O 6xido nitrico pode reduzir o impacto desse estresse,
€ a nanoencapsulacdo dessa molécula surge como uma alternativa mais viavel para
o tratamento de sementes. O estudo teve como objetivo avaliar o efeito protetor do
oxido nitrico nanoencapsulado, aplicado em diferentes concentragdes, no
desempenho germinativo e no crescimento inicial de plantulas de feijdo expostas ao
estresse causado pelo déficit hidrico. O trabalho foi realizado na Universidade
Estadual de Londrina, em delineamento casualizado com esquema fatorial 10x2 com
quatro repeticdes. As sementes de feijao foram tratadas com nanoparticulas de
quitosana contendo oxido nitrico em dez concentragdes: 0, 5, 10, 25, 50, 100, 250,
500, 1000 e 1500 pmol L', com e sem estresse por déficit hidrico. As variaveis foram
avaliadas para determinar o desempenho germinativo e o desenvolvimento radicular
e da parte aérea. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade e
homogeneidade, além de analise de variancia e regressao polinomial para as
concentragdes, adotando-se um nivel de significancia de 5%. Sob efeito de déficit
hidrico, a um potencial osmaético de -0,15 MPa, apenas o tratamento com a
concentragdo mais alta testada, de 1500 ymol L', se mostrou igual ou superior ao
controle para o desempenho germinativo nessa condigao.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.; estresse abibtico; germinagéo.

5.2 INTRODUCAO

No Brasil o cultivo do feijao ocorre em todo o territério nacional,
durante o ano todo, devido ao seu ciclo curto que torna possivel até trés safras anuais.
Com vasta possibilidade de cultivo em locais com diferentes caracteristicas e
adversidades ambientais, o feijao € uma cultura sujeita a varias intempéries e fatores
causadores de estresses bidticos e abidticos. Dado que o sistema radicular do feijao
€ superficial em comparacado com outras culturas, ele é particularmente sensivel aos
efeitos do déficit hidrico, que, quando combinado com altas temperaturas e baixa

umidade relativa do ar, aumenta a taxa de transpiracdo e, consequentemente, a
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demanda por agua, resultando em perdas na producéo de vagens e no enchimento
dos graos (PEREIRA et al., 2014).

O déficit hidrico é principalmente causado pelas mudancgas climaticas
que ocorrem ao longo dos anos, resultando em periodos de estiagem mais frequentes,
caracterizados pela falta de precipitagcao pluvial (PARKASH; SINGH, 2020).

A disponibilidade de agua é um dos fatores criticos que afetam a
produtividade do feijao, pois a planta € altamente sensivel ao déficit hidrico. A falta de
agua prejudica significativamente o rendimento da cultura, interrompendo
principalmente o processo fotossintético. Quando a deficiéncia hidrica ocorre no inicio
do ciclo da cultura, resulta em uma redugdo no crescimento das plantas, na area
fotossintética e na producgao de flores, vagens e sementes por vagem, podendo levar
ao aborto de flores e vagens (ANDROCIOLLI et al., 2019).

O processo germinativo e o estabelecimento de plantulas no campo
sao afetados pela falta de agua, com o retardamento da germinacao e da emergéncia
da radicula e o surgimento de problemas fitopatolégicos devido a ampliagédo do tempo
de germinacdo. Os efeitos também se apresentam apdés a emergéncia do eixo
embrionario, refletindo no mau desenvolvimento da planta. De maneira geral, a
deficiéncia hidrica causa danos tanto a parte aérea quanto ao sistema radicular
(MARCOS FILHO, 2015).

Em condicbes de déficit hidrico as plantas desencadeiam respostas
ao estresse, resultando alteragdes morfoldgicas e nos processos fisico-quimicos, a
fim de aumentar a defesa da planta (CARABALLO, 2006). Como alteracbes de
resposta ao estresse esta o acumulo de osmoprotetores, que agem nas células
controlando o ajustamento osmotico, que respondem positivamente a desidratagao
dos tecidos (SINGH et al., 2015).

Alguns estudos tém mostrado que o NO pode regular processos
relacionados ao crescimento e desenvolvimento de plantas. Nas sementes ele atua
na indugao do processo germinativo e da respiragdo apds a embebicdo, sendo que
na raiz promove o0 alongamento e formagéo das raizes adventicias (BETHKE et al.,
2004). A molécula de NO também pode aumentar a tolerancia de uma planta em
condicéo de estresse (SIMONTACCHI et al., 2015).

Uma das estratégias mais promissoras atualmente ¢é a
nanoencapsulagcao de agroquimicos, visando aprimorar sua eficacia na entrega as

plantas (FINCHEIRA et al., 2021). Essa abordagem tem o potencial de beneficiar a
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agricultura ao desenvolver sistemas carreadores capazes de melhorar a estabilidade
fisico-quimica dos agroquimicos, bem como de proporcionar uma liberagéo controlada
dos ingredientes ativos. Isso permite que sejam entregues no momento e local
adequados, reduzindo os efeitos adversos de agentes externos e minimizando as
perdas por degradacgao, lixiviacdo e volatilizacdo (PEREZ-DE-LUQUE, 2017)

O tratamento direto das plantas com éxido nitrico (NO) é tecnicamente
desafiador, devido a sua natureza gasosa (VITOR et al.,, 2013). Além disso, os
doadores de NO sdo compostos instaveis que podem se decompor rapidamente sob
acao de altas temperaturas e exposicéo a luz, resultando em uma liberagao rapida e
potencialmente téxica de NO, o que reduz sua eficacia (SEABRA; DURAN, 2010)

A nanoencapsulagao de doadores de NO surgiu como uma estratégia
para proteger essas moléculas da decomposi¢ao e degradagéao, possibilitando uma
liberagao controlada de NO e prolongando seu efeito (SEABRA et al., 2015).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o desempenho germinativo e o
crescimento de plantulas de feijdo, em diferentes concentragdes de éxido nitrico (NO)
na forma de S-Nitrosoglutationa (GSNO) nanoencapsulado com quitosana,

submetidos a estresse por déficit hidrico.
5.3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na dependéncia do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Estadual de Londrina, em condicdo de laboratorio. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 10x2
com quatro repeticbes, sendo dez concentragdes de nanoparticulas de GSNO,
incluindo a testemunha: 0, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 e 1500 ymol L' e duas
condi¢gdes de ambiente: sem e com estresse por déficit hidrico.

As solugbes com as nanocapsulas de quitosana contendo o doador
de NO, foram fornecidas pelo Centro de Ciéncias Naturais e Humanas (CCNH)
pertencente a Universidade Federal do ABC, Sao Paulo.

As nanoparticulas foram preparadas utilizando o método de
gelificagdo ionotrépica, conforme descrito por Calvo et al. (1997), que envolve a
mistura de quitosana (CS) e glutationa (GSH) em um meio acido. A mistura de
CS/GSH foi adicionada a uma solugcdo de GSNO na propor¢ao de 3:1 de CS/GSH e

GSNO, resultando na formacgao da suspensao de nanoparticulas contendo o doador
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de 6xido nitrico. Antes do tratamento das sementes de feijao, foi adicionado nitrito de
soédio (NaNO,) a solugdo de nanoparticulas de quitosana para nitrosar os grupos tiol
livres do GS, utilizando uma proporgao de 13,6 mg para cada 1 ml de GSNO.

Foram conduzidos testes de germinagéo e de crescimento em rolos
de papel germitest, de acordo com metodologia descrita nas Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009). As sementes de feijao da cultivar IPR Quero-quero, foram
separadas nas porgdes necessarias para o teste de germinagéo e para o teste de
comprimento, estas foram colocadas em potes de PVC com tampa e tratadas via
embebicédo de semente, em 10ml de solugédo nas concentragdes de 0 (apenas agua
destilada), 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 e 1500 pmol L' de GSNO
nanopencapsulado, sendo este agitado a cada trinta minutos, até a embebicao
completa das sementes.

O estresse por déficit hidrico foi simulado por meio da agua destilada
utilizada para umedecer os rolos de papel germitest, adicionando polietileno glicol
(PEG-6000) a agua destilada, levando-a a um potencial osmoético de -0,15 MPa,
potencial esse escolhido de acordo com o trabalho realizado por Moraes et al. (2005)
com base em Michel e Kaufman (1973).

O experimento foi realizado em um germinador de sementes do tipo
Mangelsdorf, mantido a uma temperatura constante de 25°C. A metodologia adotada
para a avaliagdo do processo de germinagao englobou a analise de diversas variaveis,
incluindo a primeira contagem (PC), germinacéao total (G), incidéncia de plantulas
anormais (ANOR) e sementes ndo viaveis (MORT), as quais foram expressas em
porcentagem (%). Além disso, as variaveis relacionadas ao crescimento inicial das
plantulas foram medidas, incluindo o comprimento da parte aérea e das raizes (CPA
e CR), bem como a massa seca da parte aérea e das raizes (MSPA e MSR), as quais
foram registradas em centimetros (cm) e miligramas (mg), respectivamente.

Apods cinco dias da montagem do experimento, foi realizada uma
avaliacao do vigor das sementes em cada tratamento, utilizando a variavel PC. No
nono dia apds o inicio do teste, as variaveis de G, ANOR e MORT foram avaliadas
por meio da contagem das sementes restantes. Nesse mesmo dia, os comprimentos
da parte aérea e das raizes foram medidos com o auxilio de uma régua milimetrada,
e as plantulas foram separadas para secagem em estufa de ventilagao a 65°C por 72
horas, visando determinar a MSPA e a MSR, por meio de pesagem em balancga

analitica.
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Cada tratamento foi repetido quatro vezes, utilizando 50 sementes por
repeticao para o teste de germinagao e 20 sementes por repeticdo para o teste de
crescimento. Os dados obtidos foram submetidos a testes de normalidade e
homogeneidade, seguidos de analise de varidncia, comparacédo de médias pelo teste
F e regressdo polinomial, com um nivel de significancia de 5%. Todas as analises
foram realizadas utilizando o programa SISVAR, desenvolvido por Daniel Furtado
Ferreira, da UFLA.

54 RESULTADOS E DiISCUSSAO

Para andlise de variancia (tabela 1), houve interagédo significativa
entre os fatores para as variaveis de PC, ANOR, CPA, CR e MSR. Para o fator
ambiente, foi observado significancia para todas as variaveis, enquanto para o fator
concentracdo apenas as variaveis CPA, MSPA e MSR nao apresentaram efeito

significativo.

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia, para as variaveis de desempenho
germinativo de feijdo, sob concentragcbes de Oxido nitrico nanoencapsulado, em
condicdo sem e com estresse por déficit hidrico.

Q.M

FATORES GL PC G ANOR  MORT CPA CR MSPA MSR
Ambiente (A) 1 3465* 159,5* 253,0* 87* 333* 22* 4,098 * 5616 *
Concentracdo (C) 9 1,6 * 1,7 * 23* 0,7 * 01m™ 02* 0,069"™ 0,317 "
AxC 9 0,6 * 0,8 " 0,9 * 05™ 02* 0,2* 0,088 0,692 *
Residuo 0,2 0,4 0,3 0,3 0,0 0,1 0,070 0,372
CV (%) 7,59 8,72 11,64 17,53 6,06 6,92 7,97 8,80
Média geral 45,97 60,42 28,27 10,25 13,03 14,41 10,66 47,98

ns: ndo significativo, *:significativo a 5%, primeira contagem (PC), germinacéo (G), plantulas anormais
(ANOR), sementes mortas (MORT), comprimento de plantulas e de raiz (CPA e CR), massa seca de
parte aérea e raiz (MSPA e MSR).

Para a variavel de primeira contagem (PC), tanto para o ambiente sem
quanto para o ambiente com déficit hidrico, os tratamentos apresentaram um
decréscimo na porcentagem de plantas germinadas nas concentracées de NO mais
baixas, com uma leve recuperacdo conforme o aumento dessas concentracdes,

ambos com ajuste quadratico com p-valor <0,0001(Figura 1).
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Figura 1 — Andlise de regressao para a variavel de primeira contagem (PC), em fungao
das concentrag¢des de Oxido nitrico nanoencapsulado no tratamento de sementes de
feijao sob condigdo sem e com estresse por déficit hidrico.
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Em condigao estressante as duas maiores concentragdes resultaram
numa taxa de germinag&o maior que o tratamento sem a presenga de NO, porém sem
diferenca significativa entres as demais concentragdes (Figura 1).

A germinacao na PC em ambiente com déficit hidrico foi muito inferior
em todas as concentragées de NO quando comparado ao ambiente com condi¢des
ideais (Tabela 2). O potencial osmaético de -0,15 MPa pode ter sido muito severo para
a cultivar utilizada.

Tabela 2 — Resultados do desdobramento e teste F para o fator concentragao, para
as variaveis de PC e ANOR, no tratamento por 6xido nitrico nanoencapsulado, em

condi¢gbes com e sem estresse por déficit hidrico.
[]GSNO MEDIAS VARIAVEIS

) PC (%) ANOR (%)
(pmol L) SEM Ccom SEM CcoM
0 825 a 215 b 40 a 335 b
5 79.0 a 15,5 b 55 a 52,0 b
10 67,5 a 15,5 b 9,5 a 50,0 b
25 625 a 19,0 b 145 a 425 b
50 66,5 a 12,0 b 16,5 a 59.5 b
100 685 a 175 b 12,0 a 48,0 b
250 714 a 16,0 b 125 a 495 b
500 715 a 19,0 b 12,0 a 485 b
1000 805 a 235 b 7.0 a 440 b
1500 77,0 a 335 b 105 a 34.0 b

Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente pelo teste F.
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Para a variavel de germinagao total (G) ndo houve significancia entre
os fatores ambientes e concentragcbes de NO, porém, quando analisando o
comportamento das concentracbes de GSNO independente do ambiente, foi
observado um comportamento similar a variavel de PC, com uma leve queda nas
concentracbes mais baixas seguido de um leve aumento de germinagdo nas
concentragbes mais altas, sendo apresentado por um ajuste quadratico (p-valor
<0,0001) (Figura 2).

Silveira e colaboradores (2020), avaliaram a germinagcdo e o
crescimento inicial de feijao em tratamento com concentracdes de GSNO associado
ou ndo a Ca?*, em condigao sem e sob déficit hidrico. Nesse estudo foi observado que
o GSNO em altas concentragoes (500, 1000 e 2000 uM) estando associado a Ca?*
reduz significativamente a velocidade de germinagdo sob déficit hidrico, sem
associagao, os tratamentos com GSNO obtiveram um leve aumento na média, porém
sem diferenga estatistica significativa. O mesmo comportamento ocorre na

germinacgao total.

Figura 2 — Analise de regressao para a variavel de germinagéo total (G), em fungéo

das concentragdes de Oxido nitrico nanoencapsulado no tratamento de sementes de
feijao.
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Quando avaliamos o fator ambiente isoladamente, esse apresenta
diferenga estatistica significativa, em que o ambiente com estresse atingiu menos da
metade do desempenho germinativo do ambiente sem estresse, independente as

concentracdes de GSNO (Tabela 3).
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Tabela 3 — Teste de média para o fator ambiente pelo teste F, para variavel de
germinagado total (G) em tratamento com Oxido nitrico nanoencapsulado, sob
condigdes com e sem estresse por déficit hidrico.

[1 GSNO G (%)
(umol L) SEM ESTRESSE COM ESTRESSE
0 91,50 51,00
5 86,50 32,50
10 79,50 29,00
25 77,50 42,50
50 74,00 30,00
100 81,50 40,50
250 77,50 32,50
500 79,50 40,50
1000 86,50 42,00
1500 81,50 57,00
MEDIA 82 a 40b

Médias seguidas pelas mesmas letras na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste F.

Para a variavel numero de plantulas anormais (ANOR), os
tratamentos com a presenca de Oxido nitrico (NO) resultaram em médias mais
elevadas em comparacido com os tratamentos sem NO. Observou-se que as médias
foram mais altas nas concentragdes intermediarias, porém diminuiram novamente nas
concentragbes mais elevadas. Destaca-se que a concentragdo de 50 pmol L
apresentou o maior numero de plantulas anormais em ambas as condi¢des
ambientais, com e sem estresse (Figura 3).

A porcentagem de plantulas anormais foi consideravelmente superior
no ambiente com déficit hidrico. A analise estatistica envolveu ajustes quadraticos
para ilustrar o comportamento das concentragcbes ao longo da dose de GSNO,
resultando em um p-valor de 0,008 para o ambiente sem estresse e de p-valor <

0,0001 para o ambiente sob déficit hidrico (Figura 3).
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Figura 3 — Andlise de regressao para a variavel de plantulas anormais (ANOR), em
funcdo das concentragdes de Oxido nitrico nanoencapsulado no tratamento de
sementes de feijao sob condicdo sem e com estresse por déficit hidrico
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Para a variavel de sementes mortas (MORT), ndo houve interagao

significativa entre os fatores pela analise de variancia, sendo significativa para os

fatores ambiente e concentragcdo de modo isolado.

Para o fator concentracdo, houve um aumento de MORT para as

concentragdes mais baixas de 5 e 10 ymol L', com quedas da curva a partir da

concentragéo de 25 umol L'. O ajuste quadratico para apresentar o comportamento

das concentragdes foi ndo significativo, com p-valor de 0.1365 (Figura 4).

Figura 4 — Analise de regresséo para a variavel de sementes mortas (MORT), em
funcdo das concentragbes de oOxido nitrico nanoencapsulado no tratamento de

sementes de feijao.
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Para o fator ambiente isoladamente, o déficit hidrico promoveu um
efeito deletério maior que a condig¢ao ideal de cultivo, sendo significativamente mais
letal para semente e indicando que os tratamentos de GSNO nao diminuiram o efeito
dessa adversidade para semente (Tabela 4).

Tabela 4 — Teste de média para o fator ambiente pelo teste F, para variavel de

sementes mortas (MORT) em tratamento com oOxido nitrico nanoencapsulado, sob
condicbes com e sem estresse por déficit hidrico.

[] GSNO MORT (%)

(umol L) SEM ESTRESSE COM ESTRESSE

0 4,50 12,00

5 8,00 15,50

10 11,50 16,50

25 8,00 13,50

50 9,50 10,50

100 6,50 13,00

250 10,00 14,00

500 8,50 7,00

1000 6,50 11,50

1500 8,00 10,50

MEDIA 8a 12 b

Médias seguidas pelas mesmas letras na linha nao diferem estatisticamente pelo teste F.

Em relacdo ao comprimento da parte aérea (CPA) e da raiz (CR), nédo
foram observadas variagdes significativas no comprimento em funcao das diferentes
concentragbes, em ambas as condigbes de ambiente. Notavelmente, constatou-se
que o CPA foi maior no ambiente sem estresse, o que é evidenciado por uma
tendéncia significativa (p-valor= 0,0256), enquanto no ambiente com estresse por
déficit hidrico, apresentou um comportamento linear nao significativo (p-valor= 0,0826)
(Figura 5 e Tabela 5).

No que diz respeito ao CR, as médias foram semelhantes nos dois
ambientes, com um leve aumento linear no ambiente sob déficit hidrico. Neste ultimo,
as médias foram estatisticamente menores apenas nas concentracdes de 50, 250 e
500umol L'. Em ambos os ambientes, ndo foi possivel ajustar uma fungéo
significativa, sendo representado por uma fungao linear com p-valor de 0,1210 para o
ambiente sem estresse e p-valor de 0,8872 para o ambiente sob déficit hidrico (Tabela
5).
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Figura 5 — Analise de regressao para as variaveis de comprimento de parte aérea e
de raiz (CPA e CR), em fungdo das concentragdes de 6xido nitrico nanoencapsulado
no tratamento de sementes de feijao sob condicdo sem e com estresse por déficit
hidrico.
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Tabela 5 — Resultados do desdobramento e teste F para o fator concentragao, para
as variaveis de CPA, CR e MSR, no tratamento por 6xido nitrico nanoencapsulado,
em condi¢cdes com e sem estresse por déficit hidrico.

MEDIAS VARIAVEIS
[l GSN_? CPA (cm) CR (cm) MSR (mg)
(umol L7) SEM com SEM com SEM com
0 18.48 a 8,03 b 15.26 a 12,98 a 4950 a 48,00 a
5 18,08 a 9,70 b 14.65 a 13.93 a 5117a 3625 b
10 18,20 a 9,03 b 13,50 a 10,88 a 5008a 51,33 a
25 1523 a 9,63 b 1515 a 13.63 a 5183a 4342 a
50 17,68 a 9,25 b 16,25 a 1275 b 4987a 4638 a
100 17.80 a 6,95 b 12,18 a 12,63 a 6533a 4150 b
250 17.40 a 6,83 b 13.63 a 10,75 b 5225a 4129 a
500 18,15 a 8,10 b 19,70 a 11,75 b 5288a 4261 a
1000 16,18 a 9,03 b 15.85 a 14.45 a 4950a 4108 a
1500 19,98 a 7.40 b 15,28 a 12,78 a 4458a 5092 a

Meédias seguidas pelas mesmas letras na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste F.
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Obtendo resultados satisfatérios, um estudo conduzido por Methela e
colaboradores (2023), em plantas de soja sujeitas a déficit hidrico revelou que a
aplicacao de diferentes concentragbes de GSNO resultou em melhora significativas
nas caracteristicas relacionadas ao desenvolvimento radicular, tanto em condi¢bes
normais quanto de estresse. As nanoparticulas demonstraram efeito benéfico em
varias caracteristicas, como comprimento total, volume e area de superficie radicular,
bem como no numero de raizes secundarias, além de aumentarem a formacao de
nodulos, uma caracteristica importante para as leguminosas. Esse efeito positivo pode
ser atribuido a liberagdo prolongada e consistente de NO pela nanoparticula de
quitosana.

N&o houve significancia para interagéo entre os fatores e para o fator
concentrac&o na variavel de massa seca de parte aérea (MSPA), houve significancia
apenas para o fator ambiente, em que o ambiente com estresse por déficit hidrico
resultou em um maior peso de parte aérea, em comparagao ao ambiente sem estresse
(Tabela 6).

Tabela 6 — Teste de média para o fator ambiente pelo teste F, para variavel de massa
seca de parte aérea (MSPA) em tratamento com 6xido nitrico nanoencapsulado, sob
condicbes com e sem estresse por déficit hidrico.

[1 GSNO MSPA (mg)
(umol L™ SEM ESTRESSE COM ESTRESSE
0 9,08 11,25
5 7,75 12,33
10 7,88 12,88
25 8,50 11,00
50 8,87 12,33
100 10,00 11,67
250 8,92 12,46
500 10,88 12,29
1000 9,25 13,58
1500 10,54 11,79
MEDIA 917b 12,16 a

Meédias seguidas pelas mesmas letras na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste F.

Para a massa seca de raiz (MSR), ocorreu resposta diferente para os
tratamentos nos dois ambientes, para o ambiente sem déficit hidrico, ocorreu um
aumento da MSR para as concentragdes intermediarias com um decréscimo nas

concentragdes mais altas de 1000 e 1500 ymol L', sendo representado por um ajuste
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quadratico com p-valor de 0,0268 (Figura 6).

Enquanto no ambiente sob estresse por déficit hidrico, ocorreu uma
queda da MSR nas concentracbes mais baixas, com um leve aumento na
concentragdo mais alta de 1500 pymol L', sendo apresentado um ajuste quadratico
nao significativo para demonstrar o comportamento das doses, com p-valor de 0.3208
(Figura 6).

Para o tratamento sem a presenca do O6xido nitrico, nas duas
condigbes de ambiente n&o diferiram estatisticamente, sendo diferidos apenas nas
concentragdes de 5 e 100 umol L' (Tabela 5).

Figura 6 — Analise de regressao para a variavel de massa seca de raiz (MSR), em

funcdo das concentragdes de Oxido nitrico nanoencapsulado no tratamento de
sementes de feijao sob condicdo sem e com estresse por déficit hidrico.
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Em um trabalho realizado por Oliveira e colaboradores (2016), em que
foi avaliado NO nanoencapsulado com quitosana na forma de S-nitroso-
mercaptossuccinico, em estresse salino na cultura do milho, observaram que pra
MSPA n&o houve diferenga significativa entre o controle (sem NO) e as duas
concentracgdes testadas (50 e 100 uM), enquanto para MSR os tratamentos contendo
NO nas duas concentragdes, tiveram médias significativamente inferiores ao controle.

Silveira et al. (2020), também verificaram que em condigao de déficit
hidrico ha uma redugéo significativa da MSPA e da MSR de feijao, nos tratamentos
contendo GSNO e GSNO + Ca?*em relagao ao controle.

Contudo, o impacto de doadores de NO ou de nanoparticulas

liberadoras de NO na arquitetura radicular e em outras caracteristicas, ainda é
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desconhecido. Em um estudo de Silveira e colaboradores (2019), observaram uma
relagdo raiz-parte aérea maxima em plantas de cana-de-agucar submetidas a
condicdes de estresse hidrico apds a aplicagdo de GSNO nanoencapsulado.

Carmo et al. (2021), também identificaram resultados positivos na
nanoencapsulagao, causando um significativo efeito protetor do S-nitroso-MSA em
mudas de H. popayanensis sujeitas ao estresse hidrico, indicando um potencial
aplicagao de nanoparticulas liberadoras de NO na producédo de mudas de arvores com

maior toleréncia a seca para programas de reflorestamento.

55 CONCLUSAO

Sob efeito de déficit hidrico, a um potencial osmético de -0,15 MPa,
apenas o tratamento com a concentragdo mais alta testada, de 1500 ymol L, se
mostrou igual ou superior ao controle para o desempenho germinativo nessa

condigao.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Esse estudo teve como objetivo entender o comportamento da
geminagéo de sementes de feijdo sob condi¢des estressantes e o efeito protetivo de
NO aplicado no tratamento de sementes na forma de GSNO nanoencapsulado.

Em experimento para identificar a concentracdo de aluminio a ser
utilizado para causar efeito toxico, e qual cultivar de feijao do grupo carioca utilizar, foi
identificado que a cultivar IPR Sabia possui caracteristicas de melhor tolerancia ao
aluminio quando comparada a IPR Quero-quero. Porém, essa ultima havia sido
caracterizada como tolerante a presenca de aluminio em outros estudos, em que nao
foi avaliado a Cultivar IPR Sabia, demonstrando assim, aptidao dessa cultivar para
regides de cultivo com solos com maiores teores de aluminio e acidos. Quanto a
concentracdo de aluminio recomendada para causar efeitos téxicos e apresentar
sintomas visiveis na germinacdo e no crescimento de plantulas de feijao, é
recomendado utilizar uma concentragédo acima de 10 mmol L', ndo ultrapassando a
concentragdo de 20 mmol L', o que pode tornar inviavel a avaliagdo de algumas
variaveis.

Na condicdo de estresse por aluminio, o tratamento contendo
doadores de NO nanoencapsulado nao causou efeito protetivo ao estresse. Os
tratamentos contendo as nanoparticulas com GSNO agiram como mais um agente
estressante, sendo prejudicial para o desempenho germinativo. O mesmo aconteceu
em condicdo sem estresse nas concentracdes mais baixas testadas, mostrando uma
leve melhora nas concentragdes mais altas, de 1000 e 1500 umol L-!. Sendo assim,
sugestivo a realizagao de mais estudos utilizando de maiores concentragdes.

No experimento sob condigdo de déficit hidrico, foi adicionado com
base na literatura um potencial osmético de -0,15 MPa para simular condigdo de
germinacgao sob déficit hidrico, porém, o potencial utilizado pode ter sido muito severo
para a cultivar utilizada, tendo seu desempenho muito inferior a condicdo sem déficit.
Os tratamentos com GSNO nanoenpasulado também foram identificados como
limitantes nas menores concentragdes testadas, com uma melhora na concentracao
mais alta, de 1500 ymol L', indicando a importancia de mais estudos em maiores
concentragcdes de GSNO.
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