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Resumo geral

Diante dos crescentes desmatamentos nos biomas brasileiros, os plantios florestais
emergem como uma estratégia essencial para mitigar os impactos adversos e promover
um equilibrio ambiental. Face a este cendrio, a implementacdo de técnicas inovadoras de
plantios florestais surge como uma necessidade premente para mitigar os efeitos adversos
dos ambientes degradados, como o excesso de luz incidente, reserva hidrica incipiente no
solo, reducdo da capacidade nutricional do solo e da alteracdo microclimdtica gerados por
esses danos ambientais. Dentre as técnicas utilizadas a rustificacdo de plantas, que visa
favorecer seu estabelecimento e desenvolvimento apds o plantio, associada com a
utilizacdo de 6xido nitrico, propicia o desenvolvimento de caracteristicas e mecanismos
de protecdo pelas plantas, sendo essa uma molécula sinalizadora importante sob
condi¢des de estresses. Diversos trabalhos demonstram a eficiéncia do NO na inducdo de
resposta nas plantas contra estresses abidticos como seca, salinidade, luminosidade e
temperaturas extremas. No entanto, pelo fato do NO ser gasoso, sua aplicacdo direta
envolve limitagcdes, principalmente de instabilidade desse composto, assim, a entrega de
NO ¢ principalmente mediada por moléculas doadoras. Nesse cendrio, uma estratégia
promissora € o aprisionamento de doadores de NO em nanomateriais, formando as
nanoparticulas, evitando assim a degradacdo desses doadores pelos efeitos abidticos,
favorecendo uma liberagdo controlada de NO, ampliando seu periodo de agdo e
viabilizando sua aplicagdo em condi¢des de campo. Assim, com o intuito de melhorar a
qualidade de mudas usadas em reflorestamentos e plantios comerciais, os objetivos deste
trabalho foram: i) analisar as respostas de mudas de Amburana cearensis, Hymenaea
courbaril e Hymenaea stigonocarpa sob o regime de diferentes regimes de luz; ii) analisar
as respostas de mudas de Amburana cearensis, Hymenaea courbaril e Hymenaea
stigonocarpa submetidas ao processo de rustificacdo sob sol pleno sob a adi¢ao de S-
nitrosoglutationa (GSNO) na forma livre e nanoencapsulada; ii1) avaliar o comportamento
de Amburana cearensis e Hymenaea courbaril numa simulagdo de reflorestamento, com
plantio em campo sob tratamento de GSNO na forma nanoencapsulada, livre e a
nanocdpsula sem o ativo e verificar o efeito desses tratamentos na aclimatacdo destas
mudas aos diversos estresses pos-plantio; iiii) avaliar os efeitos de diferentes
concentragdes de dcido mercaptosuccinico (MSNO) no desenvolvimento inicial de Khaya
grandifoliola sob estresse hidrico. Os objetivos foram investigados por meio da avaliagdo
de parametros morfoldgicos e fisiologicos e das mudas. Com a rustifica¢do, as mudas de
H. courbaril, H. stigonocarpa e A. cearensis apresentaram melhor qualidade e maiores
condicdes de estabelecimento em campo quando produzidas em condi¢des de sol pleno
pelo fato de mostrarem habilidade para conciliar o crescimento € o investimento em
atributos adaptativos sob condicdes de alta radiacdo conforme o indice de qualidade de
Dickson, como também maiores valores de densidade estomdtica, espessura foliar,
eficiéncia no uso da dgua, taxa assimilatdria liquida, taxa de crescimento relativo, massa



seca, drea foliar e crescimento em didmetro. O sombreamento intenso foi a condi¢do que
mais limitou o crescimento das mudas respondendo com o maior percentual de
mortalidade para as trés espécies. H. courbaril e H. stigonocarpa tiveram crescimento em
altura e didmetro favorecidos para os ambientes mais ensolarados, A. cearensis sofreu
estiolamento, formando maior altura e menor didmetro para o ambiente mais sombreado.
Na tomada de decisdo sobre o ambiente a utilizar cada espécie, devem ser considerados
os parametros que refletem um crescimento em parte aérea e raiz consolidado com o
incremento das varidveis fisioldgicas. Ao analisar o efeito da utilizagdo de doador de NO,
na forma livre e encapsulada em nanocdpsulas poliméricas de quitosana, na aclimatagcao
destas mesmas espécies, verificamos que para H. stigonocarpa, os tratamentos com
GSNO livre ou nanoencapsulado ndo diferiram entre si, diferindo apenas do tratamento
testemunha ao analisar as varidveis fisiologicas e de crescimento. Hymenaea courbaril
teve comportamento semelhante em relacdo as varidveis de crescimento, porém em
andlise das varidveis fisiol6gicas, somente os tratamentos NP-CS-GSNO 0,1 e 0,2 mM
diferiram dos demais tratamentos. Amburana cearensis manteve comportamento
semelhante aos jatobds, tendo praticamente diferenca apenas no tratamento testemunha
em relacdo aos demais. Para as varidveis fisiol6gicas a concentracdo 0,2 mM NP-CS-
GSNO apresentou melhor desempenho para condutancia estomdtica e para a fotossintese,
diferindo-se apenas da testemunha. Assim, o GSNO, doador de NO utilizado na forma
livre e nanoencapsulada apresenta efeitos fisiol6gicos benéficos quando disponibilizado
para espécies florestais nativas brasileiras, como H. stigonocarpa, H. courbaril e A.
cearensis, desencadeando atividades de protecdo e incremento no que tange a
fotossintese, condutancia estomdtica e formagao de biomassa. Dessa forma, sabendo do
comportamento em viveiro com a suplementacdo de NO, analisamos o desenvolvimento
inicial de H. courbaril e A. cearensis em campo, numa simulacdo de reflorestamento
ambiental. Testamos a aplicacdo de GSNO-CS-NPs, com as nanoparticulas de quitosana
sem o ativo e GSNO livre, todos na concentracdo de 200 uM. Os melhores resultados
foram observados para o tratamento com GSNO-CS-NPs, que resultou em melhor
desempenho fisiol6gico das mudas, observado através de avaliacdes de fotossintese,
condutincia estomdtica e atividade do fotossistema II. O tratamento com GSNO
ocasionou menor mortalidade das mudas, apesar de os parametros de crescimento nao
terem sido afetados. Dessa forma, os resultados sugerem que a aplicacdo de GSNO-CS-
NPs € uma estratégia promissora para proporcionar maior tolerancia de mudas ao estresse
pos-plantio. Por fim, testamos o efeito de dosagens do doador de NO &cido S-nitroso-
mercaptosuccinico (MSNO) nas dosagens de 0; 0,1; 0,2 e 0,4 mM em plantas de Khaya
grandifoliola sob estresse hidrico severo. Ao final, concluimos que a dosagem de 0,2 mM
de MSNO foi capaz de promover maior tolerancia as plantas de K. grandifoliola ao déficit
hidrico severo, promovendo também a maior sobrevivéncia das plantas, desempenho
fisiologico adequado, com maiores valores de transpiracao, eficiéncia no uso da dgua,
conteudo relativo de dgua e condutancia de 4gua. De forma geral, os resultados desta tese
indicam que o processo de aclimatacdo estimulou diferentes respostas entre as espécies
estudadas, mostrando as limitacdes de cada espécie de se aclimatar as novas condi¢des
de luminosidade. Além disso, a suplementacdo de NO com seus respectivos doadores,
seja na forma livre ou nanoencapsulada, favoreceu o desenvolvimento de caracteristicas



de tolerancia ao processo de rustificacio a alta irradidncia, aos estresses pos-plantio e ao
estresse hidrico severo.

Palavras-chave: nanotecnologia, Amburana cearensis, Hymenaea courbaril, Hymenaea
stigonocarpa, Khaya grandifoliola.
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Abstract

Faced with increasing deforestation in Brazilian biomes and forest fires, forest plantations
emerge as an essential strategy to mitigate adverse impacts and promote environmental
balance. Given this scenario, the implementation of innovative techniques of forest
plantations emerges as a pressing need to mitigate the adverse effects of degraded
environments, such as excess incident light, incipient water reserve in the soil, the
nutritional capacity of the soil and the microclimatic alteration generated by these
environmental damages. Among the techniques used the rustification of plants, which
aims to promote their establishment and development after planting, associated with the
use of nitric oxide, promotes the development of characteristics and mechanisms of
protection by plants, signaling molecule under stressful conditions. Several studies
demonstrate the efficiency of NO in inducing response in plants against abiotic stresses
such as drought, salinity, luminosity and extreme temperatures. However, because NO is
gaseous, its direct application involves limitations, mainly of instability of this compound,
thus, the delivery of NO is mainly mediated by donor molecules. In this scenario, a
promising strategy is the trapping of NO donors in nanomaterials, forming the
nanoparticles, thus avoiding the degradation of these donors by abiotic effects, favoring
a controlled release of NO, extending its period of action and enabling its application in
field conditions. Thus, in order to improve the quality of seedlings used in reforestation
and commercial plantings, the objectives of this work were: i) to analyze the responses of
seedlings of Amburana cearensis, Hymenaea courbaril and Hymenaea stigonocarpa
under the regime of different light regimes; ii) analyse the responses of seedlings of
Amburana cearensis, Hymenaea courbaril and Hymenaea stigonocarpa submitted to the
rustification process under full sun under the addition of S-nitrosoglutationa (GSNO) in
free and nanoencapsulated form; iii) evaluate the behavior of Amburana cearensis and
Hymenaea courbaril in a reforestation simulation, with field planting under GSNO
treatment in nanoencapsulated form, free and nanocapsule without the active and verify
the effect of these treatments on the acclimation of these seedlings to the various post-
planting stresses; iii1) evaluate the effects of different concentrations of mercaptosuccinic
acid (MSNO) development of Khaya grandifoliola under water stress. The objectives
were investigated through the evaluation of morphological and physiological parameters
and seedlings. With rustification, the seedlings of H. courbaril, H. stigonocarpa and A.
cearensis showed better quality and higher conditions of establishment in the field when
produced in full sun conditions because they show ability to reconcile growth and
investment in adaptive attributes under high conditions radiation according to the Dickson
quality index, as well as higher values of stomatal density, leaf thickness, water use
efficiency, net assimilation rate, relative growth rate, dry mass, leaf area and diameter
growth. The intense shading was the condition that most limited the growth of seedlings
responding with the highest percentage of mortality for the three species. Hymenaea



courbaril and H. stigonocarpa had increased in height and diameter favored for the
sunnier environments, A. cearensis suffered stretching, forming greater height and
smaller diameter for the shadier environment. In decision making about the environment
to be used by each species, the parameters that reflect a growth in shoot and root
consolidated with the increase of physiological variables should be considered. When
analyzing the effect of the use of NO donor, in free form and encapsulated in chitosan
polymeric nanocapsules, in the acclimatization of these same species, we found that for
H. stigonocarpa, treatments with free or nanoencapsulated GSNO did not differ between
differing only from the witness treatment when analyzing the physiological and growth
variables. Hymenaea courbaril had similar behavior in relation to growth variables, but
in the analysis of physiological variables, only the treatments NP-CS-GSNO 0.1 and 0.2
mM differed from the other treatments. Amburana cearensis maintained behavior similar
to Jatobds, having practically difference only in the witness treatment in relation to the
others. For the physiological variables the concentration 0.2 mM NP-CS-GSNO
presented better performance for stomatal conductance and for photosynthesis the
treatments with GSNO differed only from the control. Thus, the GSNO, NO donor used
in the free and nanoencapsulated form has beneficial physiological effects when available
to native Brazilian forest species, such as H. stigonocarpa, H. courbaril and A. cearensis,
activities and increase in relation to photosynthesis, stomatal conductance and biomass
formation. Thus, knowing the behavior in nursery with NO supplementation, we analyzed
the initial development of H. courbaril and A. cearensis in the field, in a simulation of
environmental reforestation. We tested the application of GSNO-CS-nps, with chitosan
nanoparticles without the active and free GSNO, all at 200 uM concentration. The best
results were observed for the treatment with GSNO-CS-nps, which resulted in better
physiological Stomatal conductance and photosystem II activity. Treatment with GSNO
caused lower seedling mortality, although growth parameters were not affected. Thus, the
results suggest that the application of GSNO-CS-nps is a promising strategy to provide
greater tolerance of seedlings to post-planting stress. Finally, we tested the effect of S-
nitroso-mercaptosuccinic acid (MSNO) donor dosages of 0; 0.1; 0.2 and 0.4 mM in Khaya
grandifoliola plants under severe water stress. At the end, we concluded that the dosage
of 0.2 mM of MSNO was able to promote greater tolerance to plants of K. grandifoliola
to severe water deficit, also promoting greater plant survival, adequate physiological
performance, with higher values of transpiration, efficiency in water use, relative water
content and water conductance. In general, the results of this thesis indicate that the
acclimatization process stimulated different responses between the studied species,
showing the limitations of each species to acclimatize to the new light conditions. In
addition, the supplementation of NO with their respective donors, either free or
nanoencapsulated, favored the development of characteristics of tolerance to the
rustification process to high irradiance, post-planting stresses and severe water stress.

Keywords: nanotechnology, Amburana cearensis, Hymenaea courbaril, Hymenaea
stigonocarpa, Khaya grandifoliola.
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1.  INTRODUGCAO

O processo de desmatamento em dreas florestais levou a formacgdo de
fragmentos isolados que funcionam como ilhas de matas cercadas por habitats nio
reflorestados, transformando grandes dreas de florestas em paisagens mosaico. Esse
cendrio levou a transformacdo de paisagens dominadas por floresta em dreas totalmente
ocupadas por atividades antrépicas, o que resultou em paisagens compostas por
fragmentos pequenos e altamente isolados, rodeados por matrizes indspitas.

A fragmentacdo da cobertura vegetal favorece a erosdao dos solos e
assoreamento dos rios, facilidades para a atividade de caga, aumento da susceptibilidade
ao fogo e perda de espécies por meio da destruicdo de seu habitat, reducdo do tamanho
da populacdo, inibi¢do ou reduc¢do da migracao, alteracdo microclimatica pelo efeito de
borda e invasdo de espécies exodticas nas dreas circundantes e no interior do fragmento.
Por esse motivo, entender as consequéncias da fragmentacao florestal para a conservagao
dos animais e das plantas € hoje uma das maiores prioridades da biologia da conservagao.

Diante desse panorama, a producdo de espécies florestais para a
recomposicao dareserva legal (RL) e das dreas de preservacao permanente (APP) ganhou
grande importancia, principalmente apds a publicacio do novo Cdédigo Florestal
Brasileiro (Lei n° 12. 651 de 25 de maio de 2012), com a busca por estratégias para
ampliar a oferta de sementes e mudas necessdrias para que os proprietdrios rurais
programem agdes de recuperacdo da vegetacdo nativa.

Préticas de reflorestamento destinadas a recuperagao ou a restauragao
exigem mudas de boa qualidade, com o desenvolvimento de técnicas que garantam a boa
germinacdo das sementes e a formacdo inicial da parte aérea e do sistema radicial das
plantas. Para tanto, as condi¢cdes ambientais devem ser adequadas ao crescimento de cada
espécie, possibilitando que as mudas sobrevivam e apresentem altos indices de
crescimento, quando levadas as condi¢des de campo. No entanto, em qualquer lugar que
as plantas crescam, elas estardo sujeitas as condi¢Oes de multiplos estresses, os quais
limitardo seu desenvolvimento e suas chances de sobrevivéncia.

Para superar todas essas condigdes desfavordveis que ocorrem
sazonalmente, é necessdrio que as plantas adquiram um grau de plasticidade ideal, ou
seja, expressar caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas em resposta as condicdes
ambientais, o que se denomina aclimatacido, que € o processo pelo qual as plantas

produzidas em condi¢cdes controladas sdo transferidas para um ambiente sujeito a



variabilidade ambiental encontrada no campo. As plantas devem ser paulatinamente
submetidas a essas condicdes, de forma que elas ndo sofram estresses que possam
culminar em danos profundos ou mortalidade.

E de consideravel importincia conhecer as respostas ecofisiolégicas das
mudas de espécies arbdreas, nativas ou exoéticas, durante essa fase de aclimatacdo. Isso
pode dizer muito sobre a qualidade das mudas e, consequentemente, sobre a
sobrevivéncia dessas mudas no campo. Isso precisa ser feito para mudas nativas de
diferentes biomas, uma vez que elas apresentam caracteristicas ecoldgicas muito distintas.

Nesse sentido, além de conhecer as respostas ecofisioldgicas associadas
a aclimatacdo, o desenvolvimento de técnicas que promovam estratégias adaptativas das
espécies florestais € fundamental para a sobrevivéncia e o sucesso do desenvolvimento
de uma planta crescendo em uma condicao especifica. Assim, a aplicacao de liberadores
de oxido nitrico induz a aclimatacdo de plantas aos mais variados estresses, sendo
luminoso, salino, hidrico e de contaminacdo quimica, funcionando como um agente
indutor de tolerancia. Isso devido as suas propriedades particulares, tém sido considerado
uma molécula sinalizadora importante sob condicdes de estresses (FARNESE et al.,
2016).

Dessa forma, o NO atua como uma importante molécula sinalizadora
em uma variedade de processos fisiolégicos nas plantas, incluindo germinagdo de
sementes, homeostase do ferro, funcionalidade mitocondrial, formagcdao de raizes
adventicias, morte celular programada, florescimento e fechamento estomético (GOMES,
2019).

Pelo fato do NO ser gasoso, sua aplicacdo direta envolve limitacgdes,
principalmente de seguranca e instabilidade desses compostos. Assim, em aplicacOes
biotecnoldgicas, a entrega de NO € principalmente mediada por moléculas doadoras. A
taxa de liberacdo de NO é mediada pela estrutura quimica do préprio doador e pelo
ambiente quimico, incluindo pH, luz, temperatura e reacdes enzimaticas (MARVASI,
2016). Nesse cendrio, uma estratégia promissora € o aprisionamento de doadores de NO
em nanomateriais, formando as nanoparticulas.

As nanoparticulas desempenham um papel significativo na prote¢do de
plantas contra vérios fatores de estresse abidtico. Elas tém se mostrado eficientes no
controle de EROS, na protecdo do aparato fotossintético e melhoria da fotossintese,
aumentando os mecanismos de defesa das plantas, reprimindo estresse oxidativo e

osmotico e, melhorando a percep¢do e / ou amplificacdo da expressdo de genes que
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contribuem para aumentar a resposta ao estresse. No entanto, curiosamente, varios
materiais podem levar a sintomas de toxicidade, em particular quando aplicados em
concentragdes mais altas, podendo causar estresse oxidativo, declinio na taxa de
germinacdo, no comprimento da raiz e do caule e nos rendimentos das colheitas
(IOANNOU et al., 2020). Ainda assim, a nanotecnologia é considerada a abordagem mais
promissora para melhorar a tolerancia das plantas ao estresse abiotico (TANVEER et al.,
2020).

Dessa forma, a presente pesquisa visou realizar uma andlise das
respostas ecofisioldgicas de mudas de espécies arbéreas de Hymenaea stigonocarpa
Mart. ex Hayne, Hymenaea courbaril L., Amburana cearensis (Allemao) A. C. Sm. e
Khaya grandifoliola C. DC. a diferentes estresses abidticos, verificando a potencial

aplicagdo de diferentes doadores de NO, livres e nanoencapsulados.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1  CARACTERISTICAS DAS ESPECIES FLORESTAIS DE INTERESSE
2.1.1 Amburana cearensis (Allemao) A. C. Sm.

Amburana cearensis (Allemao) A. C. Sm. pertence a familia Fabaceae
e sua a ocorréncia pode ser observada em praticamente toda América do Sul (do Peru a
Argentina), sendo uma espécie nativa do bioma Caatinga, ocorrendo também no bioma
Mata Atlantica e cerrado, nas regides nordeste (Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte), norte (Tocantins), Centro-Oeste (Goias, Mato
Grosso do Sul) e Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo)
(CANUTO; ROCHA, 2006).

E considerada uma espécie pioneira, sendo adequada para restauragdo
de matas ciliares. Sua propagacao € feita exclusivamente por sementes e por sua grande
importancia econdmica para a regido Nordeste, a espécie tem sido amplamente extraida,
sendo suas populagdes naturais reduzidas drasticamente, estando hoje na lista das
espécies ameacadas de extin¢do, na categoria em perigo (LOREIRO et al., 2013).

Apresenta-se como uma arvore frondosa, que pode atingir até 15 m de
altura, com flores brancas, vagem achatada e casca do caule vermelho-pardacenta, cujo
agraddvel odor € conferido pela cumarina. Suas sementes sdo pretas, aladas, ortodoxas e

exalam forte cheiro de cumarina (semelhante a baunilha). No Nordeste, o periodo de



floragdo ocorre no inicio da estacdo seca, entre maio e julho, e a frutificacdo se d4 de
agosto a outubro.

Trata-se de uma espécie helidfila, seletiva hal6fila e xerdfila,
caducifélia, com sistema de polinizagdo por melitofilia e sindrome de dispersdo
anemocorica. Pode tolerar a sombra em algumas situacdes de regeneracdo sob dossel de
mata, sendo tolerante 2 seca e ndo tolerante a geada. E caracteristica de afloramentos
calcérios e terrenos secos em matas deciduas. As plantulas de A. cearensis desenvolvem
uma hipertrofia subterranea, denominada xilopddio, que contribui para a reserva de dgua
e de nutrientes necessarios para o desenvolvimento da espécie, nos primeiros anos de
vida.

CANUTO et al. (2008) relatam que a tuberosidade da raiz se constitui
numa estratégia adaptativa, conferindo a planta um alto poder de rebrotamento, em caso
de danos a parte aérea. O xilopddio apresenta-se carnoso, napiforme e de coloragdo
vermelha ou amarela parda. O caule jovem exibe-se cilindrico, verde-escuro, com densa
pilosidade esbranquicada e provido de folhas alternas, imparipenadas e pecioladas.

CAMPOS et al. (2013) apontam que toda a coleta da planta para as
diversas finalidades de uso, ainda € realizada por meio do extrativismo, que atualmente
pode ser classificado como predatério. A comercializacao das sementes e cascas do caule
pode ser observada com frequéncia, em feiras livres de diversos municipios localizados
no semidrido nordestino, o que contribui para a redu¢do de populacdes de ocorréncia
natural, uma vez que impede a propagac¢do natural da espécie.

Conforme CORADIN et al. (2018), sua madeira ¢ empregada para os
mais diversos usos, especialmente para marcenaria, mobilidrio fino, esculturas,
caixotaria, constru¢do civil, lambris, forros, esquadrias, carpintaria, taboados e para a
fabricacdo de barris para o armazenamento e envelhecimento de bebidas. Na medicina
veterindria, € utilizada como vermifugo de animais domésticos; no paisagismo, € utilizada
na arborizacao de parques; e em sistemas agroflorestais pode ser usada como quebra vento
e faixas verdes entre plantacdes para auxiliar na atracio de polinizadores, sendo também
considerada como uma planta apicola. Também explorada devido a produgdo de 6leos
voléteis e na fabricacdo de doces, biscoitos, cigarros, tabacos, sabdes, sabonetes e como
fixador de perfumes. E doadora de pélen e néctar e apresenta valor forrageiro, sendo suas
vagens e folhas consumidas por caprinos.

E utilizada popularmente no tratamento de doencas, sendo as cascas do

caule e as sementes usadas sob a forma de chd, por apresentarem atividades anti-

9



inflamatdrias e espasmoliticas, além de serem utilizadas nos tratamentos da asma, tosse e
bronquite (LOUREIRO et al., 2013).

Na medicina popular, as cascas do caule sdo tradicionalmente utilizadas
na preparacido de "lambed0s" caseiros para tratamento de doengas respiratdrias, como
gripe, resfriado, bronquite e asma, industrialmente, a forma farmacéutica disponivel é o
xarope de cumaru. Ensaios farmacoldgicos pré-clinicos demonstraram atividades anti-
inflamatodria, broncodilatadora e analgésica para o extrato hidroalcodlico, tendo sido
possivel ainda atribuir os efeitos observados a cumarina e a fracdo flavonoidica. As
sementes servem como aromatizantes e repelentes de insetos para roupas e estantes,
podendo também ser utilizadas na fabricagdo de um p6 fino, designado rapé-de-imburana,
empregado para induzir espirros no tratamento de congestdo nasal por acimulo de
secrecdo (CANUTO; ROCHA, 2006).

Os mesmos autores mostraram que o estudo da constitui¢do quimica da
casca do caule de A. cearensis revelou a presenca profusa de compostos fendlicos na
planta, principalmente flavondides, podendo estes ser apontado, ao lado da cumarina,
como responsaveis pelas atividades farmacoldgicas da espécie, onde o aprofundamento
no conhecimento quimico e farmacoldgico desta planta deve ser considerado de
incontestdvel importancia socioeconOmica, pois certamente permitird, em futuro
préximo, a formulac@o de produtos mais eficazes e seguros para a populacdo, tanto para

os adeptos da fitoterapia como para empresas do segmento farmacéutico.

2.1.2 Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne e Hymenaea courbaril L.
Entre os géneros da subfamilia Caesalpinioideae, pertencente a familia

Leguminosae, Hymenaea é considerado predominantemente neotropical e constituido por
um total de 17 espécies, das quais 15 sdo encontradas no Brasil, ocorrendo desde florestas
umidas e ambientes alagados até ambientes mais secos, como o Cerrado e a Caatinga
(MOREIRA et al., 2019).

As espécies de Hymenaea, popularmente conhecidas como “jatobds”,
sdo arvores de troncos retos e cilindricos, de stber liso e de coloracdo cinza. No Brasil,
florescem durante os meses de dezembro a fevereiro e os frutos amadurecem entre os
meses de agosto e setembro (LORENZI, 2020). Seus frutos comestiveis possuem elevado
teor de fibra alimentar, calcio e magnésio e sdo utilizados na alimentagdo humana e

animal. Também s3o amplamente estudados devido a presenca de terpenos,
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oligossacarideos e polissacarideos nas sementes, folhas e cotilédones, substancias essas
que apresentam atividade antimicrobiana (SOUZA et al., 2015).

Entre as espécies do género, Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne,
conhecida como jatoba-do-cerrado e H. courbaril L., conhecida como jatobd-da-mata,
sdo 4arvores amplamente utilizadas pela populacdo na construcido civil, por serem
fornecedoras de madeiras de qualidade, no paisagismo urbano, na medicina popular, no
fornecimento de resina e 6leos essenciais (MENEZES FILHO et al, 2020). Essas espécies
sdo consideradas vicariantes no Brasil, tiveram origem nas florestas equatoriais africanas,
no entanto, apresentam excelente adaptacdo em ecossistemas tropicais da América do Sul
e Central (CIPRIANO et al., 2014; MOREIRA et al., 2019).

Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne apresenta diversos nomes
comuns, como jatobd da caatinga, na Bahia; jatobd-capdo e jatobd-da-casca-fina, no
Cear4; jatobd e jatoba-da-casca-fina, em Mato Grosso; jatobd-acu, em Mato Grosso do
Sul; jatobd e jatobeiro, em Minas Gerais; jatobd e jatobd-do-campo, no Piaufi; jatai-de-
piaui, jatoba-de-casca-fina, jatobade-vaqueiro e jatobai no estado de Sao Paulo, jatoba-
do-cerrado (CARVALHO, 2007). Ainda segundo o autor, é uma arvore decidua,
secunddria tardia que pode atingir dimensdes préximas de 20 m de altura e 50 cm de DAP
(diametro a altura do peito, medido a 1,30 m do solo) na idade adulta, com tronco tortuoso
e fuste curto.

Conforme VIEIRA et al. (2016) € uma arvore nativa, mas nao endémica
do Brasil, sendo encontrada também no Paraguai, Bolivia e Venezuela. No Brasil ocorre
nas regioes Norte (Pard), Nordeste (Bahia, Ceard e Maranhdo), Sudeste (Minas Gerais e
Sao Paulo) e em todos os estados da regido Centro-Oeste, além do Distrito Federal.

Trata-se de uma espécie mondica e possui como sindrome de
polinizagdo a quiropterofilia e a ornitofilia (CARVALHO, 2003; LORENZI, 2020), com
dispersdo zoocdrica. H. stigonocarpa ocorre naturalmente em solos secos e em solos de
fertilidade quimica baixa, mas sempre em terrenos bem drenados.

O jatoba-do-cerrado € uma espécie helidfila, caracteristica de
formacdes abertas do cerrado, seletiva xer6fila (CARVALHO et al., 2005), que ndo tolera
baixas temperaturas, por hdbito caracteriza-se por apresentar ramificacdo simpodial
inerente, irregular e varidvel, sem definicio de dominancia apical, com ramificacdo
pesada e varias bifurcacOes. Em sistemas silviculturais apresenta desrama natural
deficiente, necessitando de podas periddicas para a conducdo dos galhos, para apresentar

fuste definido, podendo ser plantado em plantio puro, a pleno sol, sob espacamento denso.
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Suas sementes sdo ortodoxas e muito rigidas, sendo necessdrio um
tratamento pré-germinativo para acelerar o processo de germinacdo, no qual a
escarificagcdo manual das sementes com lixa, na extremidade oposta ao eixo embriondrio
€ o mais recomendado. CARVALHO et al. (2005) relatam que sementes que possuem
impermeabilidade do tegumento a 4gua e aos gases, podem também restringir fisicamente
o crescimento do embrido, sendo fator limitante para muitas espécies de leguminosas,
como jatoba-do-cerrado.

Contudo, o comportamento silvicultural dessa espécie é melhor em
plantio misto a pleno sol, associado com espécies pioneiras. Entretanto, apresenta
crescimento lento. Sua propagacdo se dd preferencialmente por sementes e suas mudas
apresentam alta sobrevivéncia em dreas degradadas. Esta espécie é abundante no Cerrado,
apresenta alta frequéncia de distribuicdo em algumas regides, os adultos produtivos e os
frutos sdo resistentes, o que facilita o transporte e o armazenamento (CARVALHO,
2007).

Os frutos, que sdo do tipo legume indeiscente, apresentam polpa
farindcea bastante apreciada pelas populagdes rurais, sendo consumida in natura e na
forma de geléia, licor, farinha para bolos, paes e mingaus (CARVALHO et al., 2005). A
farinha obtida do endocarpo apresenta diversidade de cores, aromas e sabores, que podem
estar associadas as variedades ou compostos bioativos. As farinhas sdo comercializadas
nas feiras locais e lojas especializadas em produtos naturais. Os frutos embalados estdo
presentes nas redes de supermercados e beiras de estradas.

H4 um potencial de uso a ser agregado para este produto, pois
propriedades medicinais estdo relatadas na medicina popular e em laboratério. De uso
medicinal, a polpa do fruto € utilizada na medicina popular como laxante e a resina € tida
como afrodisiaca. A infusdo € preparada para uso interno, no tratamento de cistite e
misturada a cachaca, apresenta ainda propriedades tonicas. A casca do caule, na forma de
chd e de xarope, é usada como depurativo, queimadura e tosse (CARVALHO, 2007).
CIPRIANO et al. (2014) relatam que a literatura traz registro de uso diversificado para a
espécie H. stigonocarpa e parte do que se tem foi relatado por pesquisadores com base
na experi€ncia popular.

Todo o uso da espécie € via atividade extrativista, sua madeira é de
excelente qualidade, muito pesada, dura e imputrescivel quando abrigada, sendo
empregada em diversos usos. Planta com potencial melifero e geracdo de lenha de boa

qualidade e carvao com alto potencial calorifico. Espécie recomendada para uso
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paisagistico, visto que a drvore € ornamental, prépria para arborizagdo urbana em geral.
Conforme BARBOSA e MARTINS (2003) ela ¢ indicada para plantios em projetos de
recuperacdo de areas degradadas e € capaz de colonizar dreas de pasto abandonado
(RAMOS et al., 2003).

Hymenaea courbaril L. popularmente conhecida como jatobd-da-mata
apresenta ampla adaptabilidade em vdrias regides e biomas do Brasil, e destaca-se entre
as espécies vegetais de interesse para os programas de recuperacdo de dreas degradadas,
enriquecimento florestal e sistemas agroflorestais (SANTOS et al., 2019).

Trata-se de uma espécie secunddria tardia ou climax exigente de luz,
sendo caracteristica do interior da floresta primdria. A espécie ocorre do Piaui até o norte
do Parand, na floresta estacional semidecidual, com ocorréncia nos seguintes estados
Brasileiros: Alagoas, extremo oeste e litoral da Bahia, Cear4, Espirito Santo, Goids, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Norte (CARVALHO, 2003; LORENZI, 2020). Sua distribuicao
¢ esparsa, € uma drvore longeva e ocupa o estrato dominante, com ocorréncia em terrenos
bem drenados.

O crescimento do jatoba-da-mata é lento a moderado, podendo atingir
de 15 a 25 mde altura e até 1 m de didmetro, com copa alta, muito ramificada e frondosa
(PAGLIARINI et al., 2017). Segundo a Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da
International Union for Conservation of Nature — IUCN (GROOM, 2012), o jatoba-da-
mata € classificado como “menos preocupante” (Least concern — LC), porém cabe
lembrar que essas informagGes foram validadas em agosto de 2010, necessitando de
atualizagdo, visto que, atualmente, o jatobd-da-mata estd sob dupla ameaca, a exploragdo
madeireira e a fragmentacao florestal.

Além de seu potencial madeireiro, apresenta varias utilidades
(MOJENA; BARRETO, 2021), podendo ser aproveitadas todas as partes da arvore, como
sementes, frutos, resina, seiva e folhas, que sdo empregadas com usos na industria
farmaceéutica, cosmética e medicinal. O extrato de sua casca contém terpenoides, além de
substancias com acdo antibactericida e usado na forma de chd, infusdo, decocgdo,
lambedor e xarope como indicagdo terapéutica de algumas doengas.

A espécie € bastante utilizada por populacdes tradicionais devido suas
diversas utilidades, e com mercado incentivado pelos varios produtos obtidos, sobretudo
por produtos florestais ndo madeireiros, agregando a participacdo desses produtos na

renda dos produtores agroextrativistas. O valor no uso de produtos florestais ndo
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madeireiros € na maioria das vezes de importancia consideravel para as comunidades da
floresta, pois além de proporcionar fontes de alimentos, medicamentos e renda, tem valor
cultural ou espiritual. Além da utilizagdo destes recursos como geradores de renda, pode
conciliar desenvolvimento econdmico com conservacdo do ecossistema florestal e
manutencdo das populacdes em suas regides de origem.

De acordo com VIEIRA et al. (2021) a produgdo sustentdvel de
produtos florestais madeireiros e ndo madeireiros tornou-se uma importante ferramenta
para vencer o desafio de conciliar o desenvolvimento econdmico com manutengdo de
recursos naturais numa perspectiva socialmente justa, conservando nao sé o jatoba-da-
mata, mas também os animais que se alimentam de suas sementes, garantindo sua

dispersdo e perpetuacio nos fragmentos florestais.

2.1.3 Khaya grandifoliola C. DC.
Entre as espécies exdticas introduzidas no Brasil, objetivando a

formacao de plantios comerciais, 0 mogno africano, caracteriza-se por apresentar madeira
de excelente qualidade e alto valor comercial. Entre os mognos africanos, Khaya
grandifoliola C. DC. pertence a familia Meliaceae e destaca-se pelo crescimento rapido,
melhor desrama natural e caule mais retilineo (AZEVEDO et al., 2021).

Recentemente que K. grandifoliola teve sua terminologia alterada,
sendo anteriormente conhecido como Khaya ivorensis, no entanto, rotineiramente suas
sementes e mudas ainda sdo comercializadas como Khaya ivorensis. Porém, por meio do
desenvolvimento de trabalhos e publicacdes cientificas, é esperado que em breve a
nomenclatura correta seja habitualmente utilizada (SILVA et al., 2020). Nesse contexto,
espécies do género Khaya, popularmente conhecidos como "mogno africano", sdo
atualmente uma das madeiras mais lucrativas para investidores e produtores rurais, com
retorno financeiro extremamente alto (AQUINO et al., 2018).

A planta tem uma distribuicdo geografica um tanto restrita, existente na
Africa Oriental, na Africa Ocidental e em partes da Africa Central, bem como em
Madagascar. Pode ser encontrada na Republica do Benin, Camardes, Republica Centro-
Africana, Costa do Marfim, Gana, Guiné, Nigéria, Suddo do Sul, Uganda e nas partes do
norte da Republica Democrética do Congo (DANQUA et al., 2019).

Khaya grandifoliola é uma grande arvore que cresce até 40 m com
fustes de 120280 cm de diametro e, geralmente, possuem sapopemas na base, para

garantir a sustentacdo. A casca € cinza-escuro, o latex ¢ vermelho, o cerne € marrom-rosa
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claro e torna-se marrom-avermelhado quando cortado, grd fina e resistente a pragas
(DANQUAH et al., 2019). O fuste dessa arvore € reto, cilindrico e sem galhos até uma
altura de 30 metros. E uma planta heli6fila, porém tolerante a sombra durante a fase
jovem, sendo ainda classificada como espécie pioneira ou secunddria tardia e emergente
regenerando em clareiras abertas na floresta (RIBEIRO et al., 2017).

As sementes de mogno africano sdo recalcitrantes, de dificil
armazenamento e a viabilidade € perdida rapidamente, isso requer que sementes devem
ser armazenadas em temperatura ambiente (£25°C). Possuem um alto potencial
germinativo, acima de 90% quando semeadas logo apds a colheita sendo o seu inicio de
germinacao apds o décimo segundo dia e finalizando por volta do vigésimo primeiro dia
(CARVALHO et al., 2016).

No Brasil, a introdugdo e cultivo do mogno africano para substituir
principalmente as nativas, como o mogno amazdnico (Swietenia macrophylla King) é
amplamente divulgado e recomendado por pesquisas e instituicdes de ensino (REIS et al.,
2019), isso porque K. grandifolia ¢ uma espécie que se aclimata bem a diferentes
condicdes de clima e solo.

O corte indiscriminado do mogno amazdnico levou ao risco de extin¢ao
e gerou rigorosas restricdes ao comércio de sua madeira, especialmente a partir do inicio
dos anos 2000 que, somado aos entraves burocraticos que regem a conducgdo de
plantacdes de espécies florestais nativas, previstos na legislagdo ambiental vigente,
tornaram o uso de espécies exéticas de melidceas a opg¢do mais vidvel ao sistema
produtivo de madeiras nobres. A espécie nativa S. macrophylla king possui restricdes
legais para exploracdo e comercializa¢do; no ano de 2001, o governo brasileiro proibiu a
comercializacdo e a exploracdo de madeira de mogno, conforme determina o Decreto n°
4722 de 2003 e a Instrucdo Normativa IBAMA n°7 de 2003.

Estudos mostram a viabilidade e implantacao de K. grandifolia, gracas
a facilidade de desenvolvimento, resisténcia, diversificacao de utilizagdo como produto
final. Além disso, essa espécie foi introduzida no Brasil devido a sua alta resisténcia ao
lepidoptero Hypsipyla grandella Zeller, a principal praga do mogno (S. macrophylla) no
Brasil.

A limitagdo aos plantios de espécies de melidceas nativas, notadamente
dos géneros Swietenia (mogno-brasileiro), Cedrela (cedro) e Carapa (andiroba), causada

pelo ataque da broca do ponteiro (H. grandella, Lepidoptera: Pyralidae) foi um dos

15



principais motivadores para a introducdo de espécies exéticas da mesma familia, na
silvicultura nacional, sendo K. grandifolia uma espécie com grande potencial.

O mogno de folhas largas (K. grandifoliola), como também ¢&
popularmente conhecido, apresenta madeira com alto preco de mercado devido a sua
durabilidade e fino acabamento na confeccio de moéveis, podendo ser utilizada para
diversos fins como a fabricagcdo de barcos, instrumentos musicais, utensilios domésticos,
brinquedos, para pisos, e producdo de carvao vegetal (DANQUAH et al., 2019).

Além de ser uma arvore madeireira apreciada, K. grandifoliola é bem
conhecida por sua ampla utilizacdo na medicina tradicional, tendo sido usado como
vermifugo e outros usos tradicionais que incluem doencas febris, disenteria, reumatismo,
dlcera, doengas de pele, anti-falciforme, etc (MUKAILA et al., 2021).

Ainda segundo MUKAILA et al. (2021), varios usos tradicionais de
cunho medicinal sdo dados ao mogno de folhas largas pelas populacdes tradicionais
africanas. Por exemplo, a casca do caule é embebida em 4dgua e usada para hemorrdidas
e dores de estdmago. Esta infusdo também faz parte de uma receita poliferbal para tratar
o cancer. Outros usos incluem o tratamento de tlceras internas usando decoccdes de
folhas, doencas de pele usando casca de raiz pulverizada, como um agente anti-
falciforme, para convulsdes, dermatomicose , reumatismo e ameaca de aborto, para o
combate a ictericia e outras doengas hepéticas, para o tratamento de tosse e tuberculose. A
polpa da madeira é supostamente usada no Senegal como veneno de flecha para fins de
caca e em Uganda, a casca € usada para o mesmo fim. No Sudio, uma infusdo preparada
a partir da casca € usada para o tratamento da diarreia, enquanto uma decoc¢do da casca
da raiz é administrada por via oral para a gonorreia.

A casca da planta € utilizada como substituto do sabdo para lavar
roupas. Além disso, a planta tem varios usos etnomedicinais, no entanto, 0os usos
registrados indicam que € principalmente utilizada como um antimaldrico em alguns
paises, incluindo a Costa do Marfim, Guiné e Nigéria, onde a decoc¢do da casca do caule
e / ou das folhas € usada para tratar a doenca.

A parte mais comumente usada de K. grandifoliola é a casca do caule e
isso tem apresentado sérios desafios de conservag@o nos paises africanos, pois hd relatos
de métodos de descasque destrutivos por habitantes locais sem considerar a idade da
planta (KAYODE et al., 2015), que muitas vezes causa regeneracdo lenta e as vezes a
morte das plantas. KAYODE et al. (2015) afirmam que com a taxa de desmatamento

crescente hd a necessidade de conservacao dessa espécie.
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Salienta-se que a espécie esta classificada como “vulneraveis de
extingdo” na Africa pela Lista de Espécies Ameagadas de Extingdo da Unido
Internacional para Conservagdo da Natureza - [UCN (IUCN, 1998). De acordo com essa
classificagdo, um taxon € “vulneravel” quando estd enfrentando um alto risco de extin¢ao
na natureza. No caso ela enfrenta perigo em razao de reducdo de suas populacdes nativas
(A), sendo essa “reducdo observada, presumida ou suspeita de, pelo menos, 20,00% nos
ultimos dez anos ou trés geragdes, o que for maior” (1), “com base em um declinio na
area de ocupagdo, extensao de ocorréncia e/ou qualidade do habitat” (¢) e “com niveis

reais ou potenciais de exploragdao” (d) (IUCN, 1998).

2.2 OXIDO NITRICO E SEUS DOADORES MAIS USUAIS
O 6xido nitrico (NO) foi descoberto por Joseph Priestley em 1772 e por

dois séculos esta substancia foi considerada apenas como téxica. Em 1980, Furchgott e
Zawadzki reportaram que uma substincia seria responsdvel pelo relaxamento dos
musculos do endotélio, entretanto ainda ndo sabiam que substancia promovia tal efeito
(KOSHLAND, 1992; citado por SANTOS, 2009).

Ainda, segundo relato de Santos (2009), em 1987, Palmer e
colaboradores sugeriram que esta substancia seria o NO produzido pela oxidacao de L-
arginina a L-citrulina. Em 1992, a Revista Science nomeou o NO como “a molécula do
ano”, por sua importincia biolégica. Apds as primeiras descobertas, o NO tem sido
identificado como molécula crucial em diversos processos fisiolégicos e metabdlicos
envolvidos com a ativacdo da sintese de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), entre
eles, a manutencdo da pressao arterial, atuando como vasodilatador, sendo utilizado em
medicamentos do controle da pressdo arterial, na estimulag¢do do sistema imunoldgico, na
regulacdo da transmissdo neuronal, na modulag¢do da expressdo de inimeros genes, no
relaxamento muscular, nas sinalizagdes cerebrais que envolvem o aprendizado e a
memoria, na morte celular (citotdxico) e na protecao celular (citoprotetor).

Em seu estado puro, sob condi¢des normais de temperatura e pressao,
o Oxido nitrico € um gas e constitui numa das menores € mais simples moléculas
biossintetizadas. E um radical livre, inorganico, incolor, que possui sete elétrons do
nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron desemparelhado (DUSSE et al., 2003;
VISHWAKARMA et al., 2019).

Os estudos de NO envolvendo o metabolismo vegetal datam da década

de 1960, quando Fewson e Nicholas abordaram o recrutamento de NO por
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microrganismos e plantas superiores. Nas plantas, demonstrou ser um regulador crucial
do desenvolvimento, atuando como uma molécula sinalizadora presente em cada etapa
do ciclo de vida da planta (DOMINGOS et al., 2015).

Em plantas, incluindo mudanga dos niveis hormonais, amadurecimento
da fruta, supressdo de danos, respostas defensivas e regulacdo da morte celular
programada, evidéncias crescentes sugerem o comportamento interativo do NO com
auxinas, acido salicilico, 4cido abscisico e dcido jasmonico (VERMA et al., 2020).

E uma molécula que atua como sinalizadora nos vegetais envolvida na
regulacdo do crescimento e desenvolvimento da planta, na defesa contra patégenos e nas
respostas aos estresses abidticos (SANZ et al., 2015). Atuando também como uma
molécula sinalizadora numa cadeia de eventos, levando a mudangas na expressao génica
das plantas, além de mediar processos bioquimicos relacionados a um amplo espectro de
eventos fisiol6gicos, modulando a¢cdes hormonais, interagindo com espécies reativas de
oxigénio e a atividade proteica nos vegetais (SIMONTACCHI et al., 2015).

Embora a producdo de NO jé tenha sido detectada em vérias espécies
vegetais, o mecanismo molecular responsavel por sua sintese € ainda controverso, porém
enzimas com atividade 6xido nitrico sintase (NOS) e a nitrato redutase (NR) tém sido
apontadas como as principais responsaveis pela origem deste radical nos vegetais. Nas
plantas, o NO € produzido por reacdes enzimdticas e ndo enzimaticas.

Uma das vias de sintese de NO nas plantas € dependente da redutase
do nitrato (RN), por meio da redugdo de nitrito para NO usando NADPH como doador
de elétrons. Outra enzima responsavel pela producao de NO, mas com pouca relevancia,
¢ a nitrito-NO redutase (Ni-NOR), enzima encontrada na membrana plasmaética,
utilizando o citocromo ¢ como doador de elétrons. O NO pode também ser produzido
por reagdes nao enzimdticas, como a redu¢do de nitrito no apoplasto por acidificacdo do
pH em resposta a giberelina e ao ABA ou por meio de reacdo quimica na presenga de
carotendides e luz.

Segundo proposta de CARVAJAL et al. (2017) o NO pode funcionar
como um regulador de crescimento gasoso enddgeno de plantas, assim como um
regulador de crescimento de plantas nio tradicional. Destaca-se como uma importante
molécula de sinalizacdo com diversas fungdes fisioldgicas desempenhando um papel
crucial em processos celulares, no crescimento e desenvolvimento, no metabolismo
respiratdrio, senescéncia € maturacao, bem como em respostas das plantas aos estresses

abidticos e bidticos como a salinidade, o déficit hidrico, a alta temperatura e na defesa
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contra patégenos. Os processos nos quais atua o NO sdo na promog¢do da germinagdo de
sementes, fotomorfogénese, atividade mitocondrial, expansdo da folha, crescimento
radicial, fechamento estomético, maturagdo do fruto, senescéncia e metabolismo do ferro.

O NO é relatado como mediador de respostas hormonais, em particular,
mediando efeitos de hormdnios e moléculas envolvidas em estresses abidticos (SANTOS,
2009). Em ambiente salino, KAISER et al. (2016) conclui que os liberadores de 6xido
nitrico KNOs (Nitrato de potdssio) e SNP (Nitroprussiato de Sédio), em especial na
concentracdo de 0,01 mmol L', apresentam a¢dio positiva na reversdo do estresse salino
(-0,6 MPa) e na germinacao e vigor de sementes de repolho. CAMPOS (2017) descreve
que o NO, suprido na forma de SNP, reverteu parcialmente os danos desencadeados pela
salinidade em sementes de Lactuca sativa., ZANOTTI et al. (2013) verificaram que o uso
de doadores de NO em sementes de mamao, teve o efeito revertido dos efeitos deletérios
da salinidade.

Outros trabalhos relatam os efeitos positivos dos efeitos de um doador
de NO em sementes de Sesbania virgata e Hymenaea courbaril (ZERLIM, 2011), em
milho (SOUZA, 2007), melao (ANDRADE JUNIOR, 2011), em sementes de Dalbergia
nigra (ATAIDE et al., 2015) em arroz (HABIB et al., 2010) e em Suaeda salsa (LI et al.,
2005), quando submetidas ao estresse salino. Em ambiente sob estresse hidrico, o NO
levou ao retardamento dos efeitos negativos desta condi¢do, como apontado por
PRADOS (2007), que verificou que a aplicagdo exdgena de NO, através de seu doador
SNP em baixas concentragdes mostrou-se como uma possibilidade efetiva para o
prolongamento da tolerincia a seca em Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris. Do
mesmo modo, ALVES et al. (2017) relataram que o fornecimento exégeno de SNP
melhorou a resposta fotossintética frente ao evento de seca em mudas de Baru (Dipteryx
alata).

Tais efeitos positivos também sdo relatados por PIRES et al. (2016), em
estudo com sementes de gergelim; por MATA e LAMATINA (2001) em estudo
conduzido com trigo; e na cultura do girassol (CECHIN ef al., 2015). Plantas em
ambientes sob estresse de metais pesados também tiveram reducao eficiente do seu efeito
prejudicial sob a manipulacio de doadores de NO, como relatado por KOPYRA e
GWOZDZ (2003) em estudo com plantas de Lupinus luteus. A resposta de tolerancia de
plantas ao estresse luminoso com fornecimento exdgeno de NO também € relatado por
autores em estudo com diferentes culturas. HIRAKI (2011) aponta que o uso de nitrato

de potassio influencia positivamente no crescimento inicial de Jatropha curcas, sob
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estresse luminoso. Outros estudos apontaram resultados semelhantes em Lippia alba
(LIMA et. al., 2018), Guazuma ulmifolia (ROCHA et al., 2019) e pepino
(ARASIMOWICZ-JELONEK et al., 2009).

As abordagens utilizadas para tratamento com NO exdgeno sdo a
utilizacdo de compostos doadores de NO e a aplicacdo direta de gas NO. Porém, devido
as dificuldades associadas a aplicagdo do gds NO e a sua toxicidade, os pesquisadores
téem predominantemente utilizado os doadores de NO, que geram NO em solucdo
(ZERLIN, 2011). O NO ¢ subministrado por meio de compostos doadores que vém sendo
largamente utilizados para a andlise das fungdes bioldgicas do NO em plantas, dentro dos
quais se destacam o Nitroprussiato de S6édio (SNP) e S-Nitrosoglutationa (GSNO). Outros
doadores sdo apontados por OLIVEIRA (2019), como o Trinitrato de gliceril (GTN), S-
Nitroso-N-acetil-D-penicilamina (SNAP), dcido S-nitroso-mercaptosuccinico (S-nitroso-
MSA) e outros S-nitrosotidis (RSNO). A quantidade e a duragdo da liberagcdo do NO
também variam de acordo com o doador aplicado.

O SNP, cuja férmula quimica é: Naz[Fe(CN)sNO]  2H>O, possui
estrutura molecular inorganica complexa, constituida pelo ferro que se encontra no estado
ferroso (Fe?*), ligado a cinco anions de cianeto (CN-) e um fon de nitrosila (ON+).
Conforme relatado por CORNIANI (2009), o SNP € o doador mais comumente usado,
que atua como um poderoso ligante, em que o nitrogénio liga-se ao metal em maior
proporcao do que o oxigénio. A solucdo de SNP € extremamente fotossensivel e sua
degradacgdo pode ser promovida pelo oxigénio e por elevada temperatura.

O nitroprussiato de sédio € um sal cristalino vermelho acastanhado, que
pode ser armazenado por muitos anos a temperatura ambiente quando mantido seco e
protegido da luz (FEELISCH, 1998). A sua interacdo com agentes redutores, como 0s
tidis, leva a formacdo de NO. No entanto, apesar dos estudos intensivos de sua reatividade
quimica, o mecanismo de liberagdo do NO permanece incompreendido. A luz € uma
condicdo essencial para a liberacdo de NO a partir de solucdes de SNP, pois esta liberagcdo
ocorre através de reagcdes fotoquimicas, desta forma, as solu¢des aquosas de SNP devem
ser preparadas imediatamente antes da utilizacdo e mantidas no escuro.

Dentre os S-nitrosotidis, os doadores de NO mais utilizados em plantas
sdo a S-nitrosoglutationa (GSNO) e a S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP). Os S-
nitrosotidis sdo doadores de NO de baixo peso molecular que sdo capazes de prolongar e
preservar as atividades biologicas do NO in vivo, sendo considerados bons reservatorios,

transportadores e liberadores deste radical livre (SEABRA et al., 2017).
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A GSNO possui relativa estabilidade em solugdo e pode ser formado in
vivo através da nitrosacdo do residuo de cisteina do tripeptideo glutationa (GSH) por
6xidos de nitrogénio e peroxinitrito. A molécula S-nitrosoglutationa (GSNO) € formada
através de uma reacao espontanea do NO com o grupamento tiol da glutationa (GSH), um
antioxidante presente em altas concentragdes intracelulares (2-3 mmolLL"' em células
vegetais) (LIMA, 2011).

Tem sido proposto que o GSNO apresente uma importante fun¢ao na
atividade regulatéria do NO, agindo como um reservatério intracelular natural do NO e,
particularmente, no processo de S-nitrosacdo de grupamentos tidis de proteinas através
da transnitrosacdo, sendo uma reacao caracterizada pela transferéncia do grupamento NO
de um S-nitrosotiol para outro grupamento tiol formando S-nitrosotidis de meia vida mais
longa. Um crescente nimero de proteinas vegetais tem sido descrito como alvos do
processo reversivel de nitrosagdao em residuos de cisteinas (LIMA, 2011).

Segundo apontado por ZENIN (2011) a GSNO libera NO em ambiente
escuro embora a luz seja necessdria para iniciar o processo de decomposicdo; ja a
liberacio de NO pelo SNAP é bastante varidvel, devido em grande parte a sua
sensibilidade apurada para fons de cobre. Ainda segundo a mesma autora, os doadores
SNP e GSNO apresentam diferentes curvas de liberacdo de NO, sendo que a liberagdo
pelo GSNO ¢ rapida e transitéria (entre 30 e 60 minutos), enquanto o SNP em solucao
libera concentragdes mais elevadas de NO (cerca de seis vezes maiores), com um pico de
liberacao 3 horas apds a aplicagdo e mantém os niveis mais altos por um periodo maior.

Apesar da importancia do NO na resposta a estresses abidticos, a
utilizacdo de doadores na aclimatacdo de espécies arbéreas em viveiro e em campo tem
sido pouco testadas, e soma-se a esse fator o fato dos doadores de NO terem cardter
relativamente instdvel e serem suscetiveis a fatores ambientais, como pH, luminosidade
e temperatura, o que causa uma liberagcdo rdpida, podendo causar efeitos deletérios e
comprometer os efeitos sinalizadores do NO. Assim, o tratamento direto de plantas com
o NO ¢ tecnicamente dificil, dada a sua natureza gasosa (MACHADO, 2021).

Nesse contexto, a encapsulagdo de doadores de NO em nanomateriais
surge como uma estratégia que visa proteger essas moléculas da decomposicio,
melhorando suas propriedades fisico-quimicas, aumentando a estabilidade e a atividade,
permitindo uma liberacdo controlada e ampliando seu periodo de acdo (SEABRA et al.,
2022). Assim, as nanoparticulas (NPs) sdo estudadas como uma alternativa para

minimizar essas limitacdes, reduzindo a acdo de fatores ambientais, sendo que o
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aprisionamento de doadores de NO em nanomateriais emergiu como uma estratégia que
poderia proteger estas moléculas de decomposi¢do / degradacdo e permitir uma liberagao

controlada, alargando assim o seu periodo de acdo (OLIVEIRA et al., 2016).
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4. OBJETIVOS E HIPOTESES

O presente trabalho visou realizar uma analise das respostas

metabdlicas e morfofisiologicas de mudas de espécies arboreas, verificando a

potencial aplicacdo de doadores de NO e de nanoparticulas liberadoras de NO

na aclimatacdo das mudas a fatores de estresses.

Foram testadas as seguintes hipéteses:

A amburana, o jatoba-da-mata e o jatoba-do-cerrado apresentam
eficiente  plasticidade fenotipica, aclimatando seus tracos
morfofisiologicos a intensidade luminosa.

A suplementagédo por meio de doadores de NO tem efeito positivo
sobre a aclimatagdo de mudas de amburana, jatoba-da-mata e o
jatoba-do-cerrado mantidas sob o sol pleno no setor de rustificagéo do
viveiro.

A aplicacao de nanoparticulas liberadoras de NO, por permitirem uma
liberagao controlada e sustentavel dessa molécula, tem efeito positivo
sobre a resposta das mudas de amburana e jatoba-da-mata ao sol
pleno, quando transferidas para o campo.

A aplicagcao de doadores de NO tem efeito positivo em mudas de

mogno africano submetidas ao estresse hidrico severo.
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Capitulo 1

ACLIMATACAO DE MUDAS DE ESPECIES FLORESTAIS NATIVAS DO BRASIL
A DIFERENTES REGIMES DE LUMINOSIDADE

Resumo: A aclimatacdo de plantas € um processo de ajustes morfoldgicos, bioquimicos e
fisiol6gicos em resposta a mudangas nas condi¢des ambientais (como a luz), que lhes
permite otimizarem seu desempenho, crescimento e sobrevivéncia. Uma alta plasticidade
fenotipica ou capacidade de aclimatacdo desempenha um papel crucial na exploracdo
bem-sucedida de diferentes habitats em face de mudangas ambientais, como ocorre apds
o plantio de mudas em sitios de restauracdo. Assim, a compreensdo das respostas
morfofisioldgicas de plantas jovens em fun¢do da disponibilidade de luz é de fundamental
importancia ecoldgica para a execucao de projetos de reflorestamento e recuperacdo de
areas degradadas. Esta pesquisa visou analisar as respostas morfofisiologicas de trés
espécies arboreas nativas do Brasil (Hymenaea courbaril, Hymenaea stigonocarpa e
Amburana cearensis) frente a diferentes niveis de irradidncia. As mudas foram cultivadas
em viveiro por quatro meses e, apos a obtencdo da altura desejada (15-20 cm), foram
transferidas para trés ambientes: sol pleno, sombreamento moderado e sombreamento
intenso. Foram avaliados parametros de crescimento das mudas e parametros
morfofisiolégicos em folhas (como trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a). O indice
de qualidade de Dickson demonstrou que as mudas das trés espécies florestais
apresentaram melhor qualidade e maiores condi¢des de estabelecimento em campo
quando produzidas em condi¢des de sol pleno pelo fato de mostrarem habilidade para
conciliar o crescimento e o investimento em atributos adaptativos sob condi¢cdes de alta
radiacdo, como maiores valores de densidade estomatica, espessura foliar, eficiéncia no
uso da dgua, taxa assimilatéria liquida, taxa de crescimento relativo, massa seca, drea
foliar e crescimento em didmetro. O sombreamento intenso foi a condicdo que mais
limitou o crescimento das mudas respondendo com o maior percentual de mortalidade
para as trés espécies. Hymenaea courbaril e H. stigonocarpa tiveram crescimento em
altura e diametro favorecidos para os ambientes mais ensolarados, A. cearensis sofreu
estiolamento, formando maior altura e menor didmetro para o ambiente mais sombreado.
A assimilacdo fotossintética foi favorecida pelo sombreamento moderado para a A.
cearensis, nao mostrou diferenca entre os ambientes luminosos para H. courbaril e foi
maior para H. stigonocarpa nos ambientes sob sol pleno e sombreamento moderado. A
condutancia estomdtica comportou-se da mesma forma que a assimilagio fotossintética
para as trés espécies florestais. A eficiéncia instantanea de carboxilacdo apresentou
melhores resultados para o sombreamento moderado para as trés espécies florestais,
embora o ambiente a pleno sol e sombreamento moderado ndo tenham diferido entre si
para a H. courbaril. Na tomada de decisdo sobre o ambiente a utilizar cada espécie, seja
em projetos de recomposicdo florestal, formagcdo de dreas ciliares, arborizacdo de
pastagens ou enriquecimento florestal, devem ser considerados os pardmetros que
refletem um crescimento em parte aérea e raiz, consolidado com o incremento das
variaveis fisiologicas.
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Palavras-chave: Hymenaea courbaril, Hymenaea stigonocarpa, Amburana cearensis,
sombreamento, plasticidade fenotipica.

1. INTRODUCAO

AlteracOes a longo prazo na intensidade da luz induzem grandes ajustes
nas caracteristicas foliares e na composicdo do aparato fotossintético através de um
processo conhecido como aclimatacdo (LARCHER, 2006). Na ecologia, a aclimatacao
de plantas refere-se a capacidade das plantas de apresentar respostas funcionais em
relacdo as condi¢Oes ambientais através da flexibilidade de fendtipos (plasticidade
fenotipica) e refere-se a amplitude de respostas possiveis dentro de um mesmo gendtipo.
Isso envolve ajustes fisiol6gicos, morfoldgicos e bioquimicos que permitem que as
plantas otimizem seu desempenho em resposta a mudangas no ambiente e variam de
acordo com o nivel de exposicdo a radiacdo e as caracteristicas de plasticidade do
individuo o que demonstra a importancia da plasticidade no estabelecimento das espécies
no ambiente.

A aclimatacdo das plantas € uma consequéncia da condicdo de vida
séssil das plantas terrestres, que as obriga a enfrentar in sitru um ambiente dindmico, no
qual muitos parametros criticos estio sujeitos a rapidas flutua¢des. Variacdes frequentes
nas condi¢des ambientais forcaram as plantas a desenvolver respostas metabdlicas e
moleculares exclusivamente flexiveis, a fim de manter a funcdo celular face a
instabilidade ambiental (KLEINE et al., 2020).

No entanto, a radiagdo ndo € para a planta somente uma fonte de energia
(efeito fotoenergético), mas também um estimulo governando o condicionamento do
desenvolvimento (efeito fotocibernético), controlando processos como a germinagdo,
crescimento e a forma externa da planta; e as vezes funciona como um fator estressante
(efeito fotodestrutivo), fato que ocorre por meio da absorcao dos quanta de luz de acordo
com a sua duragdo, momento, direcdo e a composi¢ao da radiagdo (LARCHER, 2006),
influenciando fortemente o desenvolvimento de plantas, sendo fundamental ao
processo fotossintético e aos eventos relacionados a fotomorfogénese (ARAUJO et
al., 2019).

A alta radiacdo pode causar danos foto-oxidativos ao aparato
fotossintético, em especial do fotossistema I, refletindo na diminuicao transitdria ou até
permanente da eficiéncia quantica da fotossintese, em um processo chamado de
fotoinibicdo dindmica ou crdnica, respectivamente (SCHOCK, 2014). Além disso, a
exposicao direta ao sol pode elevar grandemente a temperatura das folhas, intensificando
a taxa respiratoria e o fechamento dos estdmatos com consequente redugdo da fixacdo de
carbono e aumento do consumo de fotoassimilados (MARENCO et al, 2014).

Para superar essas limitagdes, as plantas sdo submetidas a condigcdes
controladas que permitem sua gradativa aclimatacdo ao ambiente com o objetivo de
atingir o seu desenvolvimento pleno em maior exposi¢do a irradidncia, tornando-as
resistentes as condi¢cdes de campo. A aclimatagdo, no que se refere a produ¢do de mudas,
€ o processo pelo qual as plantas produzidas em condi¢des controladas sao transferidas
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para um ambiente com as condi¢des climdticas naturais. Estas novas condi¢cdes devem
ser passadas as plantas progressivamente, de forma que elas ndo sofram estresses que
possam culminar em danos profundos ou mesmo em sua morte. Assim, para maior
sucesso da aclimatacdo, recomenda-se iniciar em locais a meia-sombra, iSso porque o
aumento subito da irradidncia pode induzir a fotoinibi¢do. Este processo de aclimatacao
pode estender-se por até meses, quando se comprovar a capacidade das plantas de
sobreviver no referido ambiente (SILVA et al., 1995; MAGALHAES et al., 2009). Em
outras palavras, o processo de aclimatacdo envolve expor as mudas a condicdes externas
de forma gradual, permitindo que elas se ajustem as mudancgas ambientais, isso pode
incluir a redugdo gradativa da umidade, a exposicdo gradual a luz solar direta e a
adaptacdo a variacdes de temperatura, cujo objetivo é fortalecer as mudas, promovendo
o desenvolvimento de caracteristicas que as tornem mais resistentes e capazes de
sobreviver e prosperar no ambiente externo.

A aclimatacdo das plantas pode ser medida pela capacidade de se
desenvolver em determinado ambiente ou situagdo, isto significa que as organelas
responsdveis em manter a fisiologia da planta estdo em bom estado, para que a planta
consiga realizar as trocas gasosas, de fotossintese e respiracdo e alocar a energia
assimilada pelos pigmentos fotossintéticos em carboidratos para suprir o crescimento em
altura e didmetro e producao de biomassa radicular, caulinar e foliar (GONCALVES et
al., 2012).

A capacidade de um dunico individuo gerar fenétipos alternativos
baseados em mudangas no ambiente é denominada plasticidade fenotipica, que é uma
estimativa da capacidade das plantas responderem a mudancas em seu ambiente
(BRADSHAW, 2006; NICOTRA et al, 2010). A plasticidade fenotipica em plantas
refere-se a capacidade intrinseca de uma espécie vegetal expressar uma variedade de
fendtipos distintos em resposta a diferentes condigdes ambientais. Essa adaptabilidade
fenotipica permite que as plantas ajustem suas caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas
e bioquimicas para otimizar seu desempenho e sobrevivéncia em ambientes varidveis. A
plasticidade fenotipica é uma resposta dinamica e plastica que permite as plantas
maximizar sua aptiddo biolégica diante de mudancas nas condicdes do ambiente,
contribuindo para sua aclimatacio (SULTAN, 2003; VALLADARES et al., 2006;
VALLADARES et al., 2005; KELLY et al., 2009).

O processo de transicdo das plantas do ambiente protegido, como
viveiros ou estufas, para o campo aberto pode expd-las a varios estresses, que exige uma
rapida aclimatagdo para garantir o estabelecimento e o crescimento sauddvel, com mudas
resistentes, capazes de sobreviver as adversidades encontradas no campo minimizando as
perdas pods-plantio. Dentre essas condigdes adversas, podemos destacar que uma das
principais causas de mortalidade e baixo desenvolvimento de mudas em plantios para
recuperacdo de areas degradadas € o estresse hidrico (FONSECA et al., 2017), porém os
efeitos do estresse térmico estdo diretamente relacionados aos processos fisiologicos e
bioquimicos vegetais e suas conseqiiéncias tornam-se visiveis na anatomia de células e
tecidos, bem como na morfologia dos 6rgdos, especialmente na folha, onde ocorrem os
principais eventos relacionados a fotossintese (NASCIMENTO et al., 2014). O estresse
mecanico, principalmente causado pelo vento, como também pela chuva pode levar a
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quebra do caule ap6s o plantio (VOLKWEIS et al., 2014) e outros estresses também
importantes como o estresse nutricional (SCHULZ et al., 2021) e o estresse por luz, visto
que a mudanca na intensidade da luz, especialmente se as plantas eram cultivadas sob
condicdes controladas, pode levar a um processo de fotoinibicdo e um desequilibrio
fotossintético e uma redu¢do na qualidade das mudas (ALMEIDA et al., 2023) e por fim,
os estresses de transporte e transplante das mudas arbéreas para o campo podem ser
determinantes para a sobrevivéncia das plantas (SCREMIN-DIAS et al., 2006).

Assim, a compreensdo das respostas fisioldgicas e estratégias de
sobrevivéncia das plantas jovens em fun¢do da disponibilidade de luz é de fundamental
importancia ecoldgica para a execucdo de projetos de reflorestamento e recuperacdo de
areas degradadas, formacdo de corredores ecolégicos e incremento de biodiversidade
florestal. Por tudo isso, essa pesquisa visou analisar as respostas morfofisiologicas de trés
espécies arboreas nativas do Brasil frente ao cultivo com diferentes niveis de irradiancia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Espécies florestais e producao de mudas

Foram utilizadas trés espécies arboreas brasileiras de grupos ecolégicos
distintos: o jatoba-da-mata (Hymenaea courbaril L.), que € uma espécie secunddria tardia
ou climax exigente de luz, encontrada em todas as regides do pais, o jatoba-do-cerrado
(Hymenaea stigonocarpa Mart. Ex Hayne), espécie secundaria tardia, como o préprio
nome diz mantém sua distribuicio no bioma cerrado e a espécie pioneira amburana
(Amburana cearensis (Allemao) A. C. Sm.) que detém de maior predominancia na regiao
da Caatinga e cerrado nordestino. Os frutos de H. courbaril foram colhidos em arvores
matrizes de 10-12 m de altura localizadas no municipio de Primeiro de Maio/PR
(22°53°14’S, 50°56°42°W). Ja os frutos de A. cearensis e H. stigonocarpa foram
colhidos na regido de Guanambi/BA (14°13°01°" S, 42°46°40°> W). Foi realizada coleta
no chio e na copa das drvores com uso de podao. Em seguida, todos os frutos foram
beneficiados e as sementes retiradas. As espécies H. courbaril e H. stigonocarpa possuem
fruto indeiscente, com sementes inseridas em um arilo farindceo, fazendo-se necessario o
uso de martelos para abrir os frutos e separar as sementes do arilo. A amburana possui
fruto seco deiscente com sementes aladas, sendo necessario retirar as alas para o plantio.

As mudas foram produzidas no viveiro florestal do Laboratério de
Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas — LABRE, pertencente a Universidade
Estadual de Londrina — UEL, seguindo toda a rotina de produ¢do de mudas em viveiro,
conforme recomendagdes de Oliveira et al. (2016). A semeadura ocorreu de forma
indireta, com utilizacdo de areia como unico substrato. A repicagem ocorreu apds a
formacdo das plantulas, descartando aquelas com defeitos ou ma-formagdo. As plantulas
foram transferidas para tubetes de polipropileno de 280 cm3 com substrato comercial
(Ouro Negro®) enriquecido com granulos de Osmocote® (5 g L™ substrato). Durante
todo o experimento, as plantas foram mantidas sob um regime de irrigacdo automatico
diario, trés vezes por dia, durante 30 minutos.

As mudas foram produzidas em ambiente com sombreamento parcial
(sombrite 50%), por cerca de 4 meses até atingirem a altura de 15 a 20 cm. Apds atingirem
o tamanho desejado, uma parte das plantas foi transferida para os demais ambientes

33



(pleno sol e sombreamento intenso), enquanto o restante foi mantido sob sombreamento
moderado. A irradidncia média ao meio-dia em cada ambiente (verificada com o auxilio
de um luximetro modelo LX1010B, Politerm) era de cerca de 1738 umol m? s no
ambiente sol pleno; 506 umol m? s no local com sombra moderada e 56 pmol m? s
no local com sombra intensa. As plantas permaneceram por 73 dias nos tratamentos de

irradiancia.

2.2 Mensurac¢oes morfoanatomicas e fisiologicas
2.2.1 Espessura dos tecidos foliares e densidade estomatica

Foram realizados cortes manuais transversais e paradérmicos (face abaxial
de folhas jovens totalmente expandidas) para a mensuracdo da espessura total da folha,
espessura do parénquima palicddico e da densidade estomatica, conforme detalhamento
de Cortez et al. (2016). Todas as imagens foram obtidas por meio de microscopia dptica.
As espessuras foram determinadas em micrometros e a densidade estomdtica em n° de
estdmatos/cm? através do software Motic Images Plus 3.0.

2.2.2 Quantificaciao dos teores de clorofila

Foram quantificados os teores de clorofila a e b (Ca e Cb), a relagdo das
clorofilas a e b (Ca/Cb), clorofila total (CT) e carotendides apds a extragdo com acetona
80% em tampao fosfato de sédio 2,5 mM (pH 7,8). Todo o procedimento foi realizado
com as luzes apagadas. As folhas (0,05 g) foram mantidas por 15 dias no escuro e na
geladeira na presenga de 5 mL da solugdo de extragdo. Apds esse periodo, o sobrenadante
foi utilizado para a leitura das absorbancias a 663,2 nm, 646,8 nm e 470 nm. Os teores de
clorofilas e carotendides foram determinados em pug / g de massa fresca, utilizando as
equacdes propostas por Lichtenthaler e Wellburn (1983):
Concentracao de clorofila a: Ca = (12,25 x Aes32 — 2,79 X As46.8)
Concentracao de clorofila b: Cb = (21,5 x Assa68 — 5,1 X Ass32)
Concentracao de carotendides totais: Cx+c = (1000 x A470 — 1,82 x Ca — 85,02 x Cb)/198
Razao clorofila a / clorofila b = Ca/Cb

2.2.3 Medicoes de trocas gasosas e Curva de resposta da fotossintese a luz

Foram determinadas as taxas de fotossintese liquida (A) (umol m?s?),
condutancia estomdtica (gs) (mol m? s™), transpiracdo (E£) (mmol m? s, eficiéncia
intrinseca no uso da dgua (iIEUA=A/g;) e eficiéncia no uso da dgua (EUA = A/E),
concentracdo intercelular de CO> (Ci)) (umol mol'), eficiéncia instantdnea de
carboxilagio (k=A/C;) (umol CO, m? s' Pa') e a razdo concentracio interna /
concentragdo externa de COz (Ci/Ca,). As andlises de trocas gasosas foram realizadas no
turno matutino (8-10 h) em dias ensolarados, utilizando-se um analisador portatil de gases
por infravermelho (IRGA) modelo LICOR 6400 XT conectado a uma camara de 6 cm’
sob uma radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) saturante (1500 umol m? s). As
medi¢Oes foram realizadas no ter¢o médio da primeira folha totalmente expandida de cada
planta.

O mesmo equipamento foi utilizado para construir as curvas de resposta
da fotossintese liquida a luz. As folhas foram submetidas a RFA decrescentes (1200, 900,
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600, 400, 300, 200, 100, 80, 60; 40, 20 e O umol m?2 s, para os ambientes de sol pleno e
sombra média, e 600, 500, 400, 300, 200, 150, 100, 80, 60, 40, 20 e O umol m? st para o
ambiente com sombra intensa). As medi¢des foram realizadas em temperatura ambiente
no periodo matutino (8-10 h).

A partir dos graficos da fotossintese liquida (Eixo Y) em funcdo da RFA
(Eixo X), foi possivel calcular os seguintes parametros: Respiracdo no escuro (RE),
Produtividade quantica aparente da assimilacdo de CO2 (PQA), Ponto de compensacdo
luminoso (PCL), Fotossintese saturada de luz (Amax), Ponto de satura¢do luminoso (PSL),
Eficiéncia quantica aparente da assimilacdo de CO> (EQA), seguindo os procedimentos
descritos por Avola et al. (2008) e Calzavara et al. (2017). Foi feita a andlise da parte
ascendente do gréfico e, por meio de uma regressao linear, foi possivel obter a PQA
(coeficiente angular) e a RE (coeficiente linear ou intercepto). O PCL foi obtido através
da razdo entre RE e PQA. A fotossintese saturada de luz foi obtida por meio de uma
regressio exponencial de dois fatores (Y = a(l1 — €®)) no programa Sigmaplot 10.0,
correspondendo ao fator a. O PSL foi obtido através da equagdo abaixo:

PSL = (LN(0,1)/b), em que:

b = fator da equacgdo exponencial de dois fatores.

A EQA foi obtida através da féormula a seguir:

EQA = (RE + Amax) / (PSL * 0,84)

2.2.4 Medicoes de fluorescéncia da clorofila

Foi medida a fluorescéncia da clorofila @ com um fluor6metro OS1p
(OptiSciences), permitindo verificar a eficiéncia maxima do fotossistema II (razdo F/Fn)
e a existéncia de fotoinibi¢do em folhas intactas (SHIMIZU et al., 2006). Durante 15
minutos, as folhas foram mantidas no escuro com clipes especificos, para medir a
fluorescéncia inicial (Fo). Em seguida, a fluorescéncia maxima (Fy,) foi medida ap6s pulso
de irradiancia saturante e a fluorescéncia varidvel (Fy) foi calculada por meio da equagao:
Fv = Fm — F. Essas andlises foram realizadas as 8 h (para determinag¢do da fotoinibi¢ao
cronica) e as 12 h (para determinacdo da fotoinibicdo dindmica). A medida da
fluorescéncia da clorofila a foi realizada no terco médio da primeira folha totalmente
expandida, na face adaxial, evitando-se a nervura central.

2.2.5 Medicoes de crescimento e de qualidade de plantas

Foram realizadas medi¢Oes para o monitoramento da altura e didmetro
de todas as plantas a cada 15 dias, utilizando-se régua milimetrada e paquimetro digital,
com monitoramento da mortalidade das plantas. Ao final do experimento foi analisada a
area foliar, com o auxilio de um integrador de drea foliar portétil modelo LI-3000CAP
(LiCor Inc., Lincoln, NE, EUA), bem como a analise da massa seca. Para a andlise da
massa seca, as folhas, caule e raiz foram acondicionados em sacos de papel e desidratados
em estufa a 60 °C até atingirem massa constante. As medidas de comprimento, area foliar
total e massa seca também foram determinadas antes do inicio dos tratamentos, como
referencial (tempo zero). De posse desses dados, foram calculadas as varidveis conforme
tabela 1.
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Tabela 1. Varidveis de crescimento, formacdo de biomassa e qualidade das mudas.

VARIAVEL FORMULA UNIDADE
Area Foliar Especifica (AFE) AFE = Area foliar / Massa Seca Foliar cm? g!
Razdo de Area Foliar (RAF) RAF = AF / MST cm’ g
Razao Massa Seca Raiz
R =MSR/MST !
(MSR)/Massa Seca Total (MST) g8
Razio Parte Aérea/Raiz (RPAR) RPAR = MSPA / MSR gg!
Razao Comprimento Caule 1
R=Cc/C
(Cc)/Comp Raiz (Cr) cr cmem
Razao Altura/Diametro (RAD) RAD = ALT / DIAM cmcm’
Taxa Assimilatéria Liquida TAL = (MST — MSi)*(LN(AF)- mg cm’”
(TAL) LN(AFi) / ((AF-AFi)*n°dias)*1000 dia™
T i Relati
axa de Crescimento Relativo1op _ (| NMST) ~ LN(MSi)/85)%1000 mg ¢ dia”
(TCR)
Indi li Di
ndice de Qu?lgilz;()ie de Dickson 10D = MST (RAD+RPAR) )

O indice de plasticidade (IP) representa a fracdo de variac¢do fenotipica
de uma varidvel especifica em relacdo a diferentes condi¢des ambientais. O IP foi
calculado para cada varidvel a partir dos valores obtidos em cada tratamento (sol pleno,
sombreamento médio e sombreamento intenso) de acordo com a férmula proposta por
Valladares et al. (2006):

IP = (média maxima - média minima) / média maxima

O indice varia de 0 a 1, e valores mais proximos de 1 sdo considerados
mais plasticos. A partir do IP de cada parametro, foi estimado o indice médio de
plasticidade de cada parametro.

2.2.6 Analise estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, todas as
andlises foram realizadas pelo software R (R CORE TEAM, 2023). Os dados foram
verificados quanto a normalidade dos erros e homocedasticidade das variancias pelo teste
de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Se atendido as pressuposi¢des, foi realizada
a andlise de variancia (ANAVA) ao nivel de 5% de probabilidade.

Foram utilizadas 6 repeticOes para andlise de densidade estomdtica,
espessura dos tecidos foliares e teores de clorofila e carotendides; 20 repeticdes para a
andlise de crescimento e mortalidade, sendo que para o referencial (tempo zero) foram
utilizadas 4 repeticdes. Para a andlise de trocas gasosas foram utilizadas 16 repeti¢coes, 8
repeticdes para a curva de resposta da fotossintese a luz e para a andlise de fluorescéncia
da clorofila foram utilizadas 15 repetigoes.

O parametro mortalidade foi analisado pelo teste ndo paramétrico log-
Rank.
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3. RESULTADOS

Todas as espécies apresentaram estOmatos na face abaxial de suas
folhas (folhas hipoestomadticas). A densidade estomdtica foi superior no ambiente de
maior exposi¢cao aluz (fig. 1) em relacdo aos ambientes sombreados para H. stigonocarpa
e H. courbaril, enquanto que para A. cearensis a densidade estomédtica foi maior no sol
pleno apenas em relacdo a sombra intensa. A espessura da folha seguiu o mesmo
comportamento para as trés espécies florestais (fig. 1), sendo superior sob maior
luminosidade variando de 228 a 158 um para H. stigonocarpa, 248 a 144 ym para H.
courbaril e 219,2 a 93,4 um para A. cearensis, embora os tratamentos sob sol pleno e
sombra média ndo tenham diferido entre si para a espécie H. stigonocarpa. De forma
semelhante, o parénquima palicddico teve maior espessura com o aumento da
luminosidade (fig. 1), ndo diferindo entre os tratamentos sob sol pleno e sombra média
para H. stigonocarpa e H. courbaril, com diferenca mais marcante para a amburana,
sendo 70% mais espesso quando comparado com o ambiente mais sombreado.
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Figura 1. Densidade estomdtica, espessura foliar total e espessura do parénquima
palicddico de Hymenaea stigonocarpa (A), Hymenaea courbaril (B) e Amburana
cearensis (C) em diferentes regimes de luminosidade (pleno sol, sombreamento
moderado e sombreamento intenso). Médias seguidas pela mesma nio apresentam
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diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Barras representam o
desvio padrao.

A freqiiéncia estomdtica ¢ um bom indicador da capacidade
fotossintética e os resultados da A indicam essa relacdo. Embora H. stigonocarpa nao
apresentou diferenca entre os tratamentos, H. courbaril diferiu apenas o tratamento sob
sombreamento intenso dos demais tratamentos. Observa-se na tabela 2, que a amburana,
mesmo sendo uma planta pioneira, apresentou maior taxa fotossintética liquida quando
cultivada ao sombreamento médio do que ao pleno sol, sendo que este diferiu
estatisticamente dos demais resultados.

Foi observado, conforme tabela 3, que o ponto de compensacio
luminoso (PCL) diminuiu devido ao sombreamento, assim como o ponto de saturacdao
luminoso (PSL). As plantas de A. cearensis atingiram maiores valores de fotossintese no
tratamento sob sombreamento médio (figura 2), diferindo apenas do sombreamento
intenso. Os resultados para H. courbaril tiveram maior alcance no tratamento a pleno sol,
diferindo apenas do tratamento sob sombreamento intenso, cujo valor € 73% menor. Nao
houve diferenca entre os valores de fotossintese obtidos para H. stigonocarpa nos
tratamentos de regime de luz.
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Figura 2. Curvas de resposta da fotossintese liquida (A) em funcdo do aumento da
densidade de fluxo de f6tons em plantas jovens de Amburana cearensis (A), Hymenaea
courbaril (B) e Hymenaea stigonocarpa (C) em diferentes regimes de luminosidade
(pleno sol, sombreamento moderado e sombreamento intenso).
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Tabela 2. Resposta fotossintética de espécies arbéreas submetidas a diferentes regimes de luz.

Amburana cearensis
PQA RE PCL Amax PSL EQA CO, FOTrep
1 0,0330b 0,0000c 0,0000c" 2,3145b 64,8346¢"  0,0429a 0,6535b
2 0,0462a 0,2391b 5,2105b  4,9988a 216,7173b 0,0288b 1,3855a
3 0,0311b 0,8744a 26,0231a 3,7758ab 365,3099a 0,0151c 1,2060 a
CV (%) 16,61 26,02 12,57 36,99 15,84 17,84 32,37
F 13,81%* 139,66* 6051* 7,19% 43,12* 50,48%* 8,67*
Hymenaea courbaril
1 0,0348b 0,0221c¢* 0,6760c" 2,2596b 107,6822¢"  0,025a  0,6896 ¢
2 0,0481a 0,7084b 15,1200b 6,4133a 378,6056b 0,022ab 1,7829b
3 0,0538a 1,9501a 41,0278a 8,3315a 707,4827a 0,018b 2,4512a
CV (%) 11,58 18,86 23,5 32,51 18,39 19,71 27,27
F 21,85% 112,82* 72,70% 18,11% 34,75% 4,26%* 25,28%*
Hymenaea stigonocarpa
1 0,0375a 0,0000c* 0,0000c* 3,2288a" 98,9083b  0,0323a 0,9188 a'
2 0,0442a 0,1944b 4,0903b 6,0412a 330,0081a 0,0224ab 1,7782a
3 0,0458a 1,5114a 32,7208a 6,1392a 584,2939a 0,0153b 1,9941 a
CV (%) 22,67 26,33 18,43 35,07 39,7 28,14 4,75
F 0,765 82,26* 170,22* 0,98 13,96* 6,76* 2,23
Em que: 1 — Sombreamento intenso, 2 — Sombreamento médio, 3 — Pleno sol. RE — Respiragio
no escuro, PQA — Produtividade quéntica aparente da assimilacio de CO,, PCL — Ponto de
compensacao luminico, Amax — Fotossintese saturada de luz, PSL — Ponto de satura¢do luminoso,
EQACO, — Eficiéncia quantica aparente da assimilacio de CO,, FOTrep — fotorrespiracao.
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ‘ Dados
transformados pelo método de Box-Cox (1964). *Significativo pelo teste F.

A determinacdo da gs (tabela 2) € satisfatéria por fornecer informagdes
de como as plantas respondem as condi¢des ambientais, como seca e estresse luminoso
por exemplo, e ajudar a desenvolver estratégias para melhorar a eficiéncia no uso da 4gua
na agricultura. Os diferentes regimes de luz ndo resultaram em diferenca nos valores de
condutancia estomdtica para H. stigonocarpa. Para H. courbaril as diferengas ocorreram
entre os tratamentos com sombreamento médio € sombreamento intenso, sendo que as
plantas sob sombreamento médio apresentaram valor médio 82,12% superior aos valores
registrados para o tratamento sob sombreamento intenso. As plantas de A. cearensis,
seguiram o comportamento fotossintético, € os maiores valores ocorreram no
sombreamento médio, correspondendo a um acréscimo de 265,5% em relacdo ao
sombreamento intenso e 153,11% superior ao tratamento sob sol pleno.
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Tabela 2. Varidveis fisiologicas de Hymenaea stigonocarpa, Hymenaea courbaril e Amburana cearensis em diferentes regimes de luminosidade
(pleno sol, sombreamento moderado e sombreamento intenso). Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo apresentam diferenca estatistica
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Onde: A = umol m? s, gs = mmol m? s, E=pumolm?s!, Ci=umolm2s!, EUA = umol CO»/mmol
H,0, iEUA = pmol CO2/mmol H>0, k = umol CO, m? s! Pa’l.

Espécie Sombreamento Variaveis fisiologicas

A gs E iEUA Ci Ci/Ca k EUA

H. stigonocarpa Sol pleno 6,92a 0,087 a 244b 91,1a 1,51a 0,604b 0,3085a 4,84a
Sombra média  6,74a 0,0759a 236b 949a 1,71a 0,585b 0,3044a 4,07b

Sombra intensa 2,39a 0,05a 314a 393b 192a 0,782a 0,0865b 1,01c

H. courbaril Sol pleno 6,57a 00788 ab 243b 914a 1,86a 0,60lb 0,286b 3,98a
Sombra média 8,11a 0,1006a 245ab 849a 240a 0,616ab 0,356a 3,46Db

Sombra intensa 3,93b  0,0604b 265a 67,8b 2,50a 0,665a 0,160c 1,51c

A. cearensis Sol pleno 2,09a 0,0288b 283a 73,2ab 0,674c 0,683a 0,0812b 321a
Sombra média 5,30 ab 0,0706a 248b 79,3a 2,307a 0,633b 0,2311a 2,57b

Sombra intensa 1,45b 0,0241b 28la 59,5b 1,199b 0,698a 0,0564b 1,29c¢
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As maiores médias para E (tabela 2) foram observadas em mudas sob o
tratamento sombreamento intenso para as mudas de H. stigonocarpa. Comportamento
semelhante foi observado para as plantas de H. courbaril, sendo que o valor médio de
transpiracdo sob sombreamento intenso foi 9,05% superior ao valor médio observado para
as plantas sob sol pleno. Em A. cearensis, os menores valores de transpiracdo foram
observados no ambiente sob sombreamento moderado.

A relacdo Ci/Ca (tabela 2) € um parametro fundamental para
compreender como as plantas regulam a troca de gases com a atmosfera, notadamente a
absorcdo de CO; para a fotossintese e a liberacdo de oxigénio e vapor d'dgua durante a
transpiracdo. A eficiéncia da fotossintese estd intrinsecamente relacionada a relacdo
Ci/Ca, uma vez que concentragdes internas mais elevadas em relacdo as concentragdes
atmosféricas de CO: resultam em maior eficiéncia fotossintética. Verificamos que nas
plantas de A. cearensis os resultados ndo diferiram significativamente entre os
tratamentos sombreamento intenso e pleno sol, sendo maiores sob sombreamento
moderado. Para H. stigonocarpa os valores diferiram entre os tratamentos pleno sol e
sombreamento intenso, sendo este 29,47% superior ao valor observado para o ambiente
de sol pleno. As plantas de H. courbaril mantiveram o mesmo comportamento, tendo as
plantas sob sombreamento intenso um valor 10,65% superior as plantas sob sol pleno.

De acordo com a tabela 2, as trés espécies arbOreas apresentaram
reducdo da EUA conforme o aumento do sombreamento. As plantas sob sol pleno de H.
stigonocarpa, H. courbaril e A. cearensis apresentaram um acréscimo de 378,22%,
163,58% e 148,84% respectivamente, quando comparado com as plantas sob
sombreamento intenso.

Para a eficiéncia instantanea de carboxilag¢do (tabela 2), observaram-se
valores menores no tratamento com sombreamento intenso para as trés espécies arboreas,
obtendo-se maior eficiéncia em 0,356 m? s Pa™! para H. courbaril e 0,2311 m? s Pa’!
para A. cearensis sob sombreamento moderado. No caso de H. stigonocarpa, nao houve
diferenca no k entre pleno sol e sombreamento moderado.

Quanto a eficiéncia maxima do fotossistema II, nas mudas de H.
stigonocarpa a razao Fv/Fm ao amanhecer foi maior no sombreamento moderado em
relac@o ao pleno sol, com um acréscimo de 8,68% (figura 3). Para H. courbaril, também
ao amanhecer, as diferengas ocorreram entre os tratamentos de sombreamento moderado
e sombreamento intenso, sendo este 3,79% menor que o tratamento sob sombreamento
moderado, ja os resultados encontrados para A. cearensis, no tiveram diferencga entre si.

As medicoes realizadas ao meio-dia (figura 4) mostraram diferenca
entre os tratamentos sob sol pleno e sombreamento moderado para H. stigonocarpa,
sendo o resultado para o tratamento sob sol pleno atingiu um valor 37,33% superior. Os
resultados alcancados entre os tratamentos para H. courbaril ao meio-dia diferiram todos
entre si, sendo que o tratamento sob sombreamento médio obteve um valor superior de
16,54% e 3,87% em relagdo aos tratamentos sob sol pleno e sombreamento intenso
respectivamente.

Apenas o tratamento a pleno sol diferiu dos demais para as plantas de
A. cearensis; o maior declinio de Fv/Fm para as plantas foi no ambiente a pleno sol, com
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10,26% em relacdo ao sombreamento médio e 10,8% em relagdo ao sombreamento

ntenso.
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Figura 3. Razdo Fv/Fm as 8:00 h de plantas jovens de Hymenaea stigonocarpa (A),
Hymenaea courbaril (B) e Amburana cearensis (C) em diferentes regimes de
luminosidade (pleno sol, sombreamento moderado e sombreamento intenso). Médias
seguidas pela mesma ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. Barras representam o desvio padrao.
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Figura 4. Razao Fv/Fm as 12:00 h de plantas jovens de Hymenaea stigonocarpa (A),
Hymenaea courbaril (B) e Amburana cearensis (C) em diferentes regimes de
luminosidade (pleno sol, sombreamento moderado e sombreamento intenso). Médias
seguidas pela mesma ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Barras representam o desvio padrao.

Em H. stigonocarpa houve diferencas apenas entre os tratamentos
pleno sol e sombreamento intenso para clorofila a, sendo que o valor obtido para o
tratamento sob sombreamento intenso foi 54,8 % maior quando comparado ao tratamento
com maior luminosidade (tabela 4). Essa diferenca também foi verificada em H.
courbaril, sendo que o teor encontrado para o sombreamento intenso foi 40,89% maior
quando comparado com os resultados encontrados para as plantas sob pleno sol. Para A.
cearensis, os teores de clorofila a encontrados para os diferentes ambientes ndo diferiram

entre si.
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Tabela 4. Teores de clorofila a (Ca), clorofila b (Cbh), carotendides (car), razao Ca/Cbh,
clorofila total (CIT), razao CIT/Car de Hymenaea stigonocarpa, Hymenaea courbaril e
Amburana cearensis em diferentes regimes de luminosidade (pleno sol, sombreamento
moderado e sombreamento intenso). Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao
apresentam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

-1

g g
Espécie Sombreamento a b Car a/b CIT  ClT/Car

H. stigonocarpa Sol pleno 742 b 206b 307a 3,69a 948b 3,14c

Sombra média 903 ab 369b 155b 2,49b 1272b §,11b

Sombra intensa 1642a 925a 212ab 1,78b 2567a 12,09a

H. courbaril Sol pleno 827b 219c¢ 28la 3,78a 1046b 3,73 ¢

Sombra média  1277ab 457b 234a 281b 1734a 7,36b

Sombra intensa 1399a 657a 2l1la 2,14¢c 2056a 8,92a

A. cearensis Sol pleno 467 a 173a 118,6a 2,84a 639a 5,86a

Sombra média 498 a 255a 959a 2,0la 753a 8,18a

Sombra intensa 698 a 321a 118,6a 2,15a 1019a 9,54 a

Os valores encontrados de clorofila b (tabela 4) para a espécie H.
stigonocarpa mostraram diferenga apenas para o tratamento sob sombreamento intenso,
sendo este 348,54% maior quando comparado ao tratamento a pleno sol e 150,95% ao
sombreamento moderado. Os valores encontrados para H. courbaril todos diferiram entre
si, e o teor de clorofila b no tratamento sob sombreamento intenso foi 200% maior quando
comparado ao tratamento sob sol pleno e 43,79% superior ao tratamento sob
sombreamento intenso. Os valores de clorofila b ndo diferiram entre os tratamentos para
a A. cearensis.

As plantas de H. stigonocarpa cultivadas a pleno sol produziram
quantidades 98,06% maiores de carotenoides (tabela 4) quando comparadas ao
sombreamento moderado. Para as demais espécies florestais ndo houve diferenca entre os
resultados de carotendides obtidos nos diferentes regimes de luz.

Os maiores valores para a relacdo clorofila a/b foram registrados para
os ambientes com maior luminosidade preponderante para as duas espécies de Hymenaea
(tabela 4). O teor de clorofila total e a razio clorofila total/carotendides tiveram o mesmo
comportamento para todas as espécies, com elevacdo dos valores conforme reducdo da
luminosidade (tabela 4), apesar das diferengas nio terem sido significativas para A.
cearensis.

O tratamento sob sombreamento intenso apresentou AFE (tabela 5)
superior para H. courbaril e H. stigonocarpa, visto que em condi¢des de sombra, para
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maximizar a captura de luz disponivel, as plantas tendem a investir em folhas maiores em
relacdo a sua massa. Para A. cearensis ndo houve diferenca estatistica para os regimes de
luz. A Taxa assimilatéria liquida (TAL), a Taxa de crescimento relativo (TCR) e Indice

de qualidade de Dickson (IQD) foram maiores no ambiente sob maior luminosidade para

todas as espécies florestais.

Tabela 5. Andlise de crescimento e desenvolvimento de trés espécies florestais

submetidas a diferentes regimes de luminosidade.

H. courbaril

AFE' RAF' MSR/MST MSC/MST  MSF/MST RPAR'
Sol Pleno 12295 ¢ 41,49 b 0,28 b 0,38 a 0,34 b 7,68 a
Sombra Média 190,42 b 90,95 a 0,15¢ 0,37 a 0,48 a 3,55b
Sombra Intensa 494,50 a 84,41 a 0,53 a 0,27 b 0,20 ¢ 2,84 b
Cv 6,88 7,82 23,86 18,35 23,19 5,46
Cc/Cr RAD TAL' TCR Tot TCR Raiz' IQD"
Sol Pleno 1,95a 542b 0,29 a 15,13 a 2221 a 0,97 a
Sombra Média 1,94 a 7,20 a 0,08 b 6,30Db 6,59b 0,28 b
Sombra Intensa 1,64 a 6,88 a 0,05b 4,00 b 19,01 a 0,36 b
CvV 27,75 19,62 29,14 32,77 31,10 3,90
H. stigonocarpa
AFE RAF MSR/MST MSC/MST  MSF/MST RPAR"
Sol Pleno 91,05 ¢ 32,22 b 0,28 a 0,36 b 0,35b 5,12 a
Sombra Média 156,95 b 76,80 a 0,15b 0,36 b 0,50 a 1,99 b
Sombra Intensa 492,72 a 110,86 a 0,20 ab 0,57 a 0,23 b 1,33 ¢
CvV 37,00 38,71 45,97 19,26 32,01 11,67
Cc/Cr! RAD TAL" TCR Tot' TCR Raiz' IQD"
Sol Pleno 1,85 a 4,80 b 0,28 a 15,88 a 21,59 a 0,60 a
Sombra Média 1,30 b 5,75b 0,04 b 5,51b 441Db 0,17b
Sombra Intensa 2,18a 9,20 a 0,01b 0,90 ¢ 3,02b 0,10 ¢
CvV 50,90 17,14 30,30 18,57 37,44 30,6
A. cearensis
AFE' RAF! MSR/MST MSC/MST MSF/MST" RPAR'
Sol Pleno 306,81 a 51,28 b 0,57 a 0,23 a 0,19b 3,74 a
Sombra Média 499,24 a 122,89 a 0,42 b 0,27 a 0,31 a 1,54 b
Sombra Intensa 258,12 a 75,71 ab 0,35b 0,32 a 0,30 ab 0,59 ¢
CvV 12,59 21,34 33,18 32,1 29,45 22,76
Cc/Cr! RAD' TAL" TCR' TCR Raiz' IQD'
Sol Pleno 1,36 a 4,56 a 0,36 a 23,12 a 35,08 a 0,68 a
Sombra Média 1,48 a 435a 0,13b 14,410 22,83 b 0,27 b
Sombra Intensa 1,21 a 4,45a 0,04 ¢ 4,14 ¢ 10,37 ¢ 0,09 c
CvV 12,36 16,09 37,31 19,47 26,48 20,10

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05). ' Dados

transformados pelo método de Box-Cox (1964). Em que: AFE - Area Foliar Especifica (cm® g'');
RAF - Razio Area Foliar Total/Massa Seca Total (cm” g'), MSR/MST - Razio Massa

Seca Raiz/Massa Seca Total (g g''), MSC/MST - Razdo Massa Seca Caule/Massa Seca
Total (g g'), MSF/MST - Razdo Massa Seca folha/Massa Seca Total (g g'), MSPA/MSR
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- Razio Massa Seca Parte Aérea/Massa Seca Raiz (g g!), Cc/Cr - Razdo Comprimento
Caule/Comprimento Raiz (cm cm™), RAD - Razdo Altura/Diam (cm cm?), TAL - Taxa
Assimilatéria Liquida (mg cm? dia™), TCR - Taxa de Crescimento Relativo (mg g dia
Y e 0 IQD - Indice de Qualidade de Dickson.

Observando os dados de crescimento isoladamente (figura 5),
percebemos que para H. courbaril os maiores incrementos no crescimento ocorreram para
as plantas que se desenvolveram a pleno sol, apenas a massa seca de raiz foi maior no
tratamento sob sombra intensa. As plantas de H. stigonocarpa, tiveram 0 mesmo
comportamento registrado para as mudas de H. courbaril, a diferenga entre essas espécies
foi que a massa seca de folhas foi superior no tratamento sob sombreamento médio. As
mudas de A. cearensis também obtiveram maior incremento no crescimento para as
plantas sob sol pleno, exceto para a massa de caule, que foi maior no sombreamento
médio.
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Figura 5. Massa seca total (A), drea foliar (B), massa seca de raiz (C), massa seca de caule
(D) e massa seca de folhas de plantas de Hymenaea stigonocarpa (A), Hymenaea
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courbaril (B) e Amburana cearensis (C) em diferentes regimes de luminosidade (pleno
sol, sombreamento moderado e sombreamento intenso).

A figura 6 apresenta os valores de crescimento em altura das espécies
florestais. Embora tenhamos verificado diferenca estatistica entre os tratamentos, nao
houve tendéncia significativa para demonstrar o comportamento biolégico por meio de
uma equagdo matemdtica, tal como ocorreu com H. courbaril (sombreamentos moderado
e intenso) e H. stigonocarpa (sombreamento intenso). Para os demais tratamentos foi
possivel demonstrar o efeito em altura por meio da andlise de regressao. Os maiores
valores de altura ocorreram ao pleno sol para H. courbaril, a0 sombreamento médio para
H. stigonocarpa e sombreamento intenso para A. cearensis. Nesse ultimo, tal
comportamento levou a planta ao estiolamento, visto também pelo didmetro reduzido
(figura 20) formado para esse tratamento.

De acordo com a figura 7, € possivel observar uma tendéncia de
comportamento de formacdo de maiores diametros nas mudas sob o tratamento a pleno
sol, para as trés espécies florestais.
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Figura 6. Andlise da altura de Hymenaea stigonocarpa (A), Hymenaea courbaril (B) e
Amburana cearensis (C) em diferentes regimes de Iuminosidade (pleno sol,
sombreamento moderado e sombreamento intenso).
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Figura 7. Andlise do diametro de Hymenaea stigonocarpa (A), Hymenaea courbaril (B)
e Amburana cearensis (C) em diferentes regimes de luminosidade (pleno sol,
sombreamento moderado e sombreamento intenso).

Quanto ao o indice de plasticidade fenotipica (IP), os maiores
valores foram observados para a espécie H. stigonocarpa (0,492), seguido por H.
courbaril (0,411) e A. cearensis (0,407), fato que demonstra que as diferencas das
medidas de crescimento entre os tratamentos refletiram no IP (tabela 6).

Tabela 6. Indice de plasticidade (IP) de plantas de Hymenaea stigonocarpa, Hymenaea
courbaril e Amburana cearensis apOs 73 dias de cultivo em diferentes regimes de luz.

Varidvel Médias 1P
arlave H. ¢ H. s A. ¢ H. c H. s A. ¢
max 494,502 492,717 499,242
AFE min 122,946 156,955 258,116 0,751 0,681 0,483
H max 34,437 35,833 19,088 0,160 0,347 0,182
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min 28911 23400 15,614
om0 g
T ST
RMSr r;?;‘ gfig gﬁig 822 0,718 0475 0,387
RMSc r;?;‘ gzggé 82; 8:;2 0295 0378 0,265
RMSf r;j‘;‘ 8:;33 8:‘2‘32 82?82 0,581 0,544 0,366
RPAR ?fl‘;‘ gfég 8:3;8 8:3;8 0,407 0967 0,196
Ce/Cr r;?;‘ 1:2‘3‘2 ?;gg i;‘?i 0,159 0403 0,181
L T
TAL ?1?;( 8:(2)2 8:333 82322 0,805 0976 0,927
’TCRt r;?;‘ 145 ;‘19380 105, ’9%832 13”113273 0,703 0,943 0,821
Indice de Plasticidade (Variaveis de crescimento) 0,474 0,594 0,383
v e T e o
b DI e o
E o a0 2600 amonp 008 0248 024
T T
o moEmm  om
Ci/Ca E‘:}‘ 8:28? gzzz g:ggi 0,096 0252 0,093
Comome e o
a0 g o
Fv/Fm8 max 0,822 0,827 0,805 0,036 0,080 0,012

min 0,792 0,761 0,795
Fv/Fm12 max 0803 0,802 0,800 0,142 0272 0,098
, min 0,689 0,584 0,722
Indice de Plasticidade (Variaveis fisiologicas) 0,271 0,320 0,366
Ca r;i’l‘ 1832979 176f22 223 0,409 05548 0,331
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max 657 925 321

Cb min 719 206 173 0,667 0,777 0,461
max 281 307 118,6

car min 11 155 95.9 0,249 0,495 0,191
max 2056 2567 1019

Clt min 1046 943 639 0,491 0,631 0,373

Indice de Plasticidade (pigmentos) 0,454 0,613 0,339
max 336 234 70,4

D. est. min 142 135 3.7 0,577 0,423 0,536
max 90,8 70,4 116,8

Esp. par. min 43 39.7 34.2 0,471 0,436 0,707
max 248 228 219,2

Esp. Total min 144 158 93.4 0,419 0,307 0,574

Indice de Plasticidade (variaveis anatomicas) 0,489 0,389 0,606

Média Geral 0,411 0,492 0,407

Em que: H.c. — Hymenaea courbaril, H.s. — Hymenaea stigonocarpa, A.c. — Amburana cearensis,
AFE - Area Foliar Especifica (cm” g'); H — Altura (cm), D — Didmetro (mm), RAF - Razio Area
Foliar Total/Massa Seca Total (cm? g‘l), MSR/MST - Razdo Massa Seca Raiz/Massa Seca Total
(g g"), MSC/MST - Razio Massa Seca Caule/Massa Seca Total (g g''), MSF/MST - Razio Massa
Seca folha/Massa Seca Total (g g"'), MSPA/MSR - Raziio Massa Seca Parte Aérea/Massa Seca
Raiz (g g"'), Cc/Cr - Razio Comprimento Caule/Comprimento Raiz (cm cm™), RAD - Razio
Altura/Diam (cm cm™?), TAL - Taxa Assimilatéria Liquida (mg cm? dia™), TCR - Taxa de
Crescimento Relativo (mg g™ dia™"), taxa de fotossintese liquida (A) (umol m? s™"), condutincia
estomdtica (gs) (mol m™ s™"), transpiracio (E) (mmol m™ s™), eficiéncia intrinseca no uso da dgua
(AIEUA=A/g;) e eficiéncia no uso da dgua (EUA = A/E), concentracdo intercelular de CO; (C;)
(umol mol™), eficiéncia instantinea de carboxilacio (k=A/C;) (umol CO, m? s Pa™!) e a razdo
concentracdo interna / concentragdo externa de CO, (Ci/C,), Fv/Fm 8 — fluorescéncia da clorofila
a as 8:00h da manha, Fv/Fm 12 - fluorescéncia da clorofila a 4s 12:00h, teores de clorofila a (Ca),
clorofila b (Cb), carotendides (car), D. est — densidade estomdtica (mm?), Esp. Par. — Espessura
do parénquima palicadico (um), Esp. Total — espessura foliar total (um).

Observamos ainda que o ambiente sob sombreamento intenso
proporcionou um maior nimero de plantas mortas de forma acumulativa, correspondendo
a 85% do total de plantas de H. stigonocarpa, 60% para H. courbaril e 65% do total de
plantas de A. cearensis (figura 8).
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Figura 8. Percentual de sobrevivéncia de mudas de Hymenaea courbaril (A), Hymenaea
stigonocarpa (B) e Amburana cearensis (C) em diferentes regimes de luminosidade
(pleno sol (PS), sombreamento moderado (SM) e sombreamento intenso (SI)).

4. Discussao

A maioria das plantas desenvolve mecanismos para se aclimatar aos
ambientes aos quais estao se desenvolvendo, sobretudo no que diz respeito as mudancgas
de luminosidade. Essa capacidade de aclimatacdo € devido a sua flexibilidade de
fendtipos, denominada de plasticidade fenotipica, capaz de gerar ajustes morfoldgicos,
anatomicos e fisiologicos, promovendo variacdo conforme a exposicao a radiacdo e as
caracteristicas de cada espécie (BIREAHLS e FERMINO JUNIOR, 2020).

As folhas sdo influenciadas pela intensidade de luz, desde as primeiras
etapas de desenvolvimento até a fase adulta, se aclimatando de acordo com as condi¢des
médias de radiacdo preponderante durante a morfogénese. O aumento da luminosidade é
capaz de prover o crescimento na espessura da folha e altera diversas estruturas
anatOmicas, além disso, causa alteragdes nos tecidos fotossintetizantes, acarretando
mudancas na densidade estomdtica, nimero e tamanhos das células epidérmicas e nos
espacos intercelulares.

Sendo assim, a densidade estomatica, ou seja, 0 nimero de estdmatos
por unidade de area da superficie foliar, pode ser influenciada pela intensidade e
qualidade da radiag@o solar a que as plantas estdo expostas, denotando ser um mecanismo
de plasticidade.
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A formagdo e o desenvolvimento dos estdmatos sao regulados por um
aparato de fotorreceptores, os quais respondem tanto a diferencas na intensidade quanto
na qualidade da radiacdo, tais fotorreceptores sdo os criptocromos, fitocromo A e
fitocromo B, em associacdo, promovem o desenvolvimento dos estOmatos, assim,
percebe-se que tanto fotorreceptores responsivos a alta fluéncia de fétons quanto aqueles
responsivos a baixa fluéncia, como fitocromos B e A, respectivamente, interagem entre
si na promogio do desenvolvimento dos estomatos (ARAUJO et al.,2019). Percebemos
assim que as folhas desenvolvidas a pleno sol geraram maior densidade estomaitica se
comparadas com as folhas crescidas em condicao sombreada (figura 1).

Mesquita et al. (2022) descrevem que os estdmatos sdo altamente
responsivos a luminosidade e tal como observamos, esses autores identificaram que o
maior nimero de estdmatos ocorreu em plantas de Solanum lycopersicum crescidas a
pleno sol ao comparar com outros ambientes sombreados. Martins et al. (2009)
perceberam que a maior densidade estomatica de plantas de Mikania glomerata foi obtida
quando cultivadas em ambiente a pleno sol, ambiente que contribuiu para o aumento na
temperatura o que favoreceu uma maior densidade estomadtica, que segundo os autores, é
para otimizar os processos de trocas gasosas e transpiracao.

Ainda segundo Bireahls e Fermino Junior (2020), a densidade
estomdtica tende a se elevar em plantas expostas a altas irradiincias, o que proporciona
um aumento na absorcdo de CO; e consequente aumento no metabolismo fotossintético.
Tal modificacdo morfofisiolégica foi constatada em folhas de plantas jovens de
Eucalyptus dunnii e Eucalyptus benthamii desenvolvidas sob diferentes intensidades
luminosas em viveiro.

No que se refere a espessura total da folha os diferentes niveis de
sombreamento promoveram alteragdes nesse atributo (figura 1). O regime de maior
luminosidade preponderante induziu uma aclimatagdo para as trés espécies no sentido de
otimizar a captura de energia luminosa, em niveis energéticos mais adequados para os
processos fotossintéticos.

Uma caracteristica marcante de folhas crescidas a sombra, quando
comparadas as folhas desenvolvidas a pleno sol, ¢ uma maior drea foliar seguida de
reducdo na espessura do limbo foliar, tal qual observado neste estudo. A redugdo na
espessura do limbo foliar, concomitante ao aumento da area foliar, comumente ocorre em
funcdo de diminuicio na espessura do parénquima palicddico e esponjoso, esse
comportamento ocorre no intuito de otimizar a captacdo da radiacdo na condicido de
sombreamento, o que contribui para uma melhor absor¢do da radiacio pelos tecidos do
mesofilo, aumentando a presenca de tecidos fotossintetizantes expostos a condi¢ao 6tima
de radiacdo e também evita possiveis prejuizos aos eventos metabdlicos ou de
desenvolvimento da planta dependentes de luz.

O aumento da espessura do limbo foliar na condi¢ao de pleno sol ocorre
em fun¢do de modificagdes no padrdo de expansdo de células do mesofilo, alongando-se,
ou do aumento do nimero de células do parénquima palicaddico no intuito de otimizacao
da captacdo e distribuicdo da luz (ARAUJO et al., 2019; SANTOS et al., 2014,
PTUSHENKO et al., 2016).
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Estudos semelhantes foram apontados por Pinheiro et al. (2022) em
producdo de plantas de Hippeastrum stylosum, por Almeida et al. (2021) com producio
de Eustoma grandiflorum e também por Silva et al. (2021) em plantas de Acca sellowiana,
cujos autores destacam que o desenvolvimento de folhas mais espessas e com maior
propor¢do de parénquima palicddico em mudas sob alta intensidade de luz foi um
mecanismo para aumentar o uso de luz disponivel, estratégia associada a espécies nao
tolerantes ao sombreamento.

Notadamente ao que se refere a espessura do parénquima palicadico, os
maiores valores foram observados para os ambientes com maior luminosidade incidente
(figura 1). O aumento na espessura do meséfilo se deve, principalmente, ao maior
parénquima palicadico presente.

Tal como observamos, Moura et al. (2022) verificaram que as folhas
das mudas de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts apresentaram plasticidade fenotipica, ou
seja, alteragdes no tamanho e na espessura das folhas conforme a mudanca do ambiente
luminoso sendo que na maior sombra observou-se diminui¢do na espessura de todos os
tecidos foliares e, consequentemente, na espessura total das folhas. Os autores ainda
apontam que as folhas mais finas nas plantas cultivadas a sombra permitem uma melhor
distribui¢do da luz difusa em toda a copa da planta, permitindo que a fotossintese ocorra
de forma mais eficiente em toda a planta, por outro lado, o aumento da espessura do
parénquima pali¢ddico e esponjoso a pleno sol foi responsavel pela homogeneizacido da
distribui¢do e melhor aproveitamento da luz, minimizando os danos causados pela
elevada oferta luminosa.

Observamos que a fotossintese (tabela 2) nado diferiu ente os
tratamentos para H. stigonocarpa, em H. courbaril nao houve diferenca entre o
tratamento com luz intensa e luz moderada, jd para A. cearensis somente o tratamento
com luz moderada possuiu valores superiores enquanto nos demais tratamentos as plantas
observadas tiveram suas capacidades assimilatérias com valores inferiores a metade
daqueles encontrados com tratamento de interceptacdo de luz moderado, visto que os
menores resultados para o tratamento a pleno sol podem estar relacionados a processos
de fotoinibicdo (SANTOS et al., 2022). Ainda segundo Santos et al. (2022) fotossintese
liquida (A) € uma caracteristica propria de cada vegetal e as condigdes ambientais
influenciam diretamente a ontogénese e as caracteristicas morfofisioldgicas,
determinando desta forma os padrdes de resposta dos individuos.

A disponibilidade limitada de luz, no tratamento sob sombreamento
intenso, causou perdas na fase fotoquimica da fotossintese gerando baixa taxa de
assimilacdo de CO2, que possivelmente foi marcado pela baixa taxa de transporte de
elétrons, o que pode ter reduzido a producdo de ATP e NAPDH para a fase bioquimica
da fotossintese (SILVA et al., 2021).

A condutancia estomatica (gs) seguiu 0 mesmo comportamento da A
(tabela 2), ndo diferindo entre os tratamentos para H. stigonocarpa, nao diferindo entre
os tratamentos com luz intensa e sombreamento moderado para H. courbaril e tendo
maiores resultados para o tratamento com sombreamento moderado para A. cearensis.
Resultados semelhantes para A e gs também foram observados por Ribeiro et al., (2022),
quando foram encontrados os maiores valores sob condi¢Oes intermedidrias de
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sombreamento, afirmando uma forte relacdo entre essas varidveis. Provavelmente,
segundo os autores, as condi¢cdes de sombreamento moderado melhoraram a captura de
CO; pelas folhas, influenciando diretamente a fotossintese. Por outro lado, as condi¢des
de plena luz solar ou sombra extrema possivelmente induziu o fechamento estomatico
para evitar danos ao aparelho fotossintético, tal como visto para as mudas de A. cearensis.

Segundo Fermino Junior e Fockink (2017) hd também uma relacdo
entre a gs e a transpiracdo (E). De acordo com os autores, a densidade e as dimensdes dos
estomatos em folhas de diferentes espécies arbdreas apresentam grande variagdo nas
respostas a luminosidade, evidenciando distintas estratégias adaptativas. Portanto, o
aumento da luminosidade induz uma adaptacdo foliar no sentido de manter a densidade
estomdtica e reduzir a dimensdo dos estomatos assim, a reducdo nas dimensdes
estomadticas deve promover aumento da resisténcia a passagem de dgua por transpiragao,
mantendo a capacidade de captura de CO: e evitando um estresse hidrico em ambientes
com maior luminosidade. Este comportamento é um mecanismo de defesa contra
luminosidade excessiva; as plantas limitam a abertura do estomato para evitar a perda de
dgua, reduzindo a taxa de transpiracdo (LIMA et al., 2016).

Felsemburgh et al. (2016) apontam que o comportamento transpiratério
de mudas sob diferentes intensidades de luz pode ser varidvel, entretanto, em condicdes
de boa disponibilidade hidrica, as plantas geralmente apresentam altas taxas
transpiratérias, enquanto que, a medida que a d4gua no solo vai se tornando escassa, a
planta fecha os estdmatos como forma de reduzir as perdas de 4gua e economizar a que
estd disponivel no solo, reduzindo também a taxa transpiratoria, que foi o observado no
presente estudo. Os autores obtiveram resultados semelhantes ao dessa pesquisa ao
produzirem mudas de Aniba parviflora sob sombreamento artificial, onde observaram
maiores taxas de transpiracdo nas plantas que estavam sob os maiores niveis de
sombreamento (tabela 2), refletindo o status hidrico das plantas em tais ambientes, no
entanto, estudos mostram que o aumento da irradidncia pode promover as maiores taxas
de transpiracdo ou a ndo alteracdo da mesma em diferentes niveis de sombreamento.

O nivel de sombreamento também afetou de forma significativa a
relacdo Ci/Ca das mudas das espécies florestais (tabela 2). Os valores apresentados pelas
plantas sob sombreamento intenso apresentaram aumento nos valores da relagao Ci/Ca,
assemelhando-se aos resultados das plantas sob radiacao intensa.

Os valores da relacdo Ci/Ca no tratamento com sombreamento
moderado permaneceram relativamente inferiores aos demais tratamentos, mostrando a
prevaléncia do consumo de CO: atmosférico nos sitios de reducio (ciclo de Calvin-
Benson) nas mudas sob esse sombreamento. Portanto, de acordo com os dados do
presente estudo, possivelmente a manutencdo satisfatoria da abertura estomdtica e da
atividade bioquimica da Rubisco (Ci/Ca) no sombreamento moderado contribuiram para
o melhor desempenho fotossintético das mudas neste tratamento. Assim, € aceito que nas
folhas fotossintetizantes, a condutancia estomatica esta correlacionada com a taxa
fotossintética e coordenada com a necessidade de CO2 do meséfilo, de modo que a razdo
Ci/Ca é mantida em um valor constante ou decrescida (USHIMARU, 2021).

A eficiéncia no uso da dgua (EUA) relaciona o somatério de biomassa
acumulada pela unidade de dgua utilizada, fisiologicamente isso pode ser definido como

57



a relacdo entre a taxa de carbono assimilada pela planta através da fotossintese (A) e a
quantidade de dgua perdida através da transpiracdo (E) (JACINTO JUNIOR et al., 2019).
Assim, as plantas perdem dgua a medida que assimilam o CO e economizar dgua reduz
a captura desse gés. Portanto, as plantas sob pleno sol foram mais eficientes no uso de
agua (EUA) do que as sob sombreamento intenso (tabela 2).

Klein et al. (2021) apontam que a EUA pode variar entre espécies
situadas no mesmo ambiente e entre diferentes condi¢des climdticas, pode interferir na
produtividade biolégica bem como no consumo hidrico e expressa quantitativamente o
comportamento momentaneo das trocas gasosas na folha.

Estes resultados se devem ao fato de que a radiacdo solar influencia a
acdo estomadtica, principalmente a intensidade luminosa e a temperatura. Dessa forma,
plantas submetidas aos maiores niveis de radiagc@o solar sofrem maior influéncia do déficit
de pressao de vapor que atua como indicador de equilibrio térmico entre a planta e o0 meio
externo, levando ao fechamento estomdtico para reduzir as perdas de dgua,
consequentemente aumentando a eficiéncia do uso da dgua. O incremento nos valores de
eficiéncia no uso da dgua € justificado pelo fato de que o fechamento estomdtico afeta
mais a saida da molécula de dgua do que a quantidade de CO- fixado. Os maiores valores
de eficiéncia do uso da dgua nos ambientes com maior incidéncia de radiacdo solar
ocorrem em decorréncia da baixa disponibilidade hidrica presente no solo, influenciando
no fechamento estomatico para reduzir a transpiracado (POMPELLI et al., 2010).

A eficiéncia intrinseca do uso da d4gua (iIEUA) representa a relagcdo entre
a taxa assimilatéria liquida e condutancia estomdtica (A/gs). A iEUA reduziu
substancialmente com o aumento dos niveis de sombreamento (tabela 2), embora nédo
tenha demonstrado diferenca estatistica para os ambientes a pleno sol e com
sombreamento moderado para as trés espécies florestais. Este comportamento pode ser
justificado pelo fato de que a abertura e o fechamento estomdtico regulam as trocas
gasosas foliares, onde sob condi¢des estressantes diminuem a perda de dgua por meio do
maior grau de fechamento dos estdmatos e consequentemente a absor¢do de CO» ¢é
restringida. Dessa forma, as maiores efici€ncias intrinsecas no uso da dgua indicam que
maior quantidade de CO; em detrimento da menor perda de 4gua, assim, a condutancia
estomdtica decresce mais rdpido do que a taxa de assimilagdo fotossintética (A),
justificando os maiores valores de A. gs'l a pleno sol (TAIZ et al., 2017; BESSA et al.,
2017).

Em relacdo a concentracdo interna de CO- (tabela 2), verificamos que
as plantas dos jatobds, mesmo apresentando menor valor de condutancia estomdtica,
também apresentaram maior concentragdo interna de carbono (Ci). A maior concentragdo
intercelular de carbono mesmo sob baixa conducdo estomdtica, pode indicar que a
fotossintese ndo estaria sendo restringida somente pelo fechamento estomatico, ou pela
concentragdo de CO; dentro da camara subestomatica, mas por outros fatores bioquimicos
também relacionados a disponibilidade de luz, a exemplo a sintese de ATP e NADPH e
a atividade enzimatica, as quais sdo necessdrias a redugdo e, portanto, para a utilizacdo
do CO: existente nos espacos intercelulares (SILVA et al, 2020).

No que se refere ao comportamento observado para a A. cearensis,
Fernandes et al. (2014) apontam que valores elevados de concentracdo interna de CO>
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(Ci) associados a condutancia estomatica, indicam acréscimo na eficiéncia instantinea de
carboxilacdo ocorrido em fun¢do da disponibilidade de ATP e NADPH e do substrato
para a rubisco. A elevacdo da Ci também pode ser justificada pela baixa condutancia do
mesofilo, a qual reduz a capacidade difusiva de CO», ja o aumento da Ci, sob baixos
valores de potencial hidrico foliar e baixa condutancia estomadtica, pode estar relacionado
a um decréscimo na eficiéncia de carboxilacdo e limitacdo da regeneracdo de ribulose-
1,5bi-fosfato carboxilase/oxigenasse.

A eficiéncia de carboxilagdo (k) foi reduzida no sombreamento intenso
para as espécies de jatobd (tabela 2), que apresentou as menores relacdes A.Ci!
observadas. Assim, a eficiéncia de carboxilacdo apresentou uma forte correlagcio com a
fotossintese em todos os niveis de luminosidade estudados. Neste sentido, a reduzida
disponibilidade de luz sob sombreamento mais intenso influenciou para que ocorresse o
decréscimo na k, principalmente pela reducdo na quantidade e atividade da Rubisco,
aliada aos efeitos da baixa radiac@o na sintese de NADPH e ATP na etapa fotoquimica, o
que culminou diretamente na reducao da velocidade de fixacdo de CO- (Silva et al, 2020).

Para os resultados visto para A. cearensis, percebemos que 0 aumento
excessivo da luz acima da capacidade de utilizagdo pela fotossintese resultou em uma
condicdo de fotoinibicdo, onde sdo observadas alteracdes na atividade do fotossistema II
que podem ocasionar diminuicdo do rendimento quantico da fotossintese e os danos
fotoinibitérios podem originar mudangas nas propriedades fisico-quimicas das
membranas do tilacoide e ocasionar inatividade do transporte de elétrons gerando assim
o comprometimento do rendimento quantico do FSII, aumento da dissipacdo do excesso
de energia ndo fotoquimica e sobretudo, a diminui¢do da efici€éncia da carboxilacao
(SILVA et al, 2020).

Segundo Lawlor et al. (2002) a maior k pode estar relacionada ao
aumento dos niveis de proteinas visto que ocorre uma maior alocagdo de N em proteinas
fotossintéticas como a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco). O
suprimento de N determina a sintese de aminoécidos e proteinas e, em dltima andlise, de
todos os componentes celulares. Uma taxa rapida de assimilagdo de CO; requer altas
quantidades de muitos componentes dos cloroplastos, particularmente os complexos de
clorofila-proteina, transportadores de elétrons e componentes redutores de NADP+ dos
tilacoides, além da enzima de assimilacao de CO> (Rubisco).

Pela analise de fluorescéncia da clorofila a as trés espécies mantiveram
o Fv/Fm alto (préximo de 0,8) durante o amanhecer (figura 3), para todas as condi¢des
de luminosidade. Ao meio-dia, todas as espécies apresentaram um decréscimo do Fv/Fm
mais pronunciado para as mudas cultivadas sob sol pleno (figura 4), fato que pode-se
afirmar que as mudas sob sol pleno apresentaram fotoinibi¢ao dindmica, j4 que houve
diferenca entre os valores do amanhecer e do meio-dia para esse tratamento. A diminui¢do
reversivel do Fv/Fm que ocorreu em ambas as espécies provavelmente reflete a regulacdo
dindmica do excesso de energia absorvida relacionada a atividade do ciclo das xantofilas,
como também observado em folhas jovens de Guazuma ulmifolia (Calzavara et al., 2015).
Para os demais tratamentos as espécies florestais foram capazes de resistir a alta
intensidade de luz e ndo foi observada fotoinibicdo dindmica, como evidenciado pela
manuten¢do de um alto Fv/Fm. A alta capacidade de regulacdo dindmica contribui para a
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protecao do sistema de transporte de elétrons e dos pigmentos fotossintéticos frente aos
danos promovidos pela radiagao.

O decréscimo no rendimento quantico efetivo do FSII a pleno sol € um
indicativo de que parte da luz absorvida ndo foi convertida em energia fotoquimica e
associando este fator a0 aumento na concentragdo de carotenoides para este tratamento, é
reafirmado que a energia luminosa ndo utilizada fotoquimicamente é teoricamente
dissipada na forma fluorescéncia ou calor. Por outro lado, o aumento no rendimento
quantico do FSII no sombreamento intenso indica que embora pouca luz chegasse aos
fotossistemas, a quantidade de luz passivel de interceptacdo foi aproveitada
fotoquimicamente (SILVA, 2020). Isto porque, a diminuicdo na fluorescéncia &
comumente associada a um aumento na dissipacdo por calor, sendo este processo
relacionado a presenca de carotenoides (tabela 4), que auxiliam na dissipa¢dao do
excedente energético na forma de calor, e isso se da principalmente pela interconversao
das formas de violaxantina a zeaxantina (ciclo das xantofilas). Além disso, esses
pigmentos podem auxiliar na preservagdo das moléculas de clorofila contra danos foto-
oxidativos, evitando a fotolesdo no FSII e também contribuir para captacdo de fétons
propiciando manutencdo de altas taxas fotossintéticas (SILVA, 2020).

Os teores de pigmentos fotossintetizantes, clorofila a, clorofila b,
clorofila total, razao entre clorofila a e b, carotendides e razdao entre clorofila total e
carotendides (tabela 4) mostraram diferenca significativa para as espécies H.
stigonocarpa e H. courbaril entre os niveis de luminosidade e nao diferiram para A.
cearensis. O teor de pigmentos clorofilados presentes nas folhas de plantas cultivadas em
ambientes sombreados representa uma ferramenta eficaz para elucidar o impacto do
mecanismo de aprimoramento da absor¢do de luz pelos pigmentos fotossintéticos. Em
geral, folhas submetidas a condi¢des de sombreamento exibem uma maior concentracao
de pigmentos clorofilados em comparagcdo com aquelas cultivadas sob pleno sol. Essa
estratégia pode ser interpretada como uma medida adotada pela espécie para aprimorar a
captacdo da radiagao solar, dada a menor disponibilidade de luz solar nesses ambientes.

Segundo Aratjo et al., (2019) maiores teores de clorofila total, clorofila
a e b observados nas condi¢des de sombreamento ocorrem como uma forma de adaptacao
a condi¢do de sombra, sendo este um dos fatores ligados a eficiéncia fotossintética e
consequentemente, ao crescimento e adaptabilidade a diversos ambientes € a presenca de
desses pigmentos foliares. Ainda segundo esses autores as folhas de sombra apresentam
maior concentragdo de clorofila por grama de massa seca do que folhas expostas
diretamente ao sol, assim, a combina¢do das clorofilas a e dos pigmentos acessorios
possibilitam que as plantas captem maior quantidade de radiacdo solar
fotossinteticamente ativa, como também observaram que os teores de carotenoides
especificos que participam do ciclo da xantofila sio maiores em folhas crescidas ao sol,
pela maior atuacdo destes carotenoides na dissipacao de energia na forma de calor.

Segundo Ferreira et al. (2012) e Felsemburgh et al. (2016), é frequente
encontrar uma propor¢ao relativamente maior de clorofila b em plantas que crescem em
ambientes sombreados. Esse aumento tem o propdsito de ampliar a habilidade de absorver
véarios comprimentos de onda, contribuindo para o transporte de energia em direcdo a uma
molécula especifica de clorofila, que desempenha um papel essencial nas reagdes
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fotoquimicas da fotossintese. A redugdo da relac@o clorofila a/b, que tende a ocorrer a
medida que a intensidade de radiacdo diminui, estd relacionada ao aumento do espectro
vermelho distante a nas condi¢cdes sombrias. Isso resulta em um incremento nas reagdes
do fotossistema II, que possui uma maior quantidade de clorofila » em relacdo a clorofila
a. Esse fendmeno provavelmente age como um mecanismo de adaptacdo das plantas a
ambientes com predominancia do espectro vermelho distante.

Desenvolver mudas florestais de diferentes espécies a niveis de
sombreamento distintos, resultou em mudangas nos parametros de crescimento. Para H.
courbaril, as maiores alturas foram observadas para o tratamento a pleno sol e para H.
stigonocarpa as maiores alturas foram para os tratamentos sob sol pleno e sombreamento
moderado (figura 6), acompanhados pelo crescimento em didmetro, o qual foi superior
no tratamento a pleno sol (figura 7). O aumento pronunciado em altura para plantas de A.
cearensis do tratamento sob sombreamento intenso pode ter sido decorrente de um
alongamento do caule e isto poderia caracterizar um processo de estiolamento, no entanto,
com a reducdo na disponibilidade luminosa foi observada significativa reducdo para o
pardmetro didmetro das mudas.

O estiolamento induzido pela baixa intensidade luminosa pode ter sido
favorecido pelas temperaturas mais amenas nas folhas, devido a abertura dos estomatos
e a fixacdo de carbono pelas plantas, geralmente, plantas cultivadas em condi¢des de
baixa disponibilidade de luz tenderiam a investir maior quantidade de fotoassimilados na
parte aérea, além disso, o maior alongamento celular contribuiria para maior altura sob
ambientes sombreados (FELSEMBURGH et al., 2016).

Pacheco et al. (2013) apontam que, geralmente, este maior crescimento
em altura em ambientes sombreados € atribuido ao fendmeno do estiolamento, como
ocorreu para a A. cearensis, ¢ uma forma de escapar do déficit de luz, buscando um
melhor aproveitamento da baixa intensidade luminosa, associado ao fato do diametro ter
sido menor com o aumento do sombreamento, levando a conclusdo de que o maior
crescimento em condi¢des de sombreamento nao caracteriza a formagao de uma planta
apta a ser utilizada em programas de reflorestamento.

O crescimento em didmetro observado sob condigdes de maior
luminosidade (figura 7) se constitui entdo, em uma forma de adaptacdo ambiental
ocorrente principalmente devido a atividade cambial, estimulada pelos carboidratos
produzidos pela fotossintese, e em decorréncia da maior taxa de assimilacio liquida de
CO. observada no ambiente a pleno sol. Relacionando-se também a isso, a necessidade
de um sistema vascular eficiente frente as condi¢des de maior intensidade luminosa
associadas a um fluxo transpiratdrio intenso.

O aumento da AFE nos maiores niveis de sombreamento ¢ uma das
maneiras da planta aumentar sua superficie fotossintetizante, assegurando maior
aproveitamento de baixas intensidades luminosas fazendo com que as plantas aumentem
a propor¢do investida no crescimento em area foliar resultando em aumento na expansao
celular ao longo da lamina foliar.

A AFE aumentou significativamente em fun¢do do aumento dos niveis
de sombreamento (tabela 5), indicando que durante o desenvolvimento da planta o regime
de luz pode afetar a estrutura foliar e particdo de assimilados, sendo que as plantas
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cultivadas em baixa intensidade de luz muitas vezes tém folhas mais finas e maiores.
Geralmente, estas alteragdes tém por objetivo aumentar a captacdo da luz incidente,
aumentando a efici€éncia fotossintética da planta, sendo considerado um fator importante
na maximizagdo do ganho de carbono por unidade de massa foliar, em condi¢des de baixa
luminosidade. Por outro lado, a reducdo da drea foliar em plantas sob sol pleno (figura
20B) pode ser considerada uma importante defesa contra a perda excessiva de dgua e
danos no aparato fotoquimico, que poderia ser benéfica, uma vez que menos material
vegetal é exposto a eventuais danos por excesso de luz (FELSEMBURGH et al. 2016;
LIMA et al., 2016; BARTIERES et al., 2020).

A TAL expressa o balanco entre o material produzido pela fotossintese
e aquele perdido através da respiracio, podendo ser influenciado pelos fatores ambientais,
principalmente da radiag¢do solar sendo o acimulo de matéria seca por unidade de area
foliar. O sombreamento proporcionou reducdo dos valores da TAL para todas as espécies
(tabela 5); a TAL reflete a eficiéncia fotossintética liquida das plantas e estd diretamente
ligada com a producdo da matéria seca produzida por unidade de drea foliar por unidade
de tempo, todavia, quanto maior a taxa assimilatdria liquida maior é o crescimento da
planta (FALQUETO et al., 2009). Segundo Oliveira et al. (2011) a queda nos valores de
TAL pode estar ligada na reducdo acentuada do incremento fotossintético liquido e
aumento na respiragdo celular, em virtude da reducdo da atividade fotossintética que
possibilita no maior gasto de energia para a manuteng¢ao do metabolismo celular da planta.

A taxa de crescimento relativo (TCR) foi superior para as plantas que
se desenvolveram sob sol pleno (tabela 5), seguindo 0 mesmo comportamento da TAL
indicando uma potencial aclimatagdo para esse regime de luminosidade sobre as plantas.
A TCR expressa o incremento na massa de matéria seca, por unidade de peso inicial, em
um intervalo de tempo (g g-1dia-1); segundo Lima et al. (2007) a andlise de crescimento
estabelece que a taxa de crescimento de uma planta ou de qualquer 6rgio dela é uma
funcdo do tamanho inicial, isso indica que esta medida pode ser mais precisa, uma vez
que considera o material alocado sobre o material ja existente, de forma que fica
proporcional ao tamanho da planta e da sua capacidade fotossintética. Conforme Sabino
et al. (2020), as condicdes de pleno sol, proporcionaram as melhores respostas de
crescimento em todas as varidveis para Handroanthus serratifolius e H. ochraceus,
quando comparado para ambientes sombreados, gerando mudas de melhor qualidade
nesse ambiente.

Emrelacao a taxa de crescimento relativo daraiz (tabela 5), percebemos
que houve investimento de fotoassimilados na formacao da raiz tuberosa (xilopddio) de
A. cearensis para o ambiente sob sol pleno, o que indica que este é um 6rgao essencial ao
armazenamento de nutrientes e 4gua para as plantas durante o periodo de escassez de dgua
no solo, no qual ocorre perda das folhas, sendo esta uma estratégia de suma importancia
para a selecao natural, principalmente quando as espécies estdo inseridas em ambientes
de intensa estacionalidade climatica (OLIVEIRA et al., 2019), como a A. cearensis, de
ocorréncia na caatinga, fato também observado por Ramos et al. (2004), no qual relata
que o sombreamento afetou a acumulacdo de biomassa pelas plantas de A. cearensis de
modo que a biomassa total foi maior a pleno sol.
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O ponto de compensa¢do luminoso € o nivel minimo de intensidade de
luz que uma planta precisa para realizar a fotossintese e, a0 mesmo tempo, manter seu
consumo de oxigénio e produ¢do de diéxido de carbono em equilibrio. Abaixo desse
ponto, a planta ndo é capaz de gerar energia suficiente através da fotossintese para
compensar a energia consumida durante a respiracdo. Em outras palavras, a fotossintese
ndo ¢é suficiente para sustentar as necessidades metabdlicas da planta, sendo este mais
baixo em plantas adaptadas a condicdes de sombreamento e mais alto em plantas que
crescem sob alta intensidade de luz.

Ja o ponto de saturacdo luminosa € o nivel mdximo de intensidade de
luz a partir do qual a planta ndo consegue mais aumentar sua taxa de fotossintese, mesmo
que a intensidade luminosa continue aumentando. Neste ponto, a planta atingiu sua
capacidade maxima de absorcdo de luz e utilizacdo eficiente dessa luz na fotossintese e
qualquer luz adicional nao resultard em um aumento significativo na taxa de producgado de
carboidratos pela planta, sendo este mais alto em plantas que crescem sob pleno sol, onde
a intensidade luminosa € alta, e mais baixo em plantas que crescem em condig¢des
sombreadas. Em outras palavras, a quantidade de radiac¢do incidente nas folhas na qual
nao ha mais resposta fotossintética € chamada de ponto de saturagdo luminoso, no qual a
fotossintese liquida estabiliza, assim, apenas parte da radiacdo incidente nas folhas &
absorvida pelas moléculas de clorofila e aproveitada efetivamente na fotossintese e a
energia excedente da radiacdo absorvida por uma molécula de clorofila é dissipada na
forma de calor ou refletida na forma radiacdo com diferentes comprimentos de onda
(TAIZ et al., 2017; LARCHER, 2006).

Os resultados das curvas de resposta a luz das trés espécies florestais
foram discrepantes entre os regimes de luminosidade (figura 2). As plantas sob
sombreamento intenso tiveram valores de satura¢cdo muito inferiores em relagdo aos
demais tratamentos, no entanto, os valores dos parametros fotossintéticos avaliados estao
de acordo com o que se espera de espécies de sol quando sdo sombreadas: baixa A, baixos
pontos de compensacao e de saturacdo de luz e baixa respirag¢do foliar. Estas alteracdes
propiciam que as plantas realizem fotossintese sob menor disponibilidade de luz.
Contudo, elas implicam também que as plantas assimilem uma quantidade menor de
carbono, sendo, possivelmente, incapazes de assimilar o que seria necessdrio para sua
sobrevivéncia em longo prazo em ambiente intensamente sombreado (MARRONI, 2019).

Analisando as espécies estudadas, as trés foram capazes de atingir seus
pontos de compensacdo sob sombreamento, apresentando assim potencial de se aclimatar
a esta condi¢d@o, porém, isso por si ndo deve garantir sua sobrevivéncia em longo prazo
em ambientes muito sombreados, pois tendo menor capacidade fotossintética (figura 2),
essas espécies poderiam ter de usar suas reservas para compensar o menor ganho de
carbono (figura 5) e também para rebrotar. Essa demanda por carbono poderia levar ao
exaurimento das reservas, o que levaria as plantas a morrerem sob sombreamento intenso
(figura 8), algo como adensamento vegetacional em ambiente natural (MARRONI,
2019).

Verificamos ainda que para todas as espécies florestais a produtividade
quantica aparente da assimilacio de COz (PQA) diminuiu com a elevagdo do
sombreamento para as espécies H. courbaril e H. stigonocarpa, ja para A. cearensis, O
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maior valor para esta varidvel manteve-se no sombreamento moderado, acompanhando o
decréscimo na assimilagdo de CO: (tabela 3). A PQA é um parametro que mede a
eficiéncia com que as plantas convertem a energia luminosa em diéxido de carbono em
energia quimica na forma de carboidratos durante o processo de fotossintese,
frequentemente usada para avaliar o desempenho fotossintético das plantas. A PQA
assimilada pelas plantas e a quantidade de luz absorvida durante a fotossintese, em outras
palavras, ela expressa a efici€ncia com que as plantas usam a luz disponivel para produzir
carboidratos. A PQA é um parametro importante para compreender o desempenho
fotossintético das plantas em diferentes condi¢des ambientais, especialmente em relacao
a intensidade luminosa e também disponibilidade de dgua, nutrientes, temperatura e a
concentragdo de CO2 na atmosfera.

A Eficiéncia Quantica Aparente da Assimilacdo de CO, (EQA) é um
termo que descreve a eficiéncia com que as plantas utilizam a luz para realizar a
fotossintese, convertendo didxido de carbono em compostos orgéanicos, sendo uma
medida da eficdcia da fotossintese em relacio a intensidade de luz. E expressa como a
quantidade de di6xido de carbono assimilado pelas plantas em relacdo a quantidade de
luz absorvida, ou seja, ela quantifica a taxa de producdo de carbono em relacdo a
quantidade de luz que uma planta absorve durante a fotossintese.

A EQA varia dependendo da intensidade da luz e da qualidade espectral
da luz, ou seja, quais comprimentos de onda de luz estao disponiveis para a planta. Em
condicdes ideais, a EQA ¢é mais alta em intensidades luminosas moderadas, onde as
plantas podem usar eficazmente a luz para a fotossintese, em intensidades muito baixas
ou muito altas de luz, a eficiéncia diminui, uma vez que a fotossintese se torna limitada
por outros fatores, como a disponibilidade de CO» ou a capacidade da planta de lidar com
o excesso de energia luminosa, mas neste estudo verificamos que a EQA decresceu com
o aumento da luminosidade (tabela 3).

Verificamos ainda que a relagdo da fotorrespiracio com o
sombreamento estd relacionada ao fato de que a fotorrespiracdo aumentou em condigdes
de alta luminosidade (tabela 3). Assim, quando as plantas estdo expostas a altas
intensidades de luz, a fotossintese € altamente eficiente e as plantas assimilam CO; para
a producdo de carboidratos. No entanto, sob essas condi¢cOes, a taxa de fotossintese € tao
alta que a concentragdo de O no interior das células aumenta, e isso favorece a ocorréncia
da fotorrespiracdo. Em contrapartida, em condi¢des de sombreamento, onde a intensidade
da luz € significativamente reduzida, a fotossintese € menos eficiente, e a fotorrespiracao
torna-se menos proeminente. Isso ocorre porque, em condi¢Oes de baixa luminosidade,
as plantas tém menos energia luminosa para a fotossintese e, portanto, a concentracdo de
Oz nas células € mais baixa, o que inibe a fotorrespiragdo. Tal comportamento ocorreu
para as trés espécies florestais.

Embora a luz seja um recurso-chave limitante a fotossintese, tanto a
baixa como a alta disponibilidade de radiacdo fotossinteticamente ativa podem limitar o
desempenho fotossintético da planta e em condi¢cdes em que a planta € submetida a alta
radiacdo solar, pode ocorrer exacerbacdo da fotoinibicdo e de fotodanos ao aparelho
fotossintético, caso ndo haja o desenvolvimento de mecanismos fotoprotetores; € isso
pode levar a estresses, conquanto um excesso de energia de excitagdo no aparelho
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fotoquimico pode acarretar estresse oxidativo severo, refletindo em diminuicdo do
crescimento vegetativo e menores taxas fotossintéticas. Esse excesso de energia pode ser
dissipado por meio do ciclo das xantofilas ou pela manutencdo do fluxo de elétrons
envolvendo vias alternativas, como a fotorrespiracdo, de modo a reduzir a pressao
oxidativa e proteger a maquinaria fotossintética (SOUZA et al., 2022), tal como
observamos para todas as espécies florestais.

A aclimatac@o de plantas a diferentes regimes de luz desempenha um
papel critico em sua ecologia, fisiologia e sobrevivéncia. As plantas tém a notdvel
capacidade de ajustar sua estrutura e funcdo em resposta a disponibilidade de luz,
otimizando a captura de energia solar para a fotossintese e minimizando o estresse
causado pela radiacdo excessiva. Essa capacidade de aclimatacdo € essencial para a
exploracdo bem-sucedida de uma variedade de habitats ecolégicos e para a colonizacdo
de dreas recém-expostas a luz, como clareiras na floresta.

No entanto, em ambientes de baixa luminosidade, onde a capacidade
fotossintética pode ser limitada, as plantas que ndo conseguem ajustar efetivamente sua
fisiologia e morfologia podem sofrer uma série de consequéncias negativas, como
crescimento deficiente, alocacdo ineficiente de recursos e mortalidade. Da mesma forma,
em ambientes de alta luminosidade, onde hd um risco de dano causado pelo excesso de
radiacdo, a aclimatacdo € vital para a protecdo contra a fotoinibicdo e a maximizacdo da
fotossintese. Assim percebemos que o sombreamento intenso foi prejudicial para as
espécies florestais analisadas, agregando um menor percentual de sobrevivéncia de
plantas (figura 8). Marroni et al. (2019) observaram que 43% das plantas de Hyptis
campestris, Cissampelos ovalifolia e Lepidaploa chamissonis morreram sob o efeito do
sombreamento, o que sugere que essas espécies seriam capazes de aclimatar suas folhas
por um periodo de tempo, porém ndo conseguiriam lidar com a baixa disponibilidade de
recurso luminoso em longo prazo. Fato também observado por Queiroz et al. (2015), no
qual relatam mortalidade de plantas de 42,5% de Platypodium elegans, o que sugere
intolerancia das plantas ao sombreamento.

O indice de qualidade de Dickson alcancou valores superiores para o
ambiente sob sol pleno para as trés espécies florestais (tabela 3), atingindo os resultados
de 0,6 para H. stigonocarpa, 0,68 para A. cearensis € um valor elevado de 0,97 para H.
courbaril. Isso se deve ao fato dos maiores valores nas relagcdes Alt/Diam serem
observados nos tratamentos com maior sombreamento € a MSPA/MSR e MST serem
maiores para o tratamento sob sol pleno (tabela 2).

Embora o IQD seja um bom indice que avalia simultaneamente a
robustez e a distribuicdo de biomassa nas mudas, o emprego deste deve ser relativizado
com demais aspectos de qualidade das mudas, como o padrdo de altura e didmetro mais
vidveis para o plantio em campo (ALMEIDA et al., 2023).

Resultados semelhantes foram apontados por Viana et al. (2022) para
Copernicia alba, para Guazuma ulmifolia e Hymenaea courbaril segundo Almeida et al.
(2023) e para Cojoba arborea segundo Carvalho et al. (2021).

O indice de qualidade de Dickson é um bom indicador da qualidade das
mudas, pois seu cdlculo considera a robustez e o equilibrio da distribui¢do da biomassa
na muda, considerando os resultados de diversos parametros importantes utilizados para
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avaliar a qualidade das mudas (ALMEIDA et al., 2023). Souza e Peres (2016) afirmam
que, quanto maior o valor do indice de qualidade de Dickson, melhor é a qualidade da
muda produzida.

A andlise do IP mostrou que a intensidade luminosa influenciou
modificagcdes das caracteristicas fisiolégicas, morfolégicas e anatomicas para as espécies
florestais do presente estudo. Sendo assim, a luminosidade desempenha um papel
fundamental na regulacdo do indice de plasticidade em plantas, pela capacidade que as
plantas tém de ajustar seu crescimento e desenvolvimento em resposta as condi¢des
luminosas para otimizar a captacdo de luz, a realizacdo da fotossintese e, assim,
maximizar sua aclimatacdo ao ambiente circundante. Essa plasticidade € uma estratégia
que permite que as plantas prosperem em uma variedade de ambientes. Tal como visto
na tabela 6, os parametros morfolégicos sdo mais plasticos que os parametros fisiolégicos.
H4 de se considerar que mesmo que espécie H. stigonocarpa tenha apresentado maior
valor geral para o indice de plasticidade, a espécie apresentou o maior percentual de
mortalidade no sombreamento intenso.

5. Conclusao

As estruturas de cobertura proporcionaram diferentes condigdes de
sombreamento e microclimas e consequentemente afetando o crescimento, formacao de
biomassa e as varidveis fisiologicas de todas as espécies florestais durante seu
desenvolvimento inicial em viveiro.

As espécies Hymenaea courbaril, H. stigonocarpa e Amburana
cearensis possuem plasticidade fenotipica, permitindo a aclimatacdo dessas espécies a
diferentes intensidades luminosas, sobretudo ao sol pleno e condi¢gdes moderadas de
sombreamento, tornando assim essas espécies recomendadas para projetos de
reflorestamento, recuperacdo de dreas degradadas e enriquecimento florestal.

No entanto, quando as mudas das trés espécies florestais foram
submetidas ao sombreamento intenso, foram observadas respostas nao satisfatorias,
sobretudo em relagdo ao crescimento e taxas fotossintéticas, muito embora, mesmo diante
da existéncia de mecanismos de adaptacdo a sombra, foi evidenciado que as condi¢des de
maior sombreamento ndo foram as mais adequadas ao melhor desempenho das espécies.

O indice de qualidade de Dickson demonstrou que as mudas das trés
espécies florestais apresentam melhor qualidade e maiores condicdes de estabelecimento
em campo quando produzidas em condi¢cdes de sol pleno pelo fato de mostrarem
habilidade para conciliar o crescimento e o investimento em atributos adaptativos sob
condicdes de alta radiagao.

O indice de plasticidade demonstrou que a espécie Hymenaea
stigonocarpa foi a mais plastica quando comparada com Hymenaea courbaril e
Amburana cearensis, embora tenham apresentado plasticidade semelhante. Observamos
o tempo de inicio da mortalidade das plantas sob o efeito de cada sombreamento. O
sombreamento intenso favoreceu a mortalidade inicial das plantas de H. courbaril aos 60
dias, a partir do 16° dia para H. stigonocarpa e a partir do 37° dia para A. cearensis.
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Capitulo 2

EFEITO DO DOADOR DE OXIDO NITRICO LIVRE E NANOENCAPSULADO NA
RESPOSTA DE PLANTAS ARBOREAS EM SEU PROCESSO DE RUSTIFICACAO

Resumo: O 6xido nitrico (NO) desempenha papel crucial como molécula sinalizadora
em diversos processos biolégicos das plantas, atuando na resposta delas a diferentes tipos
de estresses ambientais. Embora a aplicacdao exdgena de doadores de NO traga beneficios
para as plantas, a sua relativa instabilidade torna desafiador o seu uso em contextos
agricolas e ambientais. A técnica de nanoencapsulacdo dos doadores de NO, que protege
essas substancias da rdpida degradacdo, surge como uma abordagem promissora para
expandir e viabilizar a aplicacdo externa de 6xido nitrico em programas ambientais de
recomposicdo. Diante disso, este trabalho teve como objetivo verificar o efeito da
utilizacdo de doador de NO, na forma livre e encapsulada em nanocdpsulas poliméricas
de quitosana, na aclimatacdo de mudas de trés espécies arbdreas nativas brasileiras,
sendo: jatoba-da-mata (Hymenaea courbaril), amburana (Amburana cearensis) e jatoba-
do-cerrado (Hymenaea stigonocarpa). As mudas foram cultivadas durante 3 meses sob
sombreamento moderado em um viveiro florestal e translocadas para o setor de
rustificacdo, permanecendo por 3 meses, onde foram realizados os tratamentos:
nanoparticulas de quitosana contendo o S-nitrosoglutationa (NP-CS-GSNO) nas
concentragdes de 0,025; 0,5; 0,1 e 0,2 mM, S-nitrosoglutationa livre nas concentracdes
de 0,1 e 0,2 mM, além do Controle (sem adi¢ao do doador de NO). Para H. stigonocarpa,
os tratamentos com GSNO livre ou nanoencapsulado ndo diferiram entre si, diferindo
apenas do tratamento testemunha ao analisar as varidveis fisioldgicas e de crescimento.
H. courbaril teve comportamento semelhante em relacdo as varidveis de crescimento,
porém em andlise das variaveis fisioldgicas, somente os tratamentos NP-CS-GSNO 0,1 e
0,2 mM diferiram dos demais tratamentos. A. cearensis manteve comportamento
semelhante aos jatobds, tendo praticamente diferenca apenas no tratamento testemunha
em relacdo aos demais. Para as varidveis fisioldgicas a concentracdo de 0,2 mM de NP-
CS-GSNO apresentou melhor desempenho para condutiancia estomdtica e para a
fotossintese, por outro lado, os tratamentos com GSNO diferiram apenas da testemunha.
Esses resultados indicam que a GSNO, doador de NO utilizado na forma livre e
nanoencapsulada, apresenta efeitos fisiologicos benéficos quando disponibilizado para
espécies florestais nativas, como H. stigonocarpa, H. courbaril e A. cearensis,
desencadeando atividades de protecdo e incremento no que tange a fotossintese,
condutancia estomdtica e forma¢ao de biomassa.

Palavras-chave: Hymenaea stigonocarpa, Hymenaea courbaril, Amburana cearensis,
aclimatac¢do, nanotecnologia.

1. Introducao

No contexto contemporaneo, a preservacdo da biodiversidade e a
mitigacdo dos impactos antrépicos sobre os ecossistemas se erguem como imperativos
cientificos e ambientais. O processo de degradacdo de areas ecologicamente sensiveis, o
incremento do desflorestamento e as mudancas climdticas t€ém agucado a urgéncia de
empreender acdes enérgicas para aplacar os danos perpetrados e estabelecer um equilibrio

ecologico sustentdvel. A pecudria expansiva, a agricultura intensiva € a exploracdo
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desmesurada dos recursos naturais tém desencadeado a deterioracdo de ecossistemas
outrora enriquecidos em biodiversidade e servigos ecossistémicos.

Os danos ambientais no Brasil sao sentidos em todos os biomas,
sobretudo no Bioma Amazonico, cujo intenso desmatamento apoiado por politicas
fracassadas causou significativos danos a Floresta Amazonica, simplesmente pelo papel
da gestdo politica de 2019-2022 se solidarizar com madeireiros, mineiros e fazendeiros
que promoveram o desmatamento, e agora secas, incéndios florestais e outras mudancgas
induzidas pelo homem que estdo agravando os danos das motosserras (THE
ECONOMIST, 2019). No entanto, as ado¢Oes de politicas inapropriadas ndo sao
exclusividade das gestdes politicas recentes, visto que sé nos ultimos 50 anos, o Brasil
perdeu 17% da extensao original da floresta amazonica, mais do que a drea da Francga,
para a construcao de estradas e barragens, extracao de madeira, mineracdo, plantio de soja
e pecudria (THE ECONOMIST, 2019).

O desmatamento desenfreado configura-se como uma das primordiais
contribuicdes do Brasil aos efeitos das mudancas climdticas (HUGUENIN;
MEIRELLES, 2022). Nossos biomas sdo suprimidos para ceder espago a atividades
econdmicas desprovidas de ponderacdo em relacdo as ramificacdes de longo prazo. A
area desmatada no Brasil cresceu 22,3% em 2022 segundo o mais recente Relatério Anual
de Desmatamento (RAD, 2023), do total desmatado em 2022, 58% ocorreu no bioma
Amazdnia, representando uma drea de 1.192.635 ha desmatados e 62,1% do total de
eventos de desmatamento em todo o Brasil. O bioma Cerrado aparece em seguida com
659.670 mil ha desmatados (32,1% da area e 8,3% dos alertas). A Caatinga ficou com
6,8% da area desmatada, totalizando 140.637 ha e 18,4% dos alertas. O Pantanal teve
31.211 ha desmatados (1,5% da é&rea), seguido da Mata Atlantica com 30.012 ha
desmatados (1,5% da area) e o Pampa com 3.087 ha (0,2%).

Nesse cendrio, a produgdo meticulosa e numerosa de mudas arboreas se
consolida como uma estratégia estrutural para reverter tal panorama preocupante. A
introducao criteriosa de mudas arboreas em sitios reconhecidamente degradados ostenta-
se como passo-chave na restauracdo dessas dreas. As drvores ndo s concorrem para a
estabilizacdo do solo e a contencdo da erosdo, mas também fomentam a reabilitacdo da
flora e fauna endémicas, engendrando microambientes propicios a regeneracgao.

A geracdo sistemdtica de mudas arbdreas, mediante alicerces
cientificos, perfaz uma abordagem multifacetada e indelével para a regeneracdo de

ecossistemas degradados, contencdo do desmatamento exacerbado e enfrentamento das
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contingéncias decorrentes do aquecimento global. Para tanto iniciativas que visam
implantacdo de corredores ecoldgicos, projetos agroflorestais, enriquecimento florestal e
o cumprimento legal de recomposicdo de dreas de preservacdo permanente sao
necessdrias para gerir projetos e selecionar dreas prioritdrias para a conservacao ambiental
(GUARIZ; GUARIZ, 2020).

Estudos focados na andlise da resposta de mudas de arvores a fatores
abidticos de estresse, bem como na avaliacdo de estratégias utilizadas para melhorar sua
tolerancia ao estresse, sdo, portanto, essenciais para ajudar a aumentar o sucesso da
restauracdo e ou recuperagao florestal.

Estudos tém demonstrado o papel do 6xido nitrico (NO) como
molécula sinalizadora na inducdo da tolerdncia das plantas a seca, visto que, seu pequeno
tamanho, propriedades redox e cardter hidrofébico permitem sua participacao efetiva na
regulacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas, bem como nas respostas ao
estresse (KOLBERT et al., 2021).

O NO oferece diversos beneficios as plantas, tais como elencados por
Carmo et al. (2021): proteger as plantas do estresse oxidativo devido a indugdo de
enzimas antioxidantes, como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX); regular a fisiologia estomdtica, aumentar a eficiéncia fotossintética;
promover o acimulo de osmélitos (como prolina e glicina betaina) e melhorar o estado
da dgua em plantas submetidas a condigdes de seca e controlar o crescimento e o
desenvolvimento das raizes.

No entanto, os doadores de NO sdo suscetiveis a fatores ambientais,
como temperatura, luz e pH, que levam a liberacdo rdpida e excessiva de NO e a perda de
seus efeitos benéficos (SILVEIRA et al., 2021). Para tanto a nanotecnologia traz novas
aplicacdes agricolas que tém se concentrado na pesquisa para a ativacao do metabolismo
secundario nas plantas e uso de nanoparticulas como defesa as duras condicdes
ambientais, adequadas para melhorar as caracteristicas das plantas e sua implementacao
nas prdticas silviculturais (BECERRA et al., 2022).

Para isso, os progressos da nanotecnologia nos setores agricola e
ambiental desbravaram oportunidades para o progresso de particulas transportadoras de
doadores de oOxido nitrico, tal como o GSNO, por exemplo. Isso viabilizou novas
abordagens, mais seguras e especificas, a fim de intensificar o desenvolvimento das
plantas. A utilizagdo de nanoparticulas (NP) como carregadores € relevante, visto que as

dimensdes na escala nanométrica conferem a essas particulas uma drea de superficie
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maior para interagdo e facilitam a transposi¢do de membranas. Isso € complementado pelo
controle da liberacdio de 6xido nitrico e pela salvaguarda contra mecanismos de
deterioracao (LOWRY et al., 2019).

Para Fincheira et al. (2021), grande énfase tem sido dada aos
nanomateriais (NMs) devido a sua eficiéncia na modulacdo do crescimento das plantas
sendo uma ferramenta eficiente devido as suas propriedades quimicas, térmicas e fisicas
(composicao da superficie, densidade dos locais e reatividade), que desencadeiam uma
melhor resposta das plantas. Essas particulas constituem uma tecnologia inteligente
focada em melhorar a eficiéncia do uso de GSNO e a liberagcdo controlada, minimizando
perdas no ecossistema. A aplicacio de NMs em plantas pode melhorar a entrega
especifica do alvo e a liberacdo controlada no tempo para modular suas respostas
fisiol6gicas e metabdlicas. Além disso, os NMs sdo caracterizados por sua formulacio de
baixo custo, biodegradabilidade, baixa toxicidade e maior atividade, permitindo producao
em larga escala para aplicacdo na agricultura.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do tratamento
com nanoparticulas de quitosana contendo o S-nitrosoglutationa (NP-CS-GSNO) e S-
nitrosoglutationa livre (GSNO livre) nas respostas morfofisioldgicas de mudas de jatoba-
da-mata (Hymenaea courbaril), amburana (Amburana cearensis) e jatoba-do-cerrado
(Hymenaea stigonocarpa), em comparagdo com o tratamento controle em mudas sob

rustificacdo em viveiro florestal.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 PREPARACAO DAS MUDAS ARBOREAS

Os frutos de H. courbaril foram colhidos em arvores matrizes de 10-12
m de altura localizadas no municipio de Primeiro de Maio/PR (22°53°14°’S,
50°56°42°°W). J4 os frutos de H. stigonocarpa e A. cearensis foram colhidos na regido de
Guanambi/BA (14°13°01"" S, 42°46°40> W). A coleta das sementes foi realizada com
catacdo no chao e retirada na copa das drvores com uso de poddo. Em seguida, todos os
frutos foram beneficiados e as sementes retiradas. As espécies H. courbaril e H.
stigonocarpa possuem fruto indeiscente, com sementes inseridas em um arilo farinéceo,
fazendo-se necessdrio o uso de martelos para abrir os frutos e separar as sementes do
arilo. A amburana possui fruto seco deiscente com sementes aladas, sendo necessério

retirar as alas para o plantio.
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Todas as mudas foram produzidas no viveiro florestal do Laboratério
de Biodiversidade e Restauracao de Ecossistemas — LABRE, pertencente a Universidade
Estadual de Londrina — UEL, seguindo toda a rotina de produc¢do de mudas em viveiro,
conforme recomendacgdes de Oliveira et al. 2016. A semeadura ocorreu de forma indireta,
em caixas de 1,00 X 1,00 X 0,60 m, com utilizacdo de areia como unico substrato. A
repicagem ocorreu apds a formagdo das plantulas, descartando aquelas com possiveis
defeitos ou ma-formacdo. As plantulas foram transferidas para tubetes de polipropileno
de 280 cm3 com substrato comercial (Ouro Negro®).

As mudas permaneceram num viveiro florestal, sob sombreamento de
50% com tela tipo sombrite, com regime de irrigacao automatico, trés vezes por dia por
30 minutos, até atingirem as condicdes desejiveis de desenvolvimento, algo que perdurou
por um tempo médio de trés meses, atingindo altura média de 15 cm para jatoba-da-mata
e 10 cm para jatobd do cerrado e amburana. Apds esse periodo as plantas foram
transferidas para o setor de rustificacdo do viveiro, mantendo-se sob sol pleno por trés
meses. O tempo total de permanéncia em viveiro foi em torno de 6 meses, tempo
necessario para as mudas atingirem altura entre 20 e 30 cm, tamanho ideal para serem

transferidas para o campo.

2.2 PREPARACAO DAS NANOCAPSULAS (NPS) E DOS TRATAMENTOS

A GSNO livre e as suspensdes de NPs de quitosana contendo a S-
nitrosoglutationa (GSNO) como molécula doadora de NO foram disponibilizadas pela
Prof®. Dr®. Amedea Barozzi Seabra da Universidade Federal do ABC. A GSNO foi
sintetizada e caracterizada segundo a metodologia de Silveira et al. (2016). Glutationa
reduzida (GSH) foi dissolvida em 4cido cloridrico (1 mol L") a 1,2 mol L' . Uma
quantidade equimolar de nitrito de s6dio (NaNO2) foi adicionado a solu¢do de GSH a fim
de nitrosar GSH, em banho de gelo por 30 minutos e agitacio magnética. Posteriormente
realizou-se a adi¢cao de acetona e esta solucdo filtrada e lavada varias vezes com 4gua fria
obtendo o GSNO precipitado. O sélido obtido foi liofilizado durante 24 horas e
armazenado a -20°C.

Para a obtencdo de NPs, as mesmas foram preparadas usando o método
de gelificacdo 16nica (MARCATO et al., 2013; PELEGRINO et al, 2017).
Resumidamente, a quitosana (CS) foi dissolvida em 4cido acético (1%) e 26 mmol L' de

GSH foram adicionados a solug¢do. Apos 90 minutos de agitagdo magnética a temperatura
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ambiente (25+2°C), uma solugio de tripolifosfato de sédio (TPP) a 0,6 mg mL ! foi
adicionada gota a gota a a solu¢do CS/GSH. A mistura final foi magneticamente agitada
por pelo menos 90 minutos e obtendo concentragio final de GSH igual a 20 mmol L.

Para obter NPs de quitosana contendo GSNO, uma quantidade
equimolar de nitrito de s6dio (NaNO») foi adicionada a suspensdao de NP-CS/TPP-GSH,
seguido por manutencdo por 60 minutos no escuro. A concentracdo final de NP-CS/TPP-
GSNO foi de 20 mM. As formulacdes foram caracterizadas por tamanho, dispersdao
dindmica de luz, andlises de rastreamento de NPs, potencial zeta, eficiéncia de
encapsulamento, indice de polidispersividade (PDI) e pH.

Todas as formulagdes foram diluidas em 4gua destilada para obter as
concentragdes desejdveis. As concentragdes as quais as plantas foram submetidas foram
de 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2 mM com NP-CS-GSNO; 0,1 e 0,2 mM na condi¢do de doador
livre de GSNO e o préprio tratamento controle (0 mM).

Anteriormente a disponibilizacdo das formulagdes para as plantas,
todas as mudas foram elevadas a capacidade de campo, recebendo 30 mL de formulagdo
aplicada diretamente no substrato das plantas. Esse procedimento ocorreu por trés vezes,
em dias intercalados. Somente apds o ultimo fornecimento das solug¢des, as mudas foram

trasladadas para o ambiente sob pleno sol.

2.3 PARAMETROS FISIOLOGICOS AVALIADOS

Os parametros de troca gasosa foliar foram medidos de forma quinzenal
apds o fornecimento das solugdes. A folha mais jovem totalmente expandida de cada
muda foi utilizada para andlises fisiologicas. As medicdes foram realizadas em dias
ensolarados entre 7h e 10h. A fotossintese liquida (A), a condutincia estomatica (gs)
foram determinadas com base no analisador de gases infravermelho portatil modelo
LICOR 6400 XT (Biosciences, Lincoln NE, EUA), que foi conectada a uma camara de
6¢cm? sob radiagio fotossinteticamente ativa saturada (1500 pmol m2s™) .

A medida da fluorescéncia da clorofila a foi realizada no terco médio
da primeira folha totalmente expandida, na face abaxial, evitando-se a nervura central, no
periodo matutino (entre 7-10 h), com um fluor6metro 0S1p (Opti Sciences), que permitiu
verificar a eficiéncia maxima do fotossistema II (razdo Fv/Fm) e a existéncia de
fotoinibicdo em folhas intactas (SHIMIZU et al., 2006). Durante 15 minutos, as folhas

foram mantidas no escuro com clipes especificos para medida da fluorescéncia inicial
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(FO). Em seguida, a fluorescéncia maxima (Fm) foi analisada apds pulso de irradiancia
saturante e a fluorescéncia variavel (Fv) (Fv = Fm - FO).

As medicdes da condutancia estomdtica foram realizadas no terco
médio da primeira folha totalmente expandida, na face abaxial, no periodo matutino (entre

7-10 h), com auxilio de um pordémetro SC-1 (METER Group).

2.4 PARAMETROS DE CRESCIMENTO

Ao final do experimento, foram analisadas varidveis morfolégicas de
todas as mudas. O didmetro do caule foi medido no coleto de todas as plantas, para o qual
utilizamos um paquimetro digital. A altura e o comprimento da raiz foram medidos com
o auxilio de régua milimetrada e a 4rea foliar total (AF), com um integrador de area foliar
portatil modelo LI-3000CAP (LiCor Inc., Lincoln, NE, EUA). Para a determinacdo das
massas secas foliar (MSF), caulinar (MSC) e radicial (MSR), os diferentes 6rgaos das
mudas foram separados e acondicionados em sacos de papel, secos em estufa a 60°C por

72h.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento foi o inteiramente casualizado, com 7 tratamentos
(GSNO nas dosagens de 0,025; 0,5; 0,1; 0,2 no formato nanoencapsulado; 0,1 e 0,2 mM
no formato livre e o tratamento controle) e 6 repeticdes. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e se significativo, as médias foram analisadas pelo teste de médias de
Scott-Knott a 5% de significancia (p<0,05).

As pressuposicdes de normalidade dos erros e homogeneidade das
variancias foram testadas por Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Todas as andlises
foram realizadas com o auxilio do Software R, usando os pacotes AgroR (SHIMIZU et

al.,2022) e AgroReg (SHIMIZU et al., 2021).

3. RESULTADOS

ApOs a aplicacdo das distintas formulacdes, foi observado que para a
espécie H. stigonocarpa que os parametros de crescimento vegetativo ndo diferiram entre
si para as formulagdes nanoencapsuladas € GSNO livre, apenas o tratamento controle
apresentou os menores valores diferindo dos demais tratamentos (tabela 1A). Mesmo ndo
diferindo das demais soluc¢des, os maiores resultados foram registrados para a dosagem

de 0,2 mM.
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A aplicacdo das NP-CS-GSNO 0,2 mM promoveu o aumento dos
parametros morfolégicos em relacdo ao controle, incluindo a 4rea foliar, com um aumento
de 190,85%; o comprimento de parte aérea (29,12%); didmetro do caule (31,18%); massa
seca do caule (44,04%); massa seca de raiz (80,12%) massa seca de folhas (163,15%),
massa seca total (57,2%) e tamanho de raiz (36,05%).

Para H. courbaril, o comportamento foi semelhante a H. stigonocarpa,
ndo mostrando diferenca entre os diferentes tratamentos fornecedores de GSNO livre ou
nanoencapsulado e tendo o controle como tratamento que gerou os menores valores
(Tabela 1B). Para essa espécie a dosagem de NP-CS-GSNO 0,1 mM obteve maior
destaque e foi responsdvel pelo maior incremento nas varidveis morfolégicas analisadas
em relacdo ao controle, estabelecendo um aumento de 80,35% na altura, 78,39% no
diametro, 20,37% no comprimento da raiz, 107,99% na area foliar, 129,14% na massa
seca de raiz, 129,69% na massa seca de caule, 25% na massa seca de folha e 94,77% na
massa seca total.

As plantas de A. cearensis tiveram menor incremento no tratamento
controle. As demais concentracdes ndo mostraram diferenca significativa, no entanto, tal
como ocorreu em H. stigonocarpa, a dosagem de 0,2 mM obteve maior destaque, tendo
um acréscimo considerdvel em relagc@o ao tratamento controle (tabela 1C), com acréscimo
de 54,99% em altura, 49,05% em diametro, 32,5% no tamanho de raiz, 149,65% na area
foliar, 102,92% na massa seca de raiz, 128,67% em massa seca de caule, 1035,43% em
massa seca de folha e 165,17% na massa seca total.

Dessa forma, observamos que as diferentes dosagens de GSNO livre ou
nanoencapsulado nio causaram efeitos negativos nos parametros morfologicos para as
espécies de H. courbaril, H. stigonocarpa e A. cearensis avaliados em relagdo ao controle,
ndo mostrando inibi¢do, toxicidade ou agravamento na mortalidade das plantas.

Em relacdo aos parametros fisiologicos, foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos para condutancia estomdtica (gs) para H.
stiogonocarpa, tal como visualizado na tabela 2A. Os tratamentos sob a dosagem de 0,1
GSNO livre, NP-CS-GSNO 0,1 mM e o tratamento controle nao diferiram entre si, porém
diferindo dos demais tratamentos.

Conforme figura 1, o tratamento controle mostrou elevagdo de seus
valores na conducdo inicial do experimento, porém seguiu-se uma queda constante nos
valores de gs, permanecendo entre as menores taxas entre todos os tratamentos. De forma

contraria a dosagem de 0,2 mM NP-CS-GSNO, que inicialmente configurava resultados
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insatisfatorios emrelacdo ao controle, obteve vertiginosa recuperagdo, agregando maiores
valores de condutancia ao final da experimentacao.

As demais dosagens de 0,025, 0,05 e 0,2 mM GSNO livre mostraram
comportamento semelhante, porém apenas o tratamento 0,2 mM GSNO livre apresentou
uma timida recuperagdo, os demais tratamentos ndo mantiveram valores expressivos para
gs, com posterior queda de seus valores no final da experimentacao.

Para os tratamentos com GSNO livre, apenas a dosagem de 0,2 mM
mostrou comportamento satisfatério, com pico de resposta na gs, favorecida pela rapida
liberacio de NO para as plantas, posterior queda e novamente com elevacdo dos
resultados de forma crescente até o termino da andlise. De forma contrastante, a dosagem
de 0,1, mesmo também conferindo disponibilidade de NO de forma rdpida, nao
demonstrou beneficios para as plantas no que refere aos valores de gs, possivelmente pela
concentragdo nao produzir efeito relevante. Ao final do experimento, o tratamento NP-
CS-GSNO 0,2 mM foi 74,74% superior ao tratamento controle.

Os tratamentos de H. courbaril diferiram entre si ao final da
experimentacdo, com valores superiores de gs para os tratamentos com GSNO
nanoencapsulado quando comparados com o tratamento controle e com os tratamentos
com GSNO livre (tabela 2B). Percebe-se que os tratamentos com a dosagem de 0,2 mM
para NP-CS-GSNO e GSNO livre mantiveram elevados os valores de gs no decorrer da
avaliagdo (figura 2), fato importante para o desenvolvimento inicial das mudas, visto que
mudas vigorosas e resistentes apresentam maiores chances de sobrevivéncia quando
transplantadas no campo.

Em termos comparativos dos resultados de gs do tratamento NP-CS-
GSNO 0,2 mM com o tratamento controle, houve maior discrepdncia entre os valores
observados, visto que na primeira avaliacdo, as plantas sob a dosagem de 0,2 mM
nanoencapsulado apresentaram um valor 61,6% superior e para a ultima avaliacdo esse
incremento elevou para 173,12%, diferindo também do tratamento sob 0,2 mM de GSNO
livre, com valor 98,12% superior.

As plantas de A. cearensis obtiveram maior destaque para gs com O
tratamento de NP-CS-GSNO 0,2 mM (tabela 2C), onde mantiveram valores elevados
durante a experimentacdo, acompanhando um declinio e aproximacgao de valores com os
demais tratamentos que também utilizaram GSNO nanoencapsulado em distintas
dosagens (figura 3). O valor de gs foi 165,45% superior ao valor atribuido para o

tratamento controle.
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Foi observado aumento na A para H. stigonocarpa em plantas tratadas
com GSNO livre e nanoencapsulado em relacio ao controle, mostrando diferenca
significativa entre os tratamentos, com registro de maiores valores para NP-CS-GSNO
0,2mM, sendo este 65,11% maior que o tratamento controle. Diferentemente, H.
courbaril nao apresentou diferenca significativa entre os tratamentos, ndo sendo
observado aumento na A das plantas tratadas com NP-CS-GSNO e GSNO livre em
relacdo ao Controle. Nao houve diferencga significativa entre os tratamentos com NP-CS-
GSNO e GSNO livre para A. cearensis, no entanto, estes tratamentos diferiram do
tratamento controle. Percebemos que o tratamento NP-CS-GSNO 0,2 mM alcangou uma
recuperacdo de seus valores nido ocorrendo decréscimo posterior tal como visualizado
para os demais tratamentos, permanecendo 170,61% maior que o tratamento controle.

Pela analise de fluorescéncia da clorofila a (tabela 2 A, B e C) as trés
espécies mantiveram o Fv/Fm alto, proximo de 0,8, durante o amanhecer, embora
percebemos que para a leitura final os valores nao diferiram estatisticamente ao nivel de

5% de probabilidade.
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Tabela 1- Desenvolvimento inicial de mudas de H. stigonocarpa (A), H. courbaril (B) e A. cearensis (C) sob sol pleno e com adi¢dao de formulagdes
distintas de GSNO, na forma livre e nanoencapsulada. Onde: Alt. PA: altura de parte aérea (cm), Diam: diametro (mm), C.raiz: Comprimento de
raiz (cm); AF: drea foliar (cm?), MSr: massa seca de raiz (g), MSc: massa seca de caule (g), MSf: massa seca foliar (g), MStot: massa seca total
(g), * S-nitrosoglutationa (GSNO) livre.

A Alt. PA Diam C. raiz AF' MSr! MSc! MSf! MStot "
0,025 20,033 a 4,792 a 15,25 a 63,627a 4982a 1,676 a 0,685 a 7,344 a
0,05 22,05a 549 a 15,75 a 91,467a 5994 a 1,788 a 1,007 a 8,79 a
0,1 19,386 a 5413 a 16,857 a 62,184a 5,082a 1,524 a 0,759 a 6,422 a
0,2 22,42 a 5,546 a 16,9 a 95,068 a 6,653 a 1,847 a 1,035a 9,535a
0,1* 21,1a 5,462 a 15,6 a 72,668 a 5,146a  2,238a 0,933 a 8,317 a
0,2* 19,417 a 4915 a 13,75a 73,04 a 5,092 a 1,42 a 0,857 a 7,226 a
0 17,367 b 4,193 b 12,417 b 32,685b 3,693b 1,282 b 0,393 b 6,068 b
CV (%) 17,915 15,158 13,767 26,875 17,035 18,276 24,286 17,372
B Alt. PA Diam C. raiz AF' MSr! MSc! MSf! MStot '
0,025 32,7a 6,152 a 15,833a  240,068a 3,652a 3,359 a 2,188 a 9,2a
0,05 28,457 a 6,34 a 15,286a  277,059a 2,635a 2,908 a 1,371b 6,914 b
0,1 36,317 a 7,423 a 16,25 a 295,789a 3,967 a 4,642 a 2,331 a 10,94 a
0,2 32,05 a 6,993 a 14,5a 287,567a 3,107 a 3,59a 2,269 a 9,967 a
0,1* 32,514 a 6,213 a 15,929a  270,013a 3,367 a 3,618a 2,208 a 9,192 a
0,2% 32,243 a 5,983 a 15,5a 209,619a 2,133 a 2,749 a 1,179 b 6,439 b
0 20,14 b 4,158 b 13,5a 142,19b 1,731b 2,021b 1,865 b 5,617b
CV(%) 29,293 19,952 9,132 33,551 25,414 25,912 30,785 25,173
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C Alt. PA Diam C. raiz AF' MSr! MSc' MST! MStot '
0,025 15,417 a 3,323a 15,583a 49,547a 6,321a 0,569a 1,038a 7,928 a
0.05 17,233 a 3947a 14,333a 41,24a 5,039a 0,787a 0,20la 6,027a
0.1 13,233 b 3,022b  13,417b 48,06 a 5,769a 0,484b 0,225a 6,478a
0.2 18,65 a 4,562a 16,167a 78,025a 6,949a 0965a 144a 10,795 a
0,1* 16,78 a 3908a 15,6a 69,512a 6,772a 0,697a 0271a 7,74a
0,2% 18,16 a 3,99 a 14,7 a 71,576 a  8,524a 0924a 0,326a 9,774a
0 12,04 b 3,06 b 12,2b 31,274b 3,42b 0,422b 0,127a 4,07b
CV(%) 25,098 20,846 10,456 24,921 23,988 22,896 64,662 23,655

Tabela 2- Avaliacdes fisiologicas de mudas de H. stigonocarpa (A), H. courbaril (B) e A. cearensis (C) sob sol pleno e com adicao de formulagdes
distintas de GSNO, na forma livre e nanoencapsulada. Onde: A: fotossintese liquida (umol m? s™), Fv/Fm: fluorescéncia da clorofila a, gs:
condutincia estomdtica (mol m?s™), * S-nitrosoglutationa (GSNO) livre. Identifica¢do temporal: A1-11/10/22, A2-24/10/22, A3-17/12/22, A4-
13/01/22, Fv/Fm1-24/10/22, Fv/Fm2-31/10/22, Fv/Fm3-17/12/22, gs1-11/10/22, gs2-24/10/22, gs3-04/11/22, gs4-15/11/22, gs5-24/11/22.

A Al' A2 A3! A4 Fv/Fml Fv/Fm2 Fv/Fm3 gs1 gs?2 gs3 gs4 gs5
0,025 6,604a 5342a 10,076a 11,831a 0,698a 0,639a 0,786a 147,3b 130,983 a 187,583a 220,6a 157,75 a
0.05 6,684a 3,745b 9,113 a 10,593a 0,674a 0,669a 0,791a 137,533b 118,883a 144,183b 164,4a 148,733 a
0.1 5476a 3,562b 6,78Db 8,066 b 0,637a 0,609a 0,739a 114,229b 84,586b 116,086 b 123,717b 129,883 b
0.2 5,62 a 3,53b 6,063 b 12,656a 0,684a 0,629a 0,768a 135,12b 127 a 135,24 b 144,8b 193,92 a
0,1% 5876a 3,957b 7,012b 9,75 a 0,691a 0,619a 0,761a 2124a 94,6 b 92,06 b 85b 112,48 b
0,2% 7901a 5,662a 10,519a 10,844a 0,725a 0,669a 0,784a 272,667a 114a 126,35 b 164,167a 171,033 a
0 6,502a 3,295b 7,666b 7,684 b 0,682a 0,6a 0,776 a  169,333b 90,967 b 100,317b 105,6b 111,033 b
CV (%) 11,139 15,604 13,782 9,82 10,273 11,168 4,111 41,735 31,649 37,806 37,856 34,31
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B Al A2 A3'! A4 Fv/Fml Fv/Fm2 Fv/Fm3 gs1 gs?2 gs3 gs4 gss
0,025 7,225a  4,627a  5,148a 6,033a  0,758a 0,712b 0,802a 180,9b 135,35 a 101,133b  134,283a 62,2b
0,05 7,526a  5,029a  4,897a  4,828b 0,756a 0,723b 0,799a 138,314b 121,786b 128,186b 117,214a 86,829b
0,1 6,99 a 5365a  7,554a 8,048a 0,726a 0,716b 0,784a 164,786b 147,157a 112,071b 126,667a 142,05 a
0,2 7,283a 4,56a 5,144a  7,833a 0,745a 0,708b 0,816a 362,28 a 288,44 a 186,56 a 146,74 a 154,32 a
0,1* 7,958a 53la 4814a 6545a 0,765a 0,757a 0,819a 194,586b 160,829a 136,957b 84,071b 75,686 b
0,2* 7,798a  6916a 6,23a 6,155a 0,761a 0,762a 0,812a 178,129b 168,543 a 272,097a 81,143 b 7790

0 8,14 a 6,192a 4361la 3,006b 0,768a 0,693b 0,806a 2242b 127,157b 110,757b  83,275b 56,486 b
CV(%) 10,71 15,598 20,424 18,56 5,111 4,702 3,559 29,196 31,605 44,061 34,587 25,382
C Al A2 A3" A4 Fv/Fml Fv/Fm2 Fv/Fm3 gs1 gs?2 gs3 gs4 gss

0,025 4,862a 2,842a 5,094a 4594a 0,7751a 0,7752a 0,763a 123,817a 103,483 a 102,633a 106,433a 130,14b

0,05 4464a 2248a 4,134a 4,002a 0,742a 0,73a 0,794a 112,65a 80,05 a 72,183 b 56,783 b 115,55b

0,1 4486a 2,612a 5932a 5,843a 0,736a 0,718a 0,792a 76,633a 104,283 a 98,483 b 62,45b 127,017 b

0,2 4,527a 3,13a 5395a 6,292a 0,74a 0,711a 0,786a 133,917a 128,967a 165,2a 154,383 a 159,383 a

0,1°* 5393a 2864a 531la 4858a 0,748a 0,727a 0.8a 144,54 a 99,94 a 63,86 b 60,4 b 66 ¢

0,2% 5269a 3,148a 5,122a 4369a 0,716a 0,69 a 0,779 a 127,925a 121,725a 66,44b 73,22b 65,44 c

0 4,732a 2,112a 22a 2,326b 0,706a 0,714a 0,782a 158,44a 65,54 a 62,14 b 88,34 b 63,625 ¢
CV(%) 8,464 15,888 14,639 18,487 5,327 6,2 2,819 34,759 16,165 43,421 36,254 25,176
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Figura 1 - Condutincia estomética (gs mmol m? s™) de plantas de H. stigonocarpa sob
acdo de diferentes concentracdes de GSNO livre e nanoencapsulado cultivado sob em
viveiro florestal sob sol pleno.
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Figura 2 - Condutancia estomatica (gs, mmol m? s') de plantas de H. courbaril sob agio
de diferentes concentragdes de GSNO livre e nanoencapsulado cultivado sob em viveiro
florestal sob sol pleno.
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Figura 3 - Conduténcia estomatica (gs, mmol m™? s™) de plantas de A. cearensis sob agio
de diferentes concentragdes de GSNO livre e nanoencapsulado cultivado sob em viveiro
florestal sob sol pleno.
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Figura 4- Fotossintese liquida (A, pmol m™ s™) de plantas de H. stigonocarpa sob agio
de diferentes concentragdes de GSNO livre e nanoencapsulado cultivado sob em viveiro
florestal sob sol pleno.
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Figura 5 - Fotossintese liquida (A, pmol m™ s!) de plantas de H. courbaril sob acdo de
diferentes concentracdes de GSNO livre e nanoencapsulado cultivado sob em viveiro
florestal sob sol pleno.
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Figura 6- Fotossintese liquida (A, pmol m™ s!) de plantas de A. cearensis sob agio de
diferentes concentragdes de GSNO livre e nanoencapsulado cultivado sob em viveiro
florestal sob sol pleno.
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4. DISCUSSAO

Percebemos cada vez mais presente e crescente a necessidade de
mudanca da consciéncia sobre a vital importancia do equilibrio do meio ambiente para a

qualidade da vida humana e a conservacdo dos recursos naturais. Por este motivo
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entendemos que a producao de mudas com qualidade e resistentes aos ambientes adversos
destinados a recuperacdo, como dreas ciliares e demais formas de dreas de preservacdo
permanente degradadas, assume cardter prioritdrio, tendo em vista os beneficios
alcancados com atividades de revegetacao.

Para tanto, o fornecimento de 6xido nitrico (NO) para as plantas torna-
se uma prética satisfatdria, visto que o 6xido nitrico desempenha um papel multifacetado
na fisiologia das plantas, influenciando o crescimento, desenvolvimento, resposta ao
estresse e a capacidade de interagir com o ambiente (KOLBERT et al., 2021). Seu papel
como molécula sinalizadora € essencial para a aclimatacao das plantas a uma ampla gama
de condi¢Oes ambientais e para a otimizagdo de seu desenvolvimento.

Conforme exposto por Seabra et al. (2022), a entrega adequada de NO
para células vegetais ainda € um desafio que dificulta seu uso em condigdes naturais de
campo, e como o NO é um radical livre gasoso com meia-vida curta em condicdes
aerdbicas, o tratamento exdgeno com moléculas que atuam como doadoras de NO tem
sido utilizado como principal estratégia para aumentar o conteido endégeno de NO nas
plantas e provocar efeitos biolégicos do NO. Mas esta estratégia é frequentemente
dificultada pela relativa instabilidade dos doadores, portanto a maneira promissora de
melhorar a entrega de NO as plantas seria por meio de nanomateriais liberadores de NO
(como no caso a quitosana), numa forma de manter uma distribuicao sustentada de NO
no desenvolvimento inicial das plantas e assim, configurar resisténcia e aclimatagdo no
processo de rustificacdo em viveiro florestal.

No entanto, para as trés espécies florestais analisadas, ndo encontramos
diferenca estatistica entre os tratamentos com GSNO nanoencapsulado e livre na andlise
da A, tendo estes diferido apenas do tratamento controle. Fato semelhante também fo1
percebido por Carmo et al. (2021), que ao analisarem plantas de Heliocarpus
popayanensis sob estresse hidrico, verificaram que tanto o S-nitroso-MSA livre quanto o
nanoencapsulado impediram a deterioracdo da fotossintese liquida e evidenciaram a
importante contribuicdo do NO para mudas de arvores submetidas a estresse.

Embora ndo verificamos diferenga estatistica entre os tratamentos com
GSNO nanoencapsulado e livre para as espécies florestais analisadas, percebemos um
destaque para NP-CS-GSNO 0,2 mM na A para H. stigonocarpa, cuja concentragao
promoveu uma recuperagdo e elevacdo expressiva dos valores de A nas plantas. Esse
comportamento também foi percebido em H. courbaril e A. cearensis. A dosagem NP-

CS-GSNO 0,2 mM comportou-se como narrado por Lopes-Oliveira et al. (2019), em que
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o encapsulamento do doador de NO utilizando nanomateriais (NP-CS-GSNO) tornou-se
uma estratégia para proteger essas moléculas da decomposi¢do, permitindo liberagao
controlada de NO e prolongando seu periodo de a¢do, fato demonstrado nas figuras 4, 5
e 6. Esse incremento nos valores da A é favorecido por caracteristicas aprecidveis da
quitosana, por ser um polimero biodegraddvel, mucoadesivo, com baixa toxicidade e
facilidade de absor¢do celular (PASCOLI et al., 2018).

Como os efeitos ndo diferiram, tanto o GSNO livre quanto o
nanoencapsulado impediram a deterioracdo da fotossintese liquida nas plantas sob
rustificacdo (Tabela 2), e evidenciou a importante contribuicdo do NO para as mudas de
arvores. Porém, como apontado por Oliveira et al. (2016), no qual analisaram o efeito de
nanoparticulas de quitosana carreando o doador S-nitroso-MSA sobre plantas de milho
submetidas ao estresse salino constatando que o doador nanoencapsulado mostrou-se
mais eficiente do que o doador livre, promovendo uma liberacdo mais lenta e controlada
do NO, resultando em protecao contra os efeitos da alta salinidade, mas vale destacar que
no trabalho citado, as plantas eram cultivadas em areia, sob condi¢des controladas em
casa de vegetacdo e o presente estudo foi realizado em condi¢des de cultivo em viveiro
de mudas.

De acordo com Lopes-Oliveira (2021), ao longo do seu ciclo de vida,
as plantas podem enfrentar desvios sazonais e esporadicos das condicdes ideais de luz,
incluindo intensidade de luz excessiva ou insuficiente, tanto as irradidncias abaixo do
ponto de compensac¢do de luz quanto muito acima do ponto de saturagdo de luz da
fotossintese, podem levar ao estresse oxidativo, a fotoinibicdo e ao crescimento e
desenvolvimento limitado das plantas, e esses altos niveis de radiagao, sobretudo UV-B,
podem causar danos ao DNA, fotooxidacdo de pigmentos, inibicdo da atividade
fotossintética e reducao do acimulo de biomassa.

Esse estresse luminoso pode aumentar a produ¢do de EROs induzida
por estresse leve (por exemplo, oxigénio singleto, anion superoxido, H>O: e radicais
hidroxila) pode levar a peroxidacio lipidica e danos as membranas celulares, inibindo
consequentemente a fotossintese, a respiracao e o crescimento das plantas, e também altas
quantidades de luz visivel ou UV-B modulam a producdo de NO nas células vegetais, que
por sua vez ativa as defesas antioxidantes das plantas nessas circunstancias, promovendo
uma protecdo contra esses efeitos do estresse luminoso (ZHAO et al., 2020; LAU et al.,

2021). Tal como observamos, o fornecimento de NO exégeno em todas as concentragcdes
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tiveram um efeito benéfico no crescimento e na atividade fotossintética das plantas sob
estresse (KOLBERT et al., 2021).

Assim, conforme Lau et al. (2021), a fotossintese ¢ um importante
processo biolégico para a sobrevivéncia das plantas, € significativamente influenciada
por estresse abidtico, como a radia¢do, em seu excesso ou reducdo intensa, afetando a
reducdo da assimilagdo de didxido de carbono pelas folhas, regeneracdo de ribulose-1,5-
bifosfato (RuBP), contetido de clorofila e carotendides e pigmentos acessorios, no entanto
o NO ¢ capaz de melhorar o desempenho fotossintético em resposta ao estresse.

Além da taxa liquida de assimilacdo de di6xido de carbono saturado
(A), outros eventos fisiolégicos podem ser beneficiados com o fornecimento exdgeno de
NO, como a concentracao de diéxido de carbono subestomatico, taxa de transpiracdo e a
condutincia estomatica (LAU er al., 2021). Referindo-se a condutincia estomatica,
percebemos que a os efeitos positivos da nanoencapsulacdo de GSNO e a ado¢do de sua
forma livre foram observados distintos resultados, indicando que a resposta fisiolégica
também é dependente da espécie vegetal (LOPES-OLIVEIRA, 2019).

Um dos danos descritos provocados pelo estresse em plantas € a lesao
da membrana das células-guarda e a liberacdo de fons da célula para o espago
extracelular. Isto é uma consequéncia de uma explosio oxidativa que leva a peroxidagao
lipidica, permeabilizacdo da membrana e morte celular, e conforme relatado por Mata e
Lamattina (2001), o NO pode gerar uma diminuic¢ao na liberacdo de fons como também
atuar no controle das células-guarda e promover alteragcdes na transpiracdo e condutincia
estomdtica.

Mariyam e Seth (2023) argumentam que a suplementacdo de NO tem
mostrado seu comportamento surpreendente em influenciar de forma proeminente a
regulacdo fotossintética e estomdtica das plantas e ainda segundo os autores, o NO
conquistou um novo lugar na ciéncia vegetal direcionada a fisiologia do estresse devido
ao seu envolvimento direto em estresses bidticos e abidticos.

O oxido nitrico controla o processo de abertura e fechamento
estomadtico. Isso ocorre, pois este composto interage com sinalizadores metabdlicos,
dentre eles o Ca’*, altamente atuante no controle homeostdtico das células, incluindo
células-guarda. Além disso, é comprovada que a associa¢do de NO com o 4cido abscisico
(ABA) pode refletir na amplitude de abertura e fechamento estomatico (FERRAZ, 2021).
Assim, entendemos que o NO desempenha um papel importante na regulagdo da

condutancia estomdtica, que dentre algumas maneiras, pode promover a interferéncia na
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sinalizacdo de outros reguladores, como ABA. Em algumas situa¢des, o NO pode
antagonizar os efeitos do ABA, que tende a fechar os estdbmatos em plantas sob alta
irradidncia (LOPES-OLIVEIRA et al., 2021). Isso resulta na abertura dos estdomatos e,
portanto, no aumento da condutancia estomdtica, favorecendo o incremento na
fotossintese.

Em relacdo as varidveis de crescimento, percebemos que os tratamentos
que utilizaram NO, livre ou nanoencapsulado, independente da concentracdo promoveu
efeitos positivos nos parametros morfolégicos avaliados em relacdo ao controle para as
trés espécies florestais, com algumas peculiaridades entre as espécies. H. stigonocarpa
nao mostrou diferenca entre os tratamentos que envolvem NO, com incremento nos
valores para a dosagem de 0,2 mM.

H. courbaril nao mostrou diferenca para a varidvel tamanho de raiz e
as varidveis tamanho da parte aérea, diametro, drea foliar e massas secas de raiz e caule,
apenas o tratamento controle diferiu dos demais e os tratamentos com as dosagens de NP-
CS-GSNO 0,05 e 0,1 mM GSNO livre nao diferiu do controle para as varidveis massa
seca foliar e massa seca total. J4 A. cearensis teve um comportamento similar com H.
stigonocarpa, sendo que apenas o tratamento NP-CS-GSNO 0,1 mM nao diferiu do
tratamento controle em relacdo aos demais.

Desse modo, dependendo de sua concentragdo, o NO pode afetar o
crescimento e desenvolvimento das plantas sendo que baixas doses do NO podem
estimular o crescimento, porém doses mais altas podem ser téxicas e prejudiciais ao
desenvolvimento vegetal (LOPES-OLIVEIRA, 2019). A eficdcia das NP-CS-GSNO em
mitigar os efeitos do estresse luminoso provavelmente estd relacionada a liberacdo mais
lenta do NO, fato que pode justificar a igualdade estatistica entre os tratamentos com
dosagem nanoencapsulada para as varidveis de crescimento, visto que um maior tempo
disponibilizado para a andlise de crescimento ao que executamos nessa pesquisa poderia
ter um resultado diferente e ser melhor compreendido o efeito no NO, por meio de seu
doador nanoencapsulado, ciente que a nanoencapsulacdo do doador GSNO pode proteger
o NO da degradacdo por altas temperaturas e luminosidade, o que € particularmente
favorecido em condicdes reais de campo.

Um ponto importante a ser destacado € que este estudo foi desenvolvido
em um viveiro florestal, com condi¢Oes de irrigagcdo controladas, livre de matocompeticdo
e ataques de formiga e outras pragas agricolas, ou seja, um ambiente controlado aos

estresses mencionados, fato que pode favorecer o desenvolvimento vegetal em todos os
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tratamentos. Vale também lembrar que o fornecimento das solu¢cdes com doador de NO
livre e nanoencapsulado ocorreu anteriormente ao periodo de rustificacdo das plantas,

cerca de 24 h, e apds esse periodo as plantas foram realocadas no ambiente sob sol pleno.

5. CONCLUSOES

e O GSNO, doador de NO utilizado na forma livre e nanoencapsulada apresenta
efeitos fisiologicos benéficos quando disponibilizado para espécies florestais
nativas, como H. stigonocarpa, H. courbaril e A. cearensis, desencadeando
atividades de protecdo e incremento no que tange a fotossintese e condutancia
estomadtica. No entanto, recomendamos a dosagem de 0,2 mM de NP-CS-GSNO.

e Os tratamentos com a NP-CS-GSNO e GSNO livre promoveram o
desenvolvimento inicial das mudas das trés espécies arbdreas nativas, porém de
forma geral, ndo diferiram entre si, agregando diferenca somente quando
comparados aos resultados obtidos com o tratamento controle. Faz-se necessario
expandir o tempo de andlise do desenvolvimento inicial em viveiro para agregar
maior veracidade aos objetivos lancados.

e A utilizacdo de nanoparticulas transportadoras de doadores de 6xido nitrico (NO)
se apresenta como uma tdtica para alcancar plantas com maior resisténcia a
condi¢cdes de estresse, 0 que, por conseguinte, resulta na aprimoracdo de

iniciativas de reflorestamento e na restauracao de ecossistemas deteriorados.
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Capitulo 3
Nanoparticulas de quitosana contendo S-nitrosoglutationa melhoram o desempenho

morfofisiolégico de mudas de espécies arboreas nativas do Brasil apds o plantio no campo

Resumo: Os estresses ambientais pds-plantio desempenham papel significativo na
formacdo e no desenvolvimento de um plantio florestal saudavel, podendo ter um impacto
negativo no estabelecimento e sobrevivéncia das mudas. Uma técnica que pode ser aliada
as praticas silviculturais € a suplementacdo com doadores de 6xido nitrico, que podem
ser eficientemente carreados por nanoparticulas poliméricas. Neste estudo, o objetivo foi
avaliar o efeito da aplica¢do prévia de S-nitrosoglutationa (GSNO), nas formas livre e
nanoencapsulada, na fisiologia e crescimento inicial de mudas de Hymenaea courbaril
(jatobad-da-mata) e Amburana cearensis (amburana) apds o plantio no campo.
Inicialmente foram testadas as concentragdes de 0, 25, 50, 100 e 200 uM de GSNO
encapsulada em nanoparticulas de quitosana (GSNO-CS-NPs). Com a concentracdo que
resultou em melhores respostas (200 uM), foi comparado a aplicacdo de GSNO-CS-NPs
com as nanoparticulas de quitosana sem o ativo e GSNO livre. Os melhores resultados
foram observados para o tratamento com GSNO-CS-NPs, que resultou em melhor
desempenho fisiolégico das mudas, observado através de avaliacdes de fotossintese,
condutincia estomdtica e atividade do fotossistema II. O tratamento com GSNO
ocasionou menor mortalidade das mudas, apesar de os parametros de crescimento nao
terem sido afetados. Dessa forma, os resultados sugerem que a aplicacao de GSNO-CS-
NPs é uma estratégia promissora para proporcionar maior tolerancia de mudas ao estresse
pos-plantio.

Palavras-chave: Hymenaea courbaril, Amburana cearensis, reflorestamento,

fotossintese, 6xido nitrico.

1. INTRODUCAO

Indmeras s@o as preocupagdes ambientais que norteiam as discussoes
governamentais, culminando com a producdo de diversos documentos tais como tratados
e acordos internacionais direcionados a normatizacdo da protecdo do ar, do mar, dos
ecossistemas naturais e do uso da terra, sendo a questao do aquecimento global a mais
acalorada entre todas. Sabemos que o aquecimento do planeta € causado por emissoes de
gases de efeito estufa (GEE), como o dioxido de carbono proveniente da queima de
combustiveis fosseis, do desmatamento e da degradacdo florestal decorrentes das
mudancas de uso da terra para atividades agropecudrias e ocupagdo urbana (REI et al.,
2017; BALDUINO, 2020), e a solucdo deve estar pautada sob um viés de sustentabilidade
e justica socioambiental a luz das responsabilidades comuns, porém diferenciadas, de

cada nacao.
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Nesse cendrio, o Brasil buscando papel de destaque e lideranca na 21*
Conferéncia do Clima (COP 21) assumiu compromisso audacioso em 2015, no Acordo
de Paris comprometendo-se em reduzir em 43% as emissdes de GEE, tendo como
referéncia o ano de 2005, atingir o desmatamento ilegal zero em 2030, restaurar em torno
de 12 milhdes de hectares, recuperar 15 milhdes de hectares de pastagens degradadas e
integrar 5 milhdes de hectares de lavoura-pecudria-florestas. Assim, cada pais prop0s suas
contribuicdes determinadas a reduzir as emissoes de GEE e conter a temperatura em 1,5°C
até 2100 (ARAUJO et al., 2019).

Inevitavelmente, os reflorestamentos serdo alvo de destaque para
atingir o compromisso brasileiro no alcance dessas metas, visto que o reflorestamento é
uma das maneiras mais eficazes de recuperacdo e/ou restauracdo de dreas degradadas,
sendo um dos pontos chave de conservagdo da biodiversidade e estoque de carbono.

Contudo, as crescentes alteracdes antropicas no cendrio ecoldgico
dificultam e impdem limitacdes ao pleno desenvolvimento das plantas. Assim, as plantas
estdo sujeitas as condi¢des de multiplos estresses (LARCHER, 2006), os quais limitarao
seu desenvolvimento e suas chances de sobrevivéncia, especialmente em ambientes
degradados.

Dentre os fatores abidticos que podem interferir no desenvolvimento
vegetal, destacam-se os estresses hidrico, salino e luminoso, estudado por inimeros
pesquisadores e, mesmo que essas condi¢des desfavordveis ndo sejam necessariamente
letais, podem retardar grandemente o desenvolvimento de um reflorestamento até atingir
uma estratificacao.

Dentre os danos causados pelo estresse podemos destacar a elevada
formacdo de espécies reativas de oxigénio e a fotoinibi¢do (CINTRA et al., 2020). No
entanto, esses estresses em plantas podem ser evitados e/ou amenizados pela acdo do
oxido nitrico (NO), que possui um importante papel na resposta das plantas contra
estresses (AMANCIO et al., 2022).

Diversos pesquisadores t€ém demonstrado o comportamento vegetal
frente a ag¢do de resposta do NO em situagdes de estresse abiotico que impdem restrigoes
ao desenvolvimento das plantas, como por exemplo, sob estresse salino (OLIVEIRA et
al., 2016; PEREIRA et al., 2020), estresse hidrico (SEABRA; OLIVEIRA, 2016;
AGUIAR et al.,, 2015; CARMO et al., 2021), contaminagdo por metais pesados
(GONZALES et al., 2020) e estresse luminoso (ESRINGU et al., 2016).
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Contudo, os doadores de NO sao relativamente instiveis e possuem alta
taxa de decomposicao em temperaturas elevadas e exposicao a luz, levando a uma ripida
liberacdo de NO, o que, além de reduzir sua eficécia, resulta em efeitos toxicos. Assim, a
nanoencapsulacio permite a obtencdo de um sistema de liberacdo controlada, protegendo
a molécula bioativa contra a degradacdo e reduzindo o risco de contaminacdo ambiental
e toxicidade para organismos nio-alvo (SEABRA et al., 2022a).

Para Lowry et al. (2019) a nanotecnologia é um importante
impulsionador da iminente revolugdo agrotecnolégica que promete um sistema agricola
mais sustentdvel, eficiente e resiliente, a0 mesmo tempo em que promove a seguranga
alimentar, podendo melhorar a eficiéncia do uso de insumos necessarios para a agricultura
e para um melhor gerenciamento dos estresses, bidtico e abidtico. Ao contrdrio, ainda
segundo o autor, as préticas agricolas atuais sdo inerentemente ineficientes e
insustentdveis e levaram a uma degrada¢do ambiental inaceitavel.

Assim, a nanoencapsulacdo pode melhorar a efici€éncia dos sistemas de
plantios por meio de mecanismos de entrega mais eficientes dos insumos, melhorando a
eficiéncia da utilizacdo de nutrientes e melhor gerenciamento de doencas e mortalidade,
permitindo que as plantas adquiram fungdes fisiolégicas melhoradas para gerenciar as
tensOes ambientais (PASCOLI et al., 2018).

Diante do exposto, este trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito da
utilizagdo de um doador de NO, nas formas livre e nanoencapsulada, no desenvolvimento
inicial de mudas de duas espécies arboreas nativas do Brasil, para maior tolerancia aos

estresses enfrentados apds o plantio no campo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Espécies florestais e producao de mudas

Foram utilizadas duas espécies arboreas nativas de grupos ecolégicos
distintos: o jatoba-da-mata (Hymenaea courbaril L.), que € uma espécie secunddria tardia,
e a espécie pioneira amburana (Amburana cearensis (Allemao) A. C. Smith.). Os frutos
de H. courbaril foram colhidos em drvores matrizes de 10-12 m de altura localizadas no
municipio de Primeiro de Maio/PR (22°53°14°’S, 50°56°42°°W). J4 os frutos de A.
cearensis foram colhidos na regido de Guanambi/BA (14°13°01°’S, 42°46°40>° W).

A coleta das sementes foi realizada com catagcdo no chio e na copa das
arvores com uso de poddo. Em seguida, todos os frutos foram beneficiados e as sementes

retiradas. O jatob4-da-mata possui fruto indeiscente, com sementes inseridas em um arilo
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farinidceo, fazendo-se necessdrio o uso de martelos para abrir os frutos e separar as
sementes do arilo. A amburana possui fruto seco deiscente com sementes aladas, sendo
necessdrio retirar as alas para o plantio.

Todas as mudas foram produzidas no viveiro florestal do Laboratério
de Biodiversidade e Restauracao de Ecossistemas — LABRE, pertencente a Universidade
Estadual de Londrina — UEL, seguindo toda a rotina de producdo de mudas em viveiro,
conforme recomendacdes de Oliveira et al., 2016. A semeadura ocorreu de forma indireta,
com utilizacdo de areia como tnico substrato. A repicagem ocorreu ap6s a formacgao das
plantulas, descartando aquelas com possiveis defeitos ou ma-formacdo. As plantulas
foram transferidas para tubetes de polipropileno de 280 cm3 com substrato comercial
(Ouro Negro®).

O tempo de permanéncia em viveiro foi em torno de 5 meses, tempo
necessario para as mudas atingirem altura entre 20 e 30 cm, tamanho ideal para serem
transferidas para o campo. Nesse periodo as plantas se desenvolveram em ambiente com
sombreamento parcial (sombrite 50%) e, apds atingir o crescimento desejavel, as mudas
foram rustificadas sob sol pleno por um periodo de 2 meses. Por todo o tempo de
formacdo das mudas, as plantas estiveram sob um regime de irrigacdo automatico didrio,

trés vezes por dia, durante 30 minutos.

2.2 Caracterizacio da area

O experimento foi realizado em uma éarea localizada no Centro de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina/PR
(23°19°28”S, 51°11°5470, 602 m de altitude).

A drea utilizada para a pesquisa € ocupada por Brachiaria
decumbens Stapf. cv. Basilisk, ndo possui uso econdmico € possui poucas Aarvores
esparsas. Antes do plantio, foram realizados todos os procedimentos silviculturais
recomendados, como capina semimecanizada e manual, abertura de covas de forma
semimecanizada e controle de formigas cortadeiras. O espacamento entre as plantas foi
de 0,6 m, distribuidas aleatoriamente no local do plantio. Nao houve irrigacao das plantas
no periodo de estudo. A andlise quimica do solo foi determinada para as profundidades
de 0-10 cm e 10-20 cm, conforme recomendac¢des indicadas na tabela 1, com coleta de
cinco amostras simples, reunidas em um recipiente de plastico para a formacao de uma

amostra composta e livre de impurezas, como folhas e outros residuos vegetais.
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Tabela 1 - Métodos para determinacio da andlise quimica do solo para as profundidades

de 0-10 e 10-20 cm.

DETERMINACAO REFERENCIA L.Q.
Aluminio | Cloreto de Amdnio Raij, et al., 0,063
| por Espectrofotometria 2001 cmol c/dm3
Célcio | Mehlich IIT | por ICP- Silva et al., 0,101
OES 2009 cmole/dm3
Enxofre | Fosfato de Calcio | Raij, et al., 5 mg/dm3
por Espectrofotometria 2001
Fosforo | Mehlich I | por Silva et al., 1,44
Espectrofotometria 2009 mg /dm3
Fosforo | Mehlich III | por ICP- Silva et al., 0,42
OES 2009 me/dm3
Fosforo Remanescente | Silva et al., 0,752
Cloreto de Cilcio | por 2009 mg/L
Espectrofotometria
Magnésio | Mehlich III | por Silva et al., 0,053
ICP-OES 2009 cmolg/dm3
Matéria Orgéanica | Dicromato Silva et al., 0,001
de Sédio | por 2009 go/dm3
Espectrofotometria
pH | Cloreto de Cdlcio | por Silva et al., Faixa3 a8
Potenciometria 2009
pH | SMP | por Potenciometria Silva et al., Faixa3 a8
2009
Potdssio | Mehlich III | por Silva et al., 0,04
ICP-OES 2009 cmolg/dm3
Sédio | Mehlich 1T | por ICP- Silva et al., 0,002
OES 2009 emol/dm?3

L.Q. = Limite de Quantificacdo
Fonte: Raij, er al., 2001; Silva et al., 2009

Os resultados da analise quimica completa do solo para as
profundidades de 0 — 10 cm e de 10 — 20 cm estdo apresentados na tabela 2.
Tabela 2 - Andlise quimica de solo para as profundidades de 0 -10 e 10 - 20 cm.

Profundidade 0-10cm (1) 10-20 cm (2) Interpretacao
Propriedades e caracteristicas
CTC (pH 7,0) 15,45 12,89 alta (1,2)
(cmol/dm?)
CTC (efetiva) 8,14 4,96 alta(1)/médio (2)
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Matéria organica 18,92 10,35 alta (1,2)
(M.O.S) (g/dm?)
Fosforo 6,87 5,52 textura argilosa
remanescente (P- (1,2)
Rem.) (mg/L)

Macronutrientes catidnicos (cmol/dm?®)
Cilcio (Ca*") 5,62 3,71 baixa (1,2)
Magnésio (Mg**) 2,02 1,09 média (1)/ baixa (2)
Potassio (K*) 0,48 0,14 média (1)/ baixa (2)
Sédio (Na¥) 0,02 0,02 média (1,2)

Macronutrientes anidnicos (mg/dm?)

Fésforo Mehlich 1 4,25 3,14 baixa (1,2)

Fésforo Mehlich 3 0,65 N.D. baixa (1,2)

Enxofre (SO47?) 58,66 64,05 alta (1,2)

Micronutrientes (mg/dm?)

Boro (B) 0,48 0,68 média (1,2)

Cobre (Cu**) 11,33 9,22 alta (1,2)

Ferro (Fe**) 294,47 247,18 alta (1,2)

Manganés (Mn>*) 220,63 200,44 alta (1,2)

Zinco (Zn*") 5,13 1,86 alta (1)/ média(2)

Reacdo do solo

pH em CaCl, 4,87 4,92 elevada (1,2)

pH em H>O 5,54 5,59 média (1)/ fraca (2)

pH em SMP 5,48 5,37

Acidez Potencial 7,31 7,93 alto (1,2)

(H+Al) (cmols/dm?)

Acidez nio trocavel 7,31 7,93 média (1,2)

(H+) (cmol/dm?)

Acidez trocavel N.D. N.D. -

(AP**) (cmol/dm?)

Indice de Saturacdo (%)
Ca 36,38 28,78 limite de tolerancia
(1,2)

Mg 13,07 8,46 equilibrado (1)/ lim.
de tolerancia (2)

K 3,11 1,09 equilibrado (1)/ lim.
de tolerancia (2)

Na 0,13 0,16 equilibrado (1,2)

H 47,31 61,52 lim. de tolerancia

(1,2)
Al 0 0 equilibrado (1,2)
\" 52,69 38,49 média (1)/ baixa (2)

Restituicdo do equilibrio da satura¢do (cmol/dm?)
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Bases Trocaveis Minimo Maximo Minimo Maximo

Cilcio (Ca*") 2,10 4,42 2,74 4,67 -

Magnésio (Mg**) 0 1,07 0,2 1,49 -

Potassio (K*) 0 0,29 0,25 0,5 -
Capacidade Tampiao — Nivel critico (mg/dm?)

Fosforo 6,93 6,46 -

Enxofre 4,15 3,88 -

Zinco 1,10 1,06 -

Valores relativos (%)

Fésforo Mehlich 1 61 49 baixa (1,2)

Enxofre (SO47?) 1413 1651 alta (1,2)

Zinco (Zny") 466 175 alta (1)/ média (2)

Os dados climdticos para os periodos de experimentagao analisados foram
obtidos junto ao Instituto de Desenvolvimento Rural do Parand (IDR-PR) e estdo

representados na figura 1.

Figura 1- Precipitacdo, temperaturas maxima, média e minima para a regido de Londrina

no periodo de manutencdo do experimento (Fases 1A e 1B).
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2.3 Preparacao das nanoparticulas (NPs)

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

Para a obtencdo de NPs, as mesmas foram preparadas usando o método
de gelificacdo 10nica (MARCATO et al., 2013; PELEGRINO et al, 2017).
Resumidamente, a quitosana (CS) foi dissolvida em 4cido acético (1%) e 26 mmol L' de
GSH foram adicionados a solu¢do. Apos 90 minutos de agitagdo magnética a temperatura
ambiente (25+2°C), uma solugio de tripolifosfato de sédio (TPP) a 0,6 mg mL ' foi
adicionada gota a gota a a solucdo CS/GSH. A mistura final foi magneticamente agitada
por pelo menos 90 minutos e obtendo concentragdo final de GSH igual a 20 mmol L. O
mesmo procedimento foi realizado sem a presenca de GSH, para obter as NPs contendo

apenas CS/TPP. As formulacdes foram caracterizadas por tamanho, dispersao dindmica
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de luz, andlises de rastreamento de NPs, potencial zeta, eficiéncia de encapsulamento,
indice de polidispersividade (PDI) e pH.

Para obter NPs de quitosana contendo GSNO, uma quantidade
equimolar de nitrito de sédio (NaNO») foi adicionada a suspensdao de NP- CS/TPP-GSH,
seguido por manutencdo por 60 minutos no escuro. A concentracdo final de NP-CS/TPP-
GSNO foi de 20 mM. Em seguida, as formula¢cdes foram diluidas em dgua para a obtencao
das seguintes concentragdes: 25; 50; 100 e 200 uM. Tais suspensdes de GSNO-CS-NPs

foram usadas imediatamente apds sua preparacao.

2.4 Analise temporal e definicao dos tratamentos

Dividimos o experimento em duas fases de pesquisa. Na primeira,
testamos distintas concentragdes da formulacio de GSNO-CS-NPs com o intuito de
encontrar a melhor resposta no desenvolvimento inicial das plantas, com as concentragdes
de 25, 50, 100 e 200 uM de GSNO. Ja na segunda fase, realizamos novos testes com a
concentragdo que obteve melhor desempenho (200 uM), adicionando aos testes as NPs
sem o ativo e o GSNO livre na mesma concentragdo. As formulacdes foram adicionadas
no substrato das plantas num volume de 30 mL. Foram realizadas trés aplicacdes, em dias
intercalados, e somente apds a terceira aplicacdo o plantio em campo foi efetuado. Em
todos os ensaios, utilizaram-se plantas tratadas apenas com 4gua como controle. O
experimento durou 103 dias de andlises e acompanhamento para a primeira fase e 90 dias

para a segunda etapa.

2.5 Parametros fisiolégicos analisados

Foram realizadas medi¢des de condutancia estomatica e fluorescéncia
da clorofila um dia antes do inicio dos tratamentos, um dia apds e a cada 15 dias, até o
término da experimentacdo. A medida da fluorescéncia da clorofila a foi realizada no
terco médio da primeira folha totalmente expandida, na face abaxial, evitando-se a
nervura central, no periodo matutino (entre 7-10 h), com um fluor6metro 0OS1p (Opti
Sciences), que permitiu verificar a efici€éncia mixima do fotossistema II (razdo Fv/Fm) e
a existéncia de fotoinibicdo em folhas intactas (SHIMIZU et al., 2006). Durante 15
minutos, as folhas foram mantidas no escuro com clipes especificos para medida da
fluorescéncia inicial (Fo). Em seguida, a fluorescéncia méxima (Fm) foi analisada apds

pulso de irradiancia saturante e a fluorescéncia varidvel (Fv) (Fv = Fm - Fo).
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As medicdes da condutdncia estomdtica foram realizadas no terco
médio da primeira folha totalmente expandida, na face abaxial, no periodo matutino (entre
7-10 h), com auxilio de um pordometro SC-1 (METER Group).

Os parametros de trocas gasosas foliares foram medidos 1 dia apds o
fornecimento das formulagdes e no final do periodo de experimentacdo. A folha mais
jovem totalmente expandida de cada muda foi utilizada para essas medi¢des, em dias
ensolarados entre 7h e 10h. A fotossintese liquida (A) foi determinada por meio de um
analisador de gases infravermelho portdtili modelo LICOR 6400 XT (Biosciences,
Lincoln NE, EUA), conectado a uma ciAmara de 6 cm? sob radiagio fotossinteticamente

ativa saturante (1500 pmol m? s™).

2.6 Parametros de crescimento

O diametro do caule e a altura da muda foram acompanhados ao longo
do experimento, ao passo que os parametros destrutivos foram avaliados ao final de cada
experimento. O didmetro do caule foi medido no coleto com o uso de um paquimetro
digital. A altura e o comprimento da raiz foram medidos com o auxilio de régua
milimetrada e a drea foliar total, com um integrador de area foliar portatil modelo LI-
3000CAP (LiCor Inc., Lincoln, NE, EUA). Para a determinac@o das massas secas foliar,
caulinar e radicial, os diferentes 6rgaos das mudas foram separados e acondicionados em
sacos de papel, secos em estufa a 60°C por 72h.

2.7 Anadlise estatistica

O delineamento foi o inteiramente casualizado, com 5 tratamentos (fase
1) e 4 tratamentos (fase 2) e 12 repeticdes. A fase 1 teve por objetivo testar as
concentragdes de 0, 25, 50, 100 e 200 uM de GSNO emcapsulada em nanoparticulas de
quitosana (GSNO-CS-NPs). A fase 2 teve por objetivo testar com a dosagem que resultou
melhores respostas, a mesma dosagem com as nanoparticulas sem o ativo e GSNO livre.
Os dados de crescimento em altura e didmetro ao longo do tempo de plantas jovens de
jatoba-da-mata e amburana foram submetidos a andlise de variancia e se significativo, foi
realizado a andlise de regressdo linear ou ndo-linear (p<0,05). Para os dados da fase 1, foi
realizada a regressd@o ndo-paramétrica loess ou a representacdo por meio de estatistica
descritiva. Os dados da fase 2 foram submetidos a anélise de variincia e se significativo
o teste de médias de Tukey a 5% de significancia. As pressuposi¢des de normalidade dos

erros ¢ homogeneidade das varidncias foram testadas por Shapiro-Wilk e Levene,
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respectivamente. Todas as analises foram realizadas com o auxilio do Software R, usando

os pacotes AgroR (SHIMIZU et al., 2022) e AgroReg (SHIMIZU et al., 2021).

3. RESULTADOS
Os parametros de eficiéncia maxima do fotossistema II e condutancia

estomdtica foram utilizados como método ndo destrutivo para determinar o estado
funcional da maquinaria fotossintética. As mudas de ambas as espécies florestais foram
afetadas pelo estresse poOs-plantio. Foi observado comportamento semelhante da
eficiéncia maxima do fotossistema II entre os tratamentos, marcado por um valor elevado
inicialmente, posterior queda, seguida de uma recuperacgao.

Comportamento similar foi observado para a condutancia estomdtica
para os tratamentos analisados ao amanhecer. Porém, deve-se salientar que houve acao
distinta dos tratamentos sobre o alivio proporcionado frente aos danos do estresse pds-
plantio. De posse dos resultados obtidos na primeira avaliacdo, verificamos que a
concentragao de 200 uM GSNO-CS-NPs foi a que proporcionou melhores resultados.

Em H. courbaril, a dosagem de 200 uM foi favordvel para a
condutancia estomdtica (Figura 2A), por manter valores elevados nos primeiros dias apds
o plantio. No decorrer da avaliagdo, houve uma reducao, préoximo do décimo dia apds o
plantio, porém houve ligeira recuperagao nos dias subsequentes, e ao final, os resultados
se mantiveram similares com os demais tratamentos. Resultados semelhantes foram
observados para a eficiéncia quantica maxima do fotossistema II (Figura 2B).

Para A. cearensis, as plantas expostas a concentracdo de 200 uM
apresentaram valores elevados na condutincia estomadtica (Figura 2C), acompanhando
uma reducdo nos valores com os demais tratamentos, seguida de uma recuperagao,
mantendo seus valores elevados até uma similaridade com os demais tratamentos. O
mesmo tratamento teve influéncia positiva no rendimento quantico maximo do
fotossistema II, mantendo valores elevados nas primeiras avaliagdes, seguido de ligeira
queda, préximo ao décimo dia (Figura 2D). Apds o décimo dia, os valores aumentaram,

mantendo-se elevados em comparacdo aos demais tratamentos.
Figura 2 - Efeito das dosagens de GSNO-CS-NP (uM) na condutancia estomdtica (mmol

m~ s") e na eficiéncia quintica maxima do fotossistema II (Fv/Fm) de plantas jovens de

A. cearensis e H. courbaril.
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Conforme a tabela 3, ndo houve diferenca significativa para as
diferentes dosagens de GSNO-CS-NPs nos dados de massa seca e drea foliar de mudas

de ambas as espécies.

Tabela 3 - Incremento vegetal das espécies florestais sob efeito de dosagens de GSNO-
CS-NP.

Jatoba Amburana
FV Folha  Caule Raiz Area  Folha Caule Raiz Area
(g) () () foliar  (g) (g (g)  foliar'
(cm?) (cm?)

Tratamento 0,8698 0,0545 0,05338 0,7344 0,6355 0,719 0,5709 0,3012

CV (%) 54,62 29,60 34,85 53,07 66,27 43,26 51,84 40,62

'Dados transformados para Vx.

Os dados do primeiro experimento indicam que a dosagem de 200 uM
GSNO-CS-NP resultou em melhor efeito na fisiologia das plantas. Por essa razdo, no
segundo ensaio, testamos novamente esta dosagem de GSNO nanoencapsulada, bem

como o doador livre (GSNO) e as nanoparticulas de quitosana sem o ativo (CS-NP).
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Foi observada variacdo dos valores no tempo, porém também € visto
que a dosagem de 200 uM amenizou os efeitos negativos do estresse pds-plantio,
garantindo uma protecao eficiente e manutencio dos processos de condutancia estomatica
e fluorescéncia da clorofila. Os melhores resultados também foram observados para a
dosagem de 200 uM com o doador de NO nanoencapsulado em quitosana (GSNO-CS-
NP) para as espécies de A. cearensis e H. courbaril (Figura 3).

No entanto, as nanoparticulas de quitosana sem o ativo apresentou
substancial recuperacdo da condutincia estomdtica para as plantas de H. courbaril,
sobretudo apds os 25 dias ap6s o plantio (D.A.P.). Um ponto importante a ser mencionado
foi o comportamento pouco expressivo na manutencdo dos processos fisioldgicos do
tratamento com GSNO livre 200 uM, cujos valores de Gs e Fv/Fm permaneceram
préoximos ou inferiores a testemunha para H.courbaril e inferior GSNO-CS-NP em

plantas de A. cearensis.

Figura 3 - Efeito dos tratamentos com GSNO livre 200 uM, nanoparticulas de quitosana
contendo 200 uM, nanoparticulas de quitosana sem o ativo e o controle na condutancia
estomdtica (mmol m™ s) e na eficiéncia quantica maxima do fotossistema II (Fv/Fm) de
plantas jovens de Hymenaea courbaril (A, B) e Amburana cearensis (C, D) em diferentes
tempos apds o transplantio para o campo.
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Na tabela 4 foram esquematizados os valores referentes a condutancia
estomadtica para as duas espécies estudadas. Nota-se que, para A. cearensis, 0 tratamento
com 200 uM GSNO-CS-NP manteve-se superior aos demais. Foi observado que os
valores referentes a andlise para fluorescéncia da clorofila. Para jatobd-da-mata, embora
os valores do tratamento 200 uM GSNO-CS-NP permanecessem com relevancia, ndo
houve diferenca estatistica entre os mesmos para a dltima leitura, mantendo-se cerca de
8% superior ao valor atribuido para o tratamento testemunha. Para a amburana apenas o
tratamento testemunha diferiu do tratamento 200 uM GSNO-CS-NP, findando com um

percentual de 7,5% maior que o valor atribuido para a testemunha.

Tabela 4 - Efeito das dosagens de GSNO livre 200 uM (T1), GSNO-CS-NP 200 uM
(T2), nanocédpsulas de quitosana vazias 200 uM (T3) e o tratamento testemunha (T4) nos
processos fisiol6gicos numa simulacdo de reflorestamento de plantas jovens de A.

cearensis e H. courbaril.

H. courbaril

T1 T2 T3 T4 CV (%) p-value
gsl 138,6 b 185,088 a 156,878 ab 121,325b 21,761 0,004
gs?2 97,257b 138,213 a 14344a 116425ab 22,705 0,022
gs3 125,317a 120,771 a 115,157 a 131,550 a 35,231 0,902
gs4 163,800 a 158,717 a 181,48 a 153,875a 29,609 0,785
Fv/Fml 0,813 a 0,812 a 0,811 a 0,821 a 1,132 0,12
Fv/Fm2 0,780 a 0,768 a 0,777 a 0,762 a 4,692 0,818
Fv/Fm3 0,722 a 0,744 a 0,706 a 0,743 a 5,547 0,265
Fv/Fm4 0,793 a 0,800 a 0,790 a 0,768 a 3,758 0,258

A. Cearensis

T1 T2 T3 T4 CV (%) p-value
gs 1 2219a 214,613a 197,838 ab 126,771 b 30,01 0,02
gs?2 158,517a 179,125 a 150,171 a 147,360 a 42,534 0,814
gs3 163,933a 173,775 a 143,967 a 108,050 a 43,103 0,293
gs4 89,800b 197,520a 148,800ab 111,650ab 18,706 0,021
Fv/Fml 0,808 a 0,817 a 0,804 a 0,811 a 1,297 0,15
Fv/Fm2 0,788 a 0,787 a 0,782 a 0,766 a 3,35 0,492
Fv/Fm3 0,729 a 0,749 a 0,703 a 0,730 a 4,946 0,162
Fv/Fm4 0,801 a 0,812 a 0,785 a 0,755 a 4,618 0,128

Onde: GSNO livre 200 uM (T1), GSNO-CS-NP 200 uM (T2), nanocédpsulas de quitosana sem o ativo e
200 uM (T3) e o tratamento testemunha (T4), Gs1 a Gs5 — Avaliagdes de condutincia estomatica (mmol
m2 1), Fv/Fm1 a Fv/Fm4 — Avaliagdes da fluorescéncia da clorofila, Al e A2 — Avaliagdes da fotossintese

liquida (umol m-2 s-1). Tratamentos com letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p
< 0,05).
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No segundo ensaio, o fornecimento de GSNO-CS-NP 200 uM aliviou
as plantas das duas espécies ao estresse pds-plantio, favorecendo a recuperagcdo da
fotossintese na segunda andlise. Para H. courbaril, nas primeiras leituras de fotossintese
liquida realizadas no inicio do experimento, ndo houve diferenca entre os tratamentos
(Figura 4A). Porém, na segunda avaliacio, GSNO-CS-NP e GSNO proporcionaram os
maiores valores, cerca de 2 vezes maiores que a testemunha. Para A. cearensis, apenas o
tratamento com GSNO-CS-NP resultou em valores de fotossintese liquida maiores que a

testemunha, em ambas as leituras realizadas (Figura 4B).

Apesar dos efeitos positivos nos parametros fisiol6gicos, os tratamentos
com GSNO-CS-NP e GSNO nao afetaram os parametros relacionados ao crescimento das
mudas (Tabela 5). O unico efeito significativo detectado foi o aumento do comprimento
da raiz de H. courbaril por CS-NP em relagdo a testemunha.

No entanto, os efeitos fisiol6gicos induzidos por GSNO-CS-NP
resultaram em uma menor porcentagem de mortalidade das mudas, para ambas as

espécies (Figura 5).

Figura 4 - Efeito na fotossintese liquida das dosagens de GSNO livre 200 uM (1), GSNO-
CS-NP 200 uM (2), nanocdpsulas de quitosana vazias 200 uM (3) e o tratamento

testemunha (4) em plantas de A. cearensis (A) e H. courbaril (B).
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Tabela 5 - Efeito das dosagens de GSNO livre 200 uM (1), GSNO-CS-NP 200 uM (2),

nanocdpsulas de quitosana vazias 200 uM (3) e o tratamento testemunha (4) crescimento

e formacdo de biomassa numa simulacdo de reflorestamento de plantas jovens de A.

cearensis e H. courbaril.

H. courbaril

T1 T2 T3 T4 CV (%) p-value
Alt PA 38,586a 41,675a 37,737 a 36,763 a 12,988 0,256
Diametro 7,179 a 6,975 a 7,155 a 7,048 a 12,19 0,963
Comp. raiz 14,786 ab 16,038 ab 17,000 a 14,043 b 9,974 0,007
AF 200,445 a 220,654 a 184,23 a 174,58 a 41,152 0,694
MS raiz 3,895 a 4,192 a 4,034 a 4484 a 22,382 0,714
MS caule 4,139 a 4,142 a 4414 a 4451 a 22,356 0,868
MS Folha 1,670 a 2,424 a 1,694 a 1,551a 38211 0,138

A. Cearensis

T1 T2 T3 T4 CV (%) p-value
Alt PA 19,671 a 19,413 a 19,188 a 18,643 a 15,394 0,926
Diametro 4,287 a 4,671 a 4,652 a 4,970 a 18,355 0,531
Comp raiz 13,429 a 12,175 a 14,025 a 11,357a 26,068 0,419
MS raiz 2,986 a 5,434 a 4,069 a 3,457a 37,796 0,6
MS caule 0,682 a 0,713 a 0,755 a 0,692a 32,325 0,923

Onde: GSNO livre 200 uM (T1), GSNO-CS-NP 200 uM (T2), nanocapsulas de quitosana sem o ativo e
200 uM (T3) e o tratamento testemunha (T4), Alt Pa — Altura de Parte derea (cm), Comp. Raiz —
Comprimento de raiz (cm), AF — area foliar (cm?); MS raiz — Massa seca de raiz (g), MS caule — Massa
seca do caule (g), MS folha — Massa seca de folha (g). Tratamentos com letras iguais na linha ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 5 - Efeito das dosagens de GSNO livre 200 uM, GSNO-CS-NP 200 uM,
nanocdpsulas de quitosana sem o ativo 200 uM e o tratamento testemunha no percentual
de sobrevivéncia de plantas jovens de A. cearensis e H. courbaril numa simulacio de

reflorestamento.
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4. DISCUSSAO

Os estresses ambientais desempenham um papel significativo na
formacao e no desenvolvimento de um plantio florestal sauddvel. Esses fatores de estresse
podem incluir condi¢des edafocliméticas adversas, como temperatura extrema, qualidade
do solo, falta ou excesso de chuvas, ventos fortes e geadas, as quais podem ter um impacto
negativo no estabelecimento e no crescimento inicial das mudas, com aumento de
mortalidade (SAMPAIO et al., 2021).

Para minimizar os efeitos negativos, é essencial tomar medidas de
manejo, como escolha de espécies adequadas, preparacdo apropriada do solo e
suplementagdo de dgua para os periodos de estiagem (SILVA et al., 2004). Todas essas
técnicas ou préticas silviculturais podem nio ser totalmente eficazes, de forma que a
suplementagdo de NO, através do tratamento com um doador livre ou nanoencapsulado,
€ uma estratégia promissora para proteger as mudas contra fatores abidticos de estresse e
induzir um melhor desenvolvimento fisioldgico das mudas em seu estdgio inicial.

Tal como visto por Oliveira et al. (2019) os resultados obtidos no
presente trabalho ratificam o beneficio da nanoencapsulagdo do doador de NO,
permitindo a aplicacdo bem-sucedida de NO em plantas posteriormente transferidas para

condi¢cdes de campo, com simulacdo de um reflorestamento, salientando que os autores
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focaram na producdo de mudas em viveiro e no presente trabalho avaliamos os efeitos em
campo. Nesse sentido, mostramos que o fornecimento de GSNO nanoencapsulado na
dosagem de 200 uM foi capaz de atenuar os efeitos negativos dos estresses ambientais no
desenvolvimento inicial das plantas de H. courbaril e A. cearensis, sobretudo
favorecendo um maior percentual de sobrevivéncia das mudas das duas espécies florestais
(Figura 5). Fato também defendido por Silveira et al. (2021) que concluiram que a
aplicacdo de doadores de NO encapsulados em nanoparticulas de quitosana protege esse
composto contra a degradacao, permitindo liberacao controlada e prolongada.

No geral, os resultados indicam que as nanoparticulas de quitosana tém
um efeito protetor na estabilidade térmica e fotoquimica de S-nitroso-GSNO, aliado aos
beneficios de ser uma molécula biodegraddvel com baixa toxicidade para as plantas,
muitos estudos com quitosana relatam os efeitos positivos desta molécula no crescimento
da planta e respostas ao estresse, tal como apontado por Oliveira et al. (2019). Esses
autores verificaram que a nanoencapsulacao de um doador de NO permitiram o aumento
de parametros de crescimento como drea foliar, comprimento e didmetro do caule e
massas secas de folha e caule, em plantas de Heliocarpus popayanensis Kunth em
condicdes de viveiro.

Por isso propusemos documentar o uso de nanoparticulas que liberam
6xido nitrico (NO) em mudas de espécies arboreas nativas em condi¢cdes de campo, indo
além das condicdes controladas de viveiro, considerando ndo apenas trocas gasosas
foliares e fotoquimica primaria, mas também producdo de biomassa, visto a caréncia de
estudos nessa simula¢do de reflorestamento. Essa abordagem pode ter implicagdes
significativas para melhorar as respostas das plantas aos estresses abidticos, permitindo o
controle das taxas e quantidades de liberacdo de NO proveniente dos doadores de NO
encapsulados em nanomateriais, embora a entrega adequada de NO as células vegetais
ainda € um desafio que dificulta seu uso em condi¢des naturais de campo, o que sabemos
€ que a nanoencapsulacdo de doadores de NO aumentou a entrega de NO as plantas
devido a uma liberacdo sustentada de NO (SEABRA et al., 2022b).

De fato, a encapsulacdo de doadores de NO em nanomateriais surgiu
como uma estratégia para proteger essas moléculas de degradacao rdpida e permitir uma
liberagd@o mais controlada de NO, prolongando seus efeitos (SILVEIRA et al., 2019;
SEABRA et al., 2022b). Além disso, os nanomateriais (como a propria nanoquitosana)
podem aumentar a tolerancia das culturas a diferentes estresses abidticos, como seca,

salinidade e temperatura (EL-SAADONY et al., 2022).
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Tal motivacdo para também testar as nanocdpsulas sem o ativo é
justificado pelo que foi descrito por Kumaraswamy et al. (2018), no qual relatam que
nanomateriais a base de quitosana tém o potencial de estimular o crescimento e a
produtividade das plantas, induzindo o crescimento de mudas, a fotossintese e
aumentando a absorcdo de nutrientes, além de desencadear vdrias respostas fisiologicas e
bioquimicas nas plantas que ajudam no crescimento sustentado e na prote¢do contra
doencas, sendo capazes de aumentar a imunidade inata da planta, potencializar o
crescimento e desenvolvimento de vdrias culturas.

Embora os nanomateriais liberadores de NO tenham sido
extensivamente explorados em diferentes aplicagdes biomédicas, seus usos em plantas
ainda sd@o pouco conhecidos (SEABRA et al., 2022b). Ingle et al. (2022) descreve a
quitosana como um polimero natural amplamente utilizado na industria farmacéutica e o
material mais utilizado para a sintese de nanoparticulas liberadoras de NO que surgiram
recentemente com grande potencial para serem usadas em diferentes ci€ncias vegetais
devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade , ndo toxicidade, baixo custo e alta
permeabilidade nos tecidos vegetais, podendo fornecer moléculas e/ou material genético,
possuem atividade antifiingica e antibacteriana, atuam como bioestimulantes e possuem
acdo protetora contra o estresse abidtico. Porém, neste estudo, as nanocdpsulas sem o
ativo ndo proporcionaram efeitos significativos ou entdo de destaque no desenvolvimento
inicial das plantas em campo.

Fato importante a ser mencionado é que a nanoencapsulacdo do GSNO
em nanocapsulas de quitosana proporcionou uma liberagdo de NO mais equilibrada e uma
protecdo contra a degradagcdo ambiental antes de atingir seu alvo, em relagdo ao GSNO
livre, fato que proporcionou a manutencdo de valores mais elevados para condutincia e
fluorescéncia da clorofila. Fato semelhante foi relatado por Oliveira et al. (2019) cujo
doador nanoencapsulado afetou positivamente o desenvolvimento inicial de mudas de
Heliocarpus popayanensis quando comparado ao tratamento com o doador livre, sendo
considerada uma estratégia para melhorar a aclimatacdo de arvores neotropicais com
impactos potenciais em programas de reflorestamento. Carmo et al. (2021) também
evidencia que em producido de plantas de Heliocarpus popayanensis sob estresse hidrico,
em que a nanoencapsulagdo do doador de NO melhorou o efeito protetor das plantas
frente ao estresse e, segundo os autores, surge como estratégia promissora para obtencao

de mudas arbdreas com maior tolerancia a seca.
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Tal como visto nesse estudo, Wei et al. (2022) verificaram que o
tratamento com GSNO teve um efeito significativo nos parametros de fluorescéncia da
clorofila das folhas de tomate sob estresse salino, promovendo um aumento da efici€ncia
fotoquimica mixima (Fv/Fm), quando comparados com o controle. Segundo os autores,
pela andlise do parametro de fluorescéncia da clorofila, o estresse salino causou uma
diminuicdo significativa em Fv/Fm em folhas de tomate, o que implica reducdo da
eficiéncia da conversdo da energia luminosa primdria e da captacdo de energia desses
centros abertos levando uma diminuicao da atividade do PSII, no entanto o NO melhorou
Fv/Fm, indicando que o NO pode aliviar o estresse salino em mudas de tomate ativando
fotossistemas.

Em consonéncia ao fato observado, Oliveira et al. (2016) testaram um
doador de NO nanoencapsulado e concluiram que houve melhoria dos efeitos deletérios
da salinidade na atividade do fotossistema II em plantas de milho. Sami er al. (2021)
provaram que a aplicagdo de NO em plantas de mostarda (Brassica juncea), foi benéfica
por aumentar os valores de Fv/Fm, bem como os parametros de trocas gasosas e abertura
estomdtica.

A capacidade de recuperacdo das atividades fisioldgicas das plantas
analisadas apds o estresse poés-plantio é essencial para a retomada do pleno
desenvolvimento da planta, sendo essa uma caracteristica fundamental a ser avaliada
quando se estuda a tolerancia a estresses. Silveira et al. (2021) mostraram que plantas de
cana-de-acucar tratadas com GSNO nanoencapsulado tiveram uma recuperagao
pronunciada da fotossintese, condutancia estomdtica e transpiracao de plantas sob déficit
hidrico em compara¢ao com outros doadores de NO.

Tal como relatado por Kolbert et al. (2019) uma ampla gama de
atividades fisioldgicas envolve o NO nas plantas, desde a germinacdo das sementes,
passando pela modulacdo do crescimento e controle da abertura estomdtica, até a
senescéncia e morte celular programada. Além disso, durante a vida de uma planta, o NO
também ajuda na protecio contra patdgenos e uma infinidade de estresses.

Claramente foram percebidos efeitos benéficos do uso de GSNO
nanoencapsulado em quitosana para o desenvolvimento inicial das duas espécies
florestais utilizadas. Tais vantagens obtidas por meio da dosagem de 200 uM GSNO-CS-
NP seriam a eficiéncia na entrega do composto, permitindo que o GSNO seja liberado de
forma controlada e sustentada no ambiente, aumentando sua eficicia. Seabra ef al

(2022b) ressalta ainda a minimizag¢do de impactos a0 meio ambiente € a0os 0rganismos
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que interagem com as plantas dos nanomateriais liberadores de NO, visto pelas baixas
doses de doadores de NO aplicadas as plantas. Como a concentracdo de NO necessério
para a sinalizac@o nas plantas € baixa costuma-se realizar uma alta razio de dilui¢do das
nano formulagdes estoque minimizando assim a exposi¢cdo da planta/ambiente/humano
ao nanomaterial e derivados de NO, além também, pelo fato da quitina possuir
propriedades biocompativeis e biodegradaveis.

Embora a fotossintese tenha sido influenciada por tratamentos com
doadores de NO, eles ndo afetaram o crescimento das plantas, e sugere que os
fotoassimilados foram orientados para a manuten¢do de mecanismos e estruturas de
protecdo aos estresses pds-plantio. Carmo et al. (2021) aponta como mecanismos de
protecdo a formagdo de antioxidantes e pélos radiculares. Fato semelhante foi apontado
por Pereira et al. (2015), onde para todas as concentracdes testadas, as nanoparticulas de
alginato/quitosana contendo GSH ou GSNO ndo tiveram efeito significativo no
crescimento e desenvolvimento de Zea mays e Glycine sp., em termos de parte aérea,
altura, comprimento da raiz e massa seca, € mesmo assim, os autores concluem que
doadores de NO nanoencapsulados detém de potencial uso na agricultura como sistemas
de liberagao sustentada.

Nesse sentido, Sousa et al. (2020) mostraram que o NO foi capaz de
reduzir a perda de dgua das plantas de soja sob déficit hidrico, mantendo a producao de
biomassa por meio da alteracdo das caracteristicas estomadticas, da condutividade
hidrdulica, ndo alterando a formacdo de biomassa entre os tratamentos. Pelegrino et al.
(2021) descrevem que o NO modula varios processos fisiol6gicos no crescimento vegetal
e a administra¢do de doadores de NO tem sido relacionada ao aumento da producdo de
biomassa, porém, também nio verificaram aumento de biomassa em plantas de alface
tratadas com GSNO em relacdo ao tratamento controle e ressaltam que se deve notar que
o NO pode ter efeitos benéficos ou deletérios nas plantas, e essas diferencas sdo atribuidas
principalmente a sua concentracao.

A massa seca das plantas ndo variou significativamente entre os
diferentes tratamentos utilizados, tal como visualizado na fase 1 da experimentacdo. Fato
também detalhado por Silveira er al. (2021), em estudo com cana de agucar, ndo
encontraram nenhum efeito significativo do doador GSNO no crescimento das plantas,
assim argumentam que o aumento da troca gasosa foliar durante a recuperacio causada
pelo GSNO nio foi suficiente para aumentar o acimulo de biomassa em plantas sob

estresse abiotico.
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Tal fato € apontado por Wieczorek et al. (2006), visto que, em uma
concentracdo de doador de NO muito alta, em vez de estimulacdo, pode ser observada
uma inibi¢do do processo e, portanto, os resultados obtidos nao refletirdo a acdo do NO
enddgeno na célula. As concentracdes de doadores comumente aplicadas variam de 10 a
500 uM, embora haja relatos de quantidades muito maiores do doador de NO, no maximo
10 mM. Ainda segundo os autores, em relacdo a questdo supracitada, inlimeras questdes
podem ser levantadas, nomeadamente se o dador de NO aplicado a uma planta em
diferentes formas e em diferentes doses, a luz e no escuro, pode refletir adequadamente
as fun¢des desempenhadas pelo NO enddgeno no tecido.

Oliveira et al. (2015) aponta que o sucesso do projeto de restauracdo de
areas degradadas por meio do plantio de mudas, depende do estabelecimento das espécies
vegetais, considerando a taxa de sobrevivéncia e de crescimento dessas plantas, de
maneira que o monitoramento, a partir do transplante da muda do viveiro para a drea em
restauragcao/recuperacdo € essencial. Observa-se também que, devido a variedade de
espécies florestais empregadas na recuperacao de dreas degradadas, surgem disparidades
significativas na taxa de sobrevivéncia. Isso aponta para possibilidades de adaptacao,
além de apresentar indices varidveis de sobrevivéncia e crescimento, além disso, as
distintas respostas ao ambiente de plantio sdo influenciadas pelas diversas condi¢des
abidticas presentes no local.

Por esse entendimento que a adocdo de uma suplementaciao de doador
nanoencapsulado, tal como aqui exposto, torna-se um meio eficaz de garantir bons
resultados em projetos de recuperacdo e/ou restauracdo de ambientes florestais, assim,
espera-se que as plantas estejam mais aptas para suportar as condicdes de estresse
ambiental e assim, consequentemente, apresentardo melhor desempenho fisioldgico e

sobrevivéncia apos o plantio.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que a aplicacdo de um doador de NO
(GSNO) incorporado em nanoparticulas de quitosana sob a dosagem de 200 uM,
propiciou um melhor desempenho fisioldgico e sobrevivéncia de mudas de H. courbaril
e A. cearensis apOs o plantio no campo, despontando como uma estratégia promissora

para reducdo do estresse pds-plantio em programas de reflorestamento.
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Capitulo 4

Efeito do tratamento com doador de 6xido nitrico na fisiologia de mudas de mogno

africano sob déficit hidrico

Resumo: O plantio de mogno africano (Khaya grandifoliola) tem crescido no Brasil
como alternativa de investimento seguro e rentdvel. No entanto, dreas com déficit hidrico,
oriundo de estiagens prolongadas, podem ocasionar maior mortalidade das mudas e
resultar em limitacdes no incremento de biomassa. A aplicacdo de 6xido nitrico (NO)
pode desempenhar importante papel em plantas na defesa contra o déficit hidrico. Assim,
objetivou-se avaliar o potencial mitigador do NO sobre caracteristicas fisiolégicas de
plantas de K. grandifoliola sob déficit hidrico. Para isso, mudas de K. grandifoliola foram
elevadas a condi¢ao de saturagao de solo por umidade por trés vezes em dias intercalados,
com intervalo de um dia. Na sequéncia, as plantas receberam diferentes dosagens do
doador de NO dcido S-nitroso-mercaptosuccinico (MSNO) nas dosagens de 0; 0,1; 0,2 e
0,4 mM e nao mais foram irrigadas, formando quatro tratamentos, com 15 repeticdes. O
experimento teve duracdo total de 20 dias. A aplicagcdo de MSNO na concentragao de 0,2
mM promoveu a atenuacdo dos efeitos do déficit hidrico sobre o desempenho
fotossintético, mantendo o maior valor de fotossintética liquida (A), sendo este 46,5%
superior ao da testemunha. A dosagem de 0,2 mM de MSNO foi capaz de promover maior
tolerancia as plantas de K. grandifoliola ao déficit hidrico severo, promovendo também a
maior sobrevivéncia das plantas, desempenho fisiol6gico adequado, com maiores valores
de transpiracdo, eficiéncia no uso da 4gua, contetido relativo de dgua e condutancia de
agua.

Palavras-chave: fotossintese, Khaya grandifoliola, seca, S-nitrosotiol, silvicultura.

1. INTRODUCAO

O setor florestal brasileiro vem expandindo nos ultimos anos em drea
com florestas plantadas e na produ¢do e consumo de produtos florestais, madeireiros e
ndo madeireiros, especialmente devido a crescente demanda mundial por esses produtos.
O Brasil, detentor de alto potencial florestal, ampliou sua 4rea plantada na tltima década.
Em 2021, a érea total de arvores plantadas totalizou 9,93 milhdes de hectares, um
crescimento de 1,9% em relagdo ao dado de 2020 (9,75 milhdes de hectares). Entre as

espécies, 75,8% da area sdao compostas pelo cultivo de eucalipto, com 7,53 milhdes de
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hectares, e 19,4% de pinus, com aproximadamente 1,93 milhdo de hectares. Além desses
cultivos, existem 475 mil hectares plantados de outras espécies, entre elas a seringueira,
acdcia, teca, paricd e mogno africano. Os Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Paran,
Mato Grosso do Sul, Santa Catarina e Rio Grande do Sul seguem como principais
produtores de florestas plantadas no pais (IBA, 2022).

O Brasil € referéncia mundial quando o assunto é produtividade de
plantios florestais, com alto volume de producdo anual de madeira por drea e um curto
ciclo. Além das condi¢des de clima e solo, o setor investe anos em pesquisa e
desenvolvimento das melhores técnicas de manejo florestal, aliados ao melhoramento
genético e préticas sustentaveis (IBA, 2022).

Embora todos os grupos de produtos madeireiros indiquem predominio
da producido a base de madeira de eucalipto no territério nacional (IBGE, 2018), dentre
as espécies florestais plantadas para a produ¢do de madeira tropical nobre, a producgado de
K. grandifoliola tem crescido muito no Brasil, como alternativa de investimento seguro e
rentdvel para pequenas, médias e grandes areas rurais (AQUINO et al., 2018).

A madeira de K. grandifoliola tem sido mundialmente reconhecida
como nobre sendo a principal substituta da madeira do mogno brasileiro (Swietenia
macrophylla), possuindo ampla utilidade. Entre suas principais aplicacdes, se destacam a
fabricacdo de moveis de luxo, adornos, entalhes, instrumentos musicais, faqueados,
laminados, construcdo civil e naval, € em revestimentos internos e decorativos em varias
partes do mundo (REIS er al., 2019; RONDON NETO, 2021).

No Brasil, os cultivos de mogno africano (K. anthotheca, K.
grandifoliola, K. ivorensis e K. senegalensis) t€ém crescido de forma significativa nos
ultimos anos. Estima-se que a drea plantada em territorio brasileiro ja tenha ultrapassado
37 mil hectares em 2018, o que torna o Brasil, muito provavelmente, o maior plantador
desse género, seguido da Australia com 14 mil hectares de K. senegalensis (REIS et al.,
2019). Porém, o setor detém de desafios para implantar novas florestas capazes de atender
a demanda do mercado de forma sustentdvel e equilibrada, sendo aptas a atender as
exigéncias do mercado consumidor (AQUINO et al., 2018).

Sabemos que as variagdes no microclima influenciam os processos
fisiologicos dos vegetais, como fotossintese e respiracdo, o que interfere diretamente no
crescimento das plantas (OTTO et al., 2013) e a disponibilidade hidrica € uma variavel

com bastante influéncia no desenvolvimento vegetal.
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Dentre os fatores limitantes a producao vegetal, destaca-se o déficit
hidrico, o qual ocorre em grandes extensOes de dreas cultivdveis, afetando as relagdes
hidricas das plantas e alterando seu metabolismo, visto que a dgua se relaciona ao
transporte de substancias organicas e inorganicas pelo corpo da planta, além de participar
de vérios processos metabdlicos e fisioldgicos como alteragdes na taxa de assimilacdo
liquida do CO», na condutancia estomdtica e na transpiracao. Esse tipo de estresse ocorre
nas plantas quando a perda de dgua pela transpiracdo ultrapassa a capacidade de absor¢ao
pelas raizes, resultando em desidratacao celular, com consequentes danos as células, que
pode desencadear a morte celular (SANTOS et al., 2022).

Um dos compostos de alta eficiéncia na protecdo de plantas contra o
déficit hidrico € o 6xido nitrico (NO), uma molécula sinalizadora de importante papel na
resposta de plantas submetidas a estresses abidticos. Nessas condi¢cdes, um dos
mecanismos de defesa mais importantes é o fechamento estomdtico induzido pela
redistribuicdo e sintese do ABA (ZHANG et al., 2023).

Em ambiente sob deficiéncia hidrica, o NO é apontado como um
potencial mitigador dos efeitos negativos do estresse, mostrando-se como uma
possibilidade efetiva para a inducao da tolerancia a seca, sendo o estresse hidrico um dos
fatores de estresse abidtico mais difundido e que limita significativamente o crescimento
das plantas e o rendimento das culturas, fato de que a aplicacdo exdgena de doadores de
NO contribuiu para a manutencdo de diversos pardmetros fisiolégicos e bioquimicos,
como germinacdo de sementes, crescimento vegetativo, fotossintese, respiracio e
equilibrio hidrico em plantas submetidas ao estresse (ALLAGULOVA et al., 2023).

Como mencionado, condi¢cdes de seca, entre outras restricdes
ambientais, geram estresse oxidativo nas plantas e nesse contexto, o 6xido nitrico (NO)
alivia os sintomas de vdrias consequéncias prejudiciais derivadas de uma explosdo
oxidativa, como clorose, fragmentacdo do DNA e morte celular apoptética, quando as
plantas sdo desafiadas por estresses (a)bidticos (DEL CASTELLO et al., 2019). Ainda
segundo Lau ez al. (2021) a restricao de dgua causa sinais de necrose; prolonga a duracio
da iniciacdo dos primérdios; e reduz o nimero de brotos por explante, comprimento do
broto, nimero de folhas, drea foliar, producdo de frutos e biomassa vegetal, além das
partes aéreas das plantas, as partes subterraneas, também respondem a seca, alterando o
comprimento das raizes tornando-as mais curtas e no nivel fisiolégico, o estresse hidrico
reduz a condutincia estomdtica e aumenta a taxa de transpira¢do, o potencial hidrico, a

eficiéncia do uso da dgua e a condutividade hidrdulica notavelmente reduzidos e a
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fotossintese, € significativamente influenciada pela seca, pois ocorre a reducdo da
assimilacdo de di6xido de carbono pelas folhas, da regeneracdo da ribulose-1,5-bifosfato
(RuBP), do contetido de clorofila, carotenoides e pigmentos acessorios.

Como relatado por Faraji e Sepehri (2019), a aplicagdo do NO pode aliviar
significativamente os efeitos adversos da seca na germinagdo de sementes, como também
proteger pigmentos fotossintéticos e complexos de coleta de luz em condi¢@o de seca, o
preservar o conteddo relativo de dgua, reduzir radicais livres como H>O», aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes, o conteddo de clorofila b e aumentar também o
contetdo relativo de 4gua em plantas estressadas pela seca (CHAVOUSHI et al., 2020)
e outros beneficios como aumento taxa liquida de assimilacdo de diéxido de carbono
saturado, da condutincia estomaética, a concentracdo de diéxido de carbono subestomético
e da taxa de transpiracdo (LAU et al., 2021).

H4 uma ampla gama de moléculas doadoras que podem apresentar
mecanismos diferentes de liberacdo de NO. Os doadores frequentemente utilizados sdo:
nitrato de potédssio (KNO3), nitroprussiato de sédio (SNP), S-nitrosoglutationa (GSNO),
S-nitroso-N-acetil-D-penicilamina (SNAP), 4acido S-nitroso-mercaptosuccinico (S-
nitroso-MSNO), NONOatos. Essas moléculas ao serem aplicadas exogenamente atuam
em diversos genes e vias de transdugdo de sinal, além disso, atuam em mecanismos
enzimaticos e antioxidantes para combater os efeitos adversos do déficit hidrico (LAU et
al., 2021).

O 4cido S-nitroso-mercaptosuccinico (MSNO) trata-se de uma molécula
doadora de NO que atua sobre os efeitos adversos em plantas através do aumento da
eficdcia do sistema antioxidante nas plantas, além de promover maior prote¢ao do sistema
radicular das plantas, promover aumento da atividade fotossintética e até atuar nos efeitos
deletérios proporcionados por alguns elementos quimicos, como o cobre (GOMES et al.,
2022).

Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi avaliar se o tratamento com MSNO
pode amenizar os efeitos do déficit hidrico severo na fisiologia de plantas jovens de K.

grandifoliola.
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2. MATERIAL E METODOS

As plantas foram adquiridas junto ao Instituto Brasileiro de Florestas —
IBF, localizado em Apucarana, municipio pertencente a regido centro norte do Parang,
Brasil, com 4 meses de idade, produzidas com substrato comercial puro a base de
produtos vegetais em tubetes de polipropileno preto, atéxico de 280 mL e todo o
experimento foi desenvolvido no viveiro florestal pertencente ao LABRE — Laboratério
de Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas da Universidade Estadual de Londrina.

Os dados climdticos foram disponibilizados pelo Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parand — IDR, por todo o periodo de experimentagdo,
englobando os dados de precipitacdo (mm) e temperaturas (°C) mdxima, média e minina.

Os dados climéticos estdo esbocados na figura 1.

Figura 1 - Dados climiticos que compreende o periodo de experimentacdo do efeito de

dosagens de MSNO em plantas jovens de K. grandifoliola.
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Fonte: Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana — IDR

O experimento consistiu em 4 tratamentos com 15 repeticOes
distribuidas num delineamento inteiramente casualizado. Os tratamentos consistiram na
aplicagdo de diferentes dosagens (0; 0,1; 0,2 € 0,4 mM) de MSNO, doador pertencente a
classe dos S-nitrosotiois (RSNOs), é formado quando o MSNO reage com o 4cido nitroso
(HNO2) no processo de nitrosacdo. O reagente foi fornecido pela Prof* Amedea Barozzi

Seabra, do Centro de Ciéncias Naturais € Humanas pertencente a Universidade Federal
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do ABC, Sao Paulo. O dcido S-nitroso-mercaptosuccinico foi preparado através da
nitrosacdo do MSNO livre, adicionando uma quantidade equimolar de NaNO». A solu¢do
final foi mantida por 1h, em ambiente refrigerado, protegida da luz. A formac¢do do doador
NO é4cido S-nitroso-mercaptosuccinico livre (Figura 2) foi confirmada pela aparéncia das
bandas de absor¢do de grupo S-NO a 336 nm (g = 980 M! cm™) ou a 545 nm (¢ = 18.4
M cm™) usando o espectrofotdmetro UV-Vis Agilent 8453.

A solucdo foi diluida nas concentracdes desejadas e utilizadas
imediatamente apds o processo de nitrosacdo, mantendo-se protegida da luz com papel

aluminio.

Figura 2 - (A) Nitrosacdo do MSNO formando o S-nitroso-MSA. (B) Decomposi¢do do
S-nitroso-MSNO liberando o NO e originando MSNO oxidado.

(A) o HNO, 9
OH —» OH
OH OH
0 SH 0 SNO
MSA S-nitroso-MSA
(B) 0

Q OH\~oH

OH
2 NOH__» 2NO + (0] g o

O SNO HO. A 4o

S-nitroso-MSA MSA oxidized

Fonte: Seabra er al. (2017).

As plantas foram elevadas a condi¢do de capacidade de campo e apos
24 h as solugdes foram aplicadas no substrato das plantas, num regime de trés aplicagdes
com intervalos de 24 h entre cada aplicacdo (Figura 3), com volume de 30 mL de solu¢do
em cada planta. Apds a ultima aplicacdo, as plantas sofreram déficit hidrico severo, ndo
sendo irrigadas até o término da pesquisa. O experimento deve 22 dias de duragdo e o
encerramento foi definido apds a percep¢do da mortalidade acelerada das plantas. A
mortalidade foi determinada com a identificacdo de sintomas visiveis de deterioragdo.
Tais sintomas ocorreram por murchamento das folhas e caule, com aparéncia enrugada,
seguida com amarelecimento das folhas e secagem. A quantificacdo ocorreu com a

identificacdo da completa descoloracdo das folhas e morte dos 6rgaos da planta.
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Figura 3 - Representacdo metodoldgica da aplicacdo das solugdes de MSNO nas plantas

jovens de Khaya grandifoliola. Onde: ap = aplicacdo.
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O conteido relativo de &4gua (CRA) foi determinado segundo
IRIGOYEN et al., (1992). A coleta foi feita as 8:00h no décimo quinto dia apds a
instalacdo do experimento. Por¢des da folha mais nova completamente expandida foram
pesadas para determinacdo da massa fresca (MF). As amostras foram transferidas e
mergulhadas em béqueres contendo 50 ml de dgua sob temperatura ambiente durante 6
(seis) horas. Decorrido o tempo, as amostras foram retiradas dos béqueres, secas com
papel toalha e aferidas suas massas para obtengdo da massa turgida (MT). Para obtengdo
da massa seca (MS), as porcdes foliares das plantas, foram transferidas para sacos de
papel e secas em estufa a 60°C durante 24 horas. O calculo do C.R.A. foi feito com base

na expressao matematica abaixo:
CRA = (MF-MS /MT - MS) * 100

A andlise de trocas gasosas foi feita por meio do analisador portétil de
gases por infravermelho (IRGA) modelo LICOR 6400 XT (Biosciences, Lincoln NE,
EUA) conectado a uma cAmara 6 cm” sob radiagdo fotossinteticamente ativa saturada

(1500 umol m? s suficiente para saturar a fotossintese das mudas de K. grandifoliola.
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As andlises de trocas gasosas foram realizadas na folha mais jovem totalmente expandida,
no inicio da manhi de dias ensolarados (7 — 10h) e foram obtidas a taxa fotossintética
liquida (A), condutincia estomdtica (gs), concentracdo intercelular de CO» (Ci),
transpiracdo (E), eficiéncia no uso da dgua (EUA = A/E) e eficiéncia instantanea de
carboxilacdo (k=A/Ci) das mudas. As trocas gasosas foram avaliadas dois dias apds a
terceira aplicacdo das solucdes e no final do periodo de avaliacdo.

A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada utilizando um fluordémetro
OS1p (OptiSciences Inc., Hudson, EUA), realizada no inicio e final da experimentacao,
tal como a andlise de trocas gasosas, que ocorreram aos dois e dezessete dias apds a
terceira aplicacdo de MSNO. As andlises ocorreram em folhas jovens totalmente
expandidas, na face abaxial, evitando-se a nervura central (SHIMIZU et al., 2006). As
plantas foram mantidas no escuro por 15 min, com clipes especificos para a medida da
fluorescéncia inicial (Fo). Em seguida, a fluorescéncia maxima (Fm) foi analisada apds
pulso de irradiancia saturante e a fluorescéncia varidvel (Fv) (Fv = Fm - Fo). As andlises
foram feitas no periodo da manha, entre as 7:00 h — 10:00 h.

As medicdes da condutincia estomdtica foram realizadas no terco
médio da primeira folha totalmente expandida, na face abaxial, no periodo matutino (entre
as 7-10 h), com auxilio de um porémetro SC-1, desenvolvido pela METER Group, cujas
medi¢des de condutincia estomdtica sdo obtidas em trinta segundos, composto uma
presilha munida de uma camara provida de sensores de umidade e de temperatura. Foram
realizadas cinco andlises no decorrer do periodo de experimentagao a cada trés dias.

O teor de prolina foi determinado com base no Protocolo de CARILLO
e GIBON (2011), cuja extracdo € feita com dlcool etilico 70%. Foram coletadas amostras
frescas de 100 mg de folhas e posteriormente macerado com N2 liquido, diluido em etanol
70% e os extratos incubados a 96°C com ninhidrina em meio 4cido e andlise
espectrofotométrica utilizando-se o leitor de microplacas (Molecular Devices, modelo
Spectra Max Plus 384) a 520 nm.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e se significativo, foi
realizado a anélise de regressdo linear ou nao-linear. Os modelos de regressdao foram
definidos pela significancia dos coeficientes, ao qual foi testado pelo teste t; critérios de
AIC e BIC, coeficiente de determinagio (R?) e sentido biolégico. As pressuposicdes de
normalidade dos erros e homogeneidade das variancias foram testadas por Shapiro-Wilk
e Bartlett, respectivamente. Todas as andlises foram realizadas com o auxilio do software

R (R CORE TEAM, 2021) e os pacotes seedreg (SHIMIZU, GUARIZ; GONCALVES,
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2021) e AgroR (SHIMIZU, MARUBAY ASHI; GONCALVES, 2021). Foram utilizadas
cinco repeticdes para o cdlculo do CRA e para a determinacao do teor de prolina e quinze
repeti¢des para a determinagdo da fluorescéncia da clorofila, trocas gasosas e condutancia
estomdtica.

Com base nos modelos de regressdes, foram estimados os pontos de
maximo da curva para condutincia estomdtica, considerada como sendo a concentracao
Otima para que ocorra o dpice da condutancia estomdtica e foi estimada pela funcdo
predict do software R (R CORE TEAM, 2021), simulando 10.000 observacdes dentro do
intervalo estudado. De forma a facilitar o entendimento dos efeitos dos fatores, ainda que
ndo significativo para um deles, foi representado como grafico de superficie de resposta.
Todas as andlises foram realizadas pelo software R (R CORE TEAM, 2021).

A andlise de mortalidade foi realizada por meio de teste de comparacao
de médias, através do teste de Tukey a 5% de probabilidade, onde a contagem de plantas

mortas foi realizada no final do experimento.

3. RESULTADOS
A concentragdo de 0,2 mM de MSNO foi promissora para a manuten¢ao

do aparato fisiol6gico das mudas de K. grandifoliola bem como para a sobrevivéncia
delas mediante ao déficit hidrico severo imposto, como podemos observar na figura 4.

A mortalidade foi avaliada no final da experimentacdo, por contagem
simples das plantas que ndo resistiram aos efeitos do déficit hidrico. Percebemos, que as
maiores redugdes ocorreram nos tratamentos testemunha e para as plantas que receberam
a dosagem de 0,4mM de MSNO. Somente o tratamento com dosagem de 0,2 mM de

MSNO manteve todas as plantas vivas.

Figura 4 - Efeito das dosagens de MSNO livre no percentual de sobrevivéncia de plantas

jovens de K. grandifoliola sob estresse hidrico severo.
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De acordo com a analise de varidncia (Tabela 1) foi observado efeito
significativo (p<0,10) das doses de MSNO nos parametros Al (fotossintese liquida
realizada no inicio da experimentacdo), A2 (fotossintese liquida realizada no fim da
experimentacdo), Cil (concentracdo interna de CO»), E1 (transpiracao realizada no inicio
do experimento), E2 (transpiracdo realizada no fim do experimento), Ci/Cal (razdo
concentragdo interna/concentracdo externa de CO»), CRA, EUA1 (eficiéncia no uso da
dgua no inicio do experimento), EUA2 (eficiéncia no uso da dgua no inicio do
experimento) e K2 (eficiéncia instantanea de carboxila¢do no final do experimento). As

demais varidveis ndo apresentaram efeito das doses.

Tabela 1 - p-valor do teste F da andlise de variancia, média geral e coeficiente de variacio

dos parametros avaliados no presente experimento.

Al A2 Cil Ci2 El E2 Ci/Cal Ci/Ca2 CRA
p- 0,077 0,004 0,092 0,3235 0,009 0,021 0,074 0,328 0,049
valor
Média 6,62 1,83 222,82 156,43 2,30 043 0,57 0,39 0,34
Ccv 31,25 60,63 16,24 50,32 35,25 58,89 16,29 50,05 28,80
(%)

EUA1 EUA2 EUAil EUAi2 Kl K2 Fv/Fml Fv/Fm2
p- 0,089 0,061 0,054 0,407 0.365 0,033 0,201 0,505

valor

Média 3,00 4,44 91,40 158,82 0,32 0,17 0,69 0,67
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Ccv 20,71 29,92 11,84 23,02 31,17 42,65 10,33 17,2

(%)
Onde: Al e A2: pmol m? s!; Cil e Ci2: ymol m2 s!; E1 e E2: pmol m? s!'; EUA1 ¢ EUA2: pmol
COy/mmol H,0; EUAII e EUAi2: pmol CO»/mmol HO; k1 € k2: pmol CO> m? 57! Pa’l; CRA: %.

Dessa forma, as varidveis que apresentaram efeito significativo, para a
primeira avalicdo sdo mostradas a seguir. Para a varidvel Al, mesmo tendo efeito
significativo das doses, ndo houve tendéncia que explicasse o comportamento fisiolégico,
por esse motivo foi gerado um grédfico de descricio com as médias dos valores
observados. A fotossintese liquida realizada no inicio do periodo de experimentacdo
mostra um destaque para as maiores dosagens de MSNO, sobretudo para a dosagem de

0,2 mM (Figura 5).

Figura 5 - Fotossintese liquida (A1) de mudas de K. grandifoliola sob estresse hidrico

em funcdo de diferentes doses de MSNO em mM. Barras indicam erro-padrao.
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A varidvel Cil apresentou tendéncia quadrédtica com médxima resposta
na dose estimada de 0,305 mM e resultado em resposta de 236,26 umol m™ s™! (Figura 6).
Percebe-se que a maior Cil observada no inicio da experimentacdo, estd atrelada ao
aumento verificado na taxa de assimilacdo de CO2 (Al), em outras palavras, o aumento
na taxa de assimilagdo de CO2 (Al) esta relacionado a maior concentracdo de CO>

constatada no interior das folhas.

Figura 6 - Concentracdo intercelular de CO> (Cil) de mudas de K. grandifoliola sob
estresse hidrico em fungdo da dose de MSNO em mM. Barras indicam erro-padrao.

136



© y=204,0109+211,3946x - 346,4057x° R*=0,94

240
< 230
7]
=
S 220
E
- 2104
S

2001

0.0 0.1 0.2 0.3 0,4
Dose (mM)

Para E1 (Figura 7), o modelo de Brain-Counses de 5 parametros
representou melhor o comportamento dos dados, estimando o ponto maximo em 0,27 mM
e resposta de 3,34 umol m? s, A transpiracio observada para o inicio do periodo de
experimentacdo manteve maior incremento conforme aumento da dosagem de MSNO

mantendo comportamento similar as varidveis Al e Cil.

Figura 7 - Taxa transpiratéria (E1) de mudas de K. grandifoliola sob estresse hidrico em

funcdo da dose de MSNO em mM. Barras indicam erro-padrao.
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Para razdo Ci/Cal (Figura 8), a tendéncia quadratica explicou melhor o
comportamento dos dados, obtendo médxima resposta de 0,61 na dose estimada de 0,21
mM. A relacdo da concentracdo interna e externa de CO» (Ci/Cal) aumentou conforme

aumentou a concentragdo de MSNO, tendo a concentracdo de 0,2 mM em evidéncia.
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Figura 8 - Razdo Ci/Cal de mudas de K. grandifoliola sob estresse hidrico em funcdo da
dose de MSNO em mM. Barras indicam erro-padrio.
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Para EUA1 (Figura 9), a tendéncia quadratica também se apresentou
como o melhor modelo, todavia, houve decréscimo com o aumento da dose, obtendo
minima resposta na dose de 0,27 mM e resposta de 2,78 umol CO2/mmol H>O. As
diferentes dosagens geraram valores inferiores quando comparados com o tratamento
testemunha, concitando auséncia de efeito do MSNO para a manutencdo do equilibrio

hidrico.

Figura 9 - Eficiéncia no uso da dgua (EUA1) de mudas de K. grandifoliola sob estresse
hidrico em fun¢do da dose de MSNO em mM. Barras indicam erro-padrao.
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O comportamento quadritico também foi observado para EUAIl
(Figura 10), com resposta de 82,42 umol CO2/mmol H>O e 0,23 mM. Embora o
comportamento de EUA1 e EUAIl sigam o mesmo comportamento, os decréscimos
observados na EUAI1, vao em desencontro aos reflexos dos aumentos observados na taxa

de assimilacdo de CO» (Al) e na transpiracdo (E1) das plantas de K. grandifoliola.

Figura 10 - Eficiéncia intrinseca no uso da dgua (EUAIl) de mudas de K. grandifoliola
sob estresse hidrico em fung¢do da dose de MSNO em mM. Barras indicam erro-padrao.

© y=103,9324 - 137,6961x+220,3484x> R?=0,9

1101
o

[
L
g 1001
£
~—

o
o)
O
S 901
€
2
<
o
w80

0.0 0,1 0.2 0,3 0.4
Dose (mM)

Os resultados da segunda avaliacdo, ou seja, as leituras que ocorreram
no fim do periodo de experimentacio que apresentaram efeito significativo, sdo
mostradas a seguir. A taxa fotossintética (A2) (Figura 11) apresentou tendéncia
quadritica com mdaxima resposta na dose estimada de 0,19 mM com resposta de 2,42
umol m? s, A A2 foi significativamente menor nas plantas que receberam a maior
dosagem de MSNO, seguida pelo tratamento testemunha, sendo que o maior incremento

foi percebido para a dosagem de 0,2 mM.

Figura 11 - Fotossintese liquida (A2) de mudas de K. grandifoliola sob estresse hidrico
em funcdo da dose de MSNO em mM. Barras indicam erro-padrao.
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Seguindo 0 mesmo comportamento, a transpiracdo E2 (Figura 12),

apresentou a tendéncia quadritica como melhor ajuste, com maxima resposta de 0,53

pumol m™ s na dose estimada de 0,18 mM. A E2 seguiu o mesmo comportamento da A2,

mantendo aumento substancial para a dosagem de 0,2 mM.

Figura 12 - Taxa transpiratéria (E2) de mudas de K. grandifoliola sob estresse hidrico

em fun¢do da dose de MSNO em mM. Barras indicam erro-padrao.
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Para EUA2 (Figura 13), a tendéncia quadratica também se apresentou

como o melhor modelo, contudo houve aumento da resposta com o aumento da dose,

obtendo maxima resposta de 4,84 pmol CO/mmol H>O na dose de 0,12 mM.

Diferentemente ao observado no inicio da experimentacio, EUA2 seguiu o
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comportamento de A2, sendo justificado pelos valores que se diferenciaram entre as

dosagens para as duas varidveis.

Figura 13 - Eficiéncia no uso da dgua (EUA2) de mudas de K. grandifoliola sob estresse
hidrico em fun¢do da dose de MSNO em mM. Barras indicam erro-padrao.

© y=4,482423+5851645x—24,16493x° R?=0,95

EUA2 (umol CO,/mmol H,0)
N

0,0 0,1 0.2 0,3 0,4
Dose (mM)

O comportamento quadratico também foi observado para efici€ncia
instantanea de carboxilagiio k2 (Figura 14), com maxima resposta de 0,23 pmol CO2 m™
s! Pa!, e dose de 0,19 mM. A eficiéncia de carboxilagao geralmente esta correlacionada
com a atividade da Rubisco, fato que leva a similaridade de comportamento os valores
observados para A2.

Figura 14 - Eficiéncia instantanea de carboxilagcao (k2) de mudas de K. grandifoliola sob

estresse hidrico em fun¢do da dose de MSNO em mM. Barras indicam erro-padrao.
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Para a condutancia estomatica (gs) (Figura 15), foi possivel ajustar um
modelo de superficie de resposta, cuja varidvel dependente € a condutancia estomatica e
a variavel independente € o tempo e a dose. Assim, o modelo pode ser expresso pela
equagdo (Z=104.73+321.203d-695.092d2—7.347t). O ponto maximo estimado foi de
127,12 mol m? s na dose estimada de 0,23 mM e no tempo de 2 dias apés a aplicagio,
sendo que apds esse tempo, houve decréscimo desse parametro.

Para condutancia estomdtica (Figura 15) foram observadas respostas
semelhantes, em que as plantas que estavam sob ac¢do da solu¢cdo de 0,2 mM de MSNO

apresentaram médias superiores em relagdo as plantas sob outras concentragdes sob efeito

de déficit hidrico.

Figura 15 - Modelo de superficie de resposta para varidvel condutancia estomatica (mmol
m? s!) em funcdo do tempo e da concentracio.
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Por fim, para CRA, foi observada méaxima resposta na dose de 0,19 mM
e resposta de 0,42 (Figura 16). O Contetdo Relativo de Agua (CRA) emerge como uma
métrica relevante nas investigacdes das condi¢des hidricas em plantas, sobretudo em
cendrios de escassez de dgua, refletindo o teor hidrico presente nas folhas. A medida que
o déficit hidrico se acentua, a planta enfrenta uma desidratacdo do protoplasma, com
potenciais impactos adversos nos processos vitais de crescimento celular, destacando a
importancia do CRA como indicador crucial em estudos cientificos. Tal como apontado

para outras varidveis, a dosagem de 0,2 mM apresentou maior relevancia no que se refere

a resisténcia das plantas ao estresse hidrico severo.

Figura 16 - Contetdo relativo de 4gua (CRA) em funcdo da dose de MSNO em mM.

Barras indicam erro-padrao.
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Para a determinacao do teor de prolina (Figura 17), a tendéncia quadratica
explicou melhor o comportamento dos dados, como pode ser observado a seguir.

A relagao entre o teor de prolina e 0 CRA pode ser entendida da seguinte
maneira: O CRA é uma medida que reflete a quantidade de dgua presente nas células das
plantas em relacio 2 maxima quantidade de dgua que as células podem conter. A medida
que o estresse hidrico aumenta, o CRA tende a diminuir, indicando que as células estao
perdendo 4dgua devido a transpiracdo excessiva ou falta de suprimento hidrico adequado.
Em situacdes de escassez de dgua, as plantas frequentemente aumentam a sintese de
prolina que atua como um osmoprotetor, ajudando a manter o equilibrio osmoético nas
células e isso permite que as plantas conservem a dgua em suas células. Em geral, hd uma
relacdo inversa entre o teor de prolina e 0 CRA. Quando o CRA diminui devido ao déficit
hidrico, o teor de prolina tende a aumentar como parte da resposta adaptativa da planta
para preservar a hidratacao celular. Em outras palavras, a medida que o CRA diminui o

teor de prolina geralmente aumenta.

Figura 17 - Teor de prolina em fun¢do da dose de MSNO em plantas de K. grandifoliola

submetidas a déficit hidrico severo.
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Como apresentado na figura 4, a dosagem de 0,2 mM de MSNO alcangou
sobrevivéncia de todas as plantas, fornecendo resisténcia e vitalidade para os individuos
testados. Percebemos que as plantas do tratamento testemunha tiveram um processo
escalonado de sintomas que culminaram com a morte das plantas (figura 18), seguindo
de murcha foliar e perda da rigidez foliar, amarelecimento das folhas e consequente
reducdo na atividade fotossintética, enrolamento das folhas, secagem das extremidades

das folhas e reduzida capacidade de produgdo de folhas novas.

Figura 18 - Plantas jovens de K. grandifoliola submetidas ao déficit hidrico severo. A
planta da esquerda representa o tratamento testemunha e a planta da direita recebeu a
dosagem de 0,2 mM de MSNO.
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4. DISCUSSAO

Em virtude do tempo curto de avaliacdo, ascendido pelo déficit hidrico
severo imposto as plantas, ndo foi realizada a andlise de crescimento das plantas de K.
grandifoliola, como por exemplo, massa seca da parte aérea e raiz. Porém, € notério na
literatura que plantas submetidas a deficiéncia hidrica apresentam menor crescimento
quando comparadas aquelas que ndo sdo impostas a esse tipo de estresse, mostrando
menor incremento de massa seca total das plantas.

Tal constatacdo € elucidada por Felippe et al. (2020), no qual relatam
que, quanto menor a disponibilidade de dgua, menores foram os valores de fotossintese,
condutancia estomdtica e transpiracdo observados no plantio de mudas de Eucalyptus
dunnii, além do aumento de mortalidade no plantio e redu¢ao do crescimento das plantas
na fase inicial de estabelecimento, como também mantém efeito negativo na producgdo de
mudas florestais nativas, como visto em Amburana cearensis (ALMEIDA et al., 2014),
Hymenaea courbaril e Hymenaea stigonocarpa (LUZ et al., 2023), Anadenanthera
colubrina (ARAUIJO, 2022), Erythrina velutina (FERNANDES et al., 2022), Luehea
divaricata (DUTRA et al., 2018) e Handroanthus impetiginosus (OLIVEIRA et al.,
2020).

Pela anélise da clorofila a, ndo foi observado diferenca estatistica para
a relacdo Fv/Fm através das dosagens de MSNO durante o amanhecer em plantas de K.
grandifoliola, sendo assim concluimos que a eficiéncia fotoquimica maxima do PSII
(Fv/Fm) nao foi afetada pelo estresse hidrico.

O NO atuou de maneira positiva nas plantas de K. grandifoliola em seus
diversos processos fisiolégicos sob condicdes de déficit hidrico. O NO € produzido nas
mitocondrias, cloroplastos e nos peroxissomos, sendo uma molécula lipofilica e pequena
como o etileno, capaz de mover-se facilmente entre as células. No entanto, dependendo
do nivel de concentracdo, o NO pode ser considerado prejudicial as plantas ou atuar de
forma benéfica com efeito antioxidante. A aplicacdo de NO exdgeno pode mitigar a
diminuicdo da capacidade fotossintética em plantas, causada por uma variedade de
estresses abidticos, como no caso o estresse hidrico. A grande capacidade do NO de
interagir e modificar diferentes alvos dentro das células vegetais deve estar relacionado
aos vdrios papéis desse radical livie (AMANCIO et al., 2022).

Conforme descrito por Salgado et al. (2017), por apresentar um elétron

desemparelhado, o NO pertence a familia das espécies reativas de nitrogénio (RNS),
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podendo interagir com outras moléculas reativas como as espécies reativas de oxigénio
(EROs), eliminando-as diretamente da célula. O estresse oxidativo causado pela producdo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) € uma das respostas que as plantas apresentam
frente a esses estresses ambientais. Quando as EROs sdo produzidas e acumuladas, como
por exemplo o anion superéxido (0%) e o peréxido de hidrogénio (H20>), a planta sofre
desequilibrio redox, gerando danos como reducdo da efici€éncia do fotossistema I, com
consequente queda na assimilacdo de CO: e na formacdo de biomassa, acarretando a
morte celular da planta.

De posse dos resultados das andlises realizadas no inicio da
experimentacao, apos o fornecimento das solu¢cdes com MSNO percebemos os beneficios
alcancados advindos do fornecimento de NO via doador, frente aos efeitos da condic¢do
estressante imposta as plantas.

A transpiracdo das plantas de K. grandifoliola aumentou de forma
substancial com a elevacdo da dosagem fornecida, registrando-se maiores valores de
transpiracdo para a concentracio de 0,2 mM (Figura 7), notando-se voluptuoso
incremento quando comparado com o tratamento testemunha. Percebemos que a menor
transpiracdo das plantas correlacionou-se com os maiores resultados para a EUAIl,
mostrando a capacidade de reduzir a transpiracdo de suas folhas em resposta ao estresse
hidrico, fechando parcialmente seus estomatos para limitar a perda de dgua, preservando
assim, a dgua disponivel no solo.

Conforme figura 6, percebemos que houve diferenca significativa na
concentragao interna de CO (Cil) entre as solugdes praticadas. A Cil no meséfilo foliar
¢ reduzida pelo fechamento estomatico, com consequente diminuicdo na taxa de
assimilacdo de dioxido de carbono, neste sentido, a maior Cil observada para a
concentracao de 0,2 mM, estd atrelada ao aumento na taxa de assimilacdo de CO»
registrado para essa mesma concentragao.

A relacdo da concentracdo interna e externa de CO» obtida no inicio da
experimentacdo (Ci/Cal) foi afetada pelas diferentes dosagens de MSNO no regime
severo de restricdo hidrica. Através dessa relacdo pode-se constatar a eficiéncia ou
ineficiéncia das reagdes metabdlicas de fixa¢do de carbono, sendo que quanto mais se
aproximar de 1,0, menos eficiente € esse processo, em razao de problemas na maquinaria
fotossintética, sendo possivel inferir se estd ocorrendo limitacdo difusional ou
bioquimica. O aumento da relagdo Ci/Ca com o aumento da concentragdo de MSNO

indica que em tempo curto de acdo, ndo foi capaz de manter a eficiéncia do seu aparato
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bioquimico a fim de evitar a reducdo de sua assimilagdo de carbono (GUERRA et al.,
2017). Tal comportamento mostra-se correlacionado com os resultados percebidos para
EUAL.

Assim, podemos afirmar que os valores em Ci/Ca observados sob as
diferentes concentragdes devem-se a minimizacao dos efeitos do estresse hidrico sobre as
plantas e a uma maior eficiéncia das reacdes de fixacdo de CO,. Tal como observado
neste trabalho, Morales et al. (2015) verificou que a razdo Ci/Ca apresentou resultados
semelhantes ao CO; intercelular, reduzindo seus valores com o aumento da intensidade
do estresse em plantas de tomateiro submetidas ao estresse hidrico. Ainda segundo o
autor, a reducdo na atividade fotossintética pela menor assimilacio do CO; e a
senescéncia das folhas sdo indicadores do efeito do déficit hidrico sobre uma cultura, ao
que, deve-se a menor disponibilidade de CO: no interior da folha, causada pelo
fechamento dos estdmatos em resposta ao decréscimo na disponibilidade de d4gua no solo,
como também o fechamento dos estdmatos, a alteracao na sintese de clorofila, alteracdes
funcionais e estruturais em cloroplastos e disttirbios nos processos de acumulacdo,
transporte e distribui¢do de assimilados.

Ja Felippe et al. (2020) aponta que essas diferencas nos valores de
Ci/Ca, € possivel inferir que durante o periodo de avaliacdo a redugao da fotossintese nao
foi somente estomadtica, havendo danos ao aparato fotossintético.

Para EUAI1 (Figura 9), o uso de formulacdes de MSNO apresentou
resultados ndo satisfatérios, entregando valores inferiores aos comparados com o
tratamento testemunha, nao induzindo melhora para a manuteng¢ao do equilibrio hidrico.
Afinal, sabe-se que plantas com alta efici€éncia no uso da d4gua tém uma melhor capacidade
de manter a fotossintese, o que, por sua vez, afeta positivamente seu desenvolvimento
inicial, mesmo em condig¢des de disponibilidade limitada de 4gua.

Para Ferraz et al. (2012), a relag@o entre a fotossintese e a transpiracao
indica a eficiéncia instantanea no uso de dgua (EUA), em que os valores observados
relacionam a quantidade de carbono que a planta fixa, por cada unidade de dgua que
perde, assim, os decréscimos observados na EUA1, sdo reflexos dos aumentos observados
na taxa de assimilacdo de CO> e na transpiragdo das plantas de K. grandifoliola. Ainda
como relatado pelos autores, as trocas gasosas sdo influenciadas pelas condicdes
climaticas e as diminuicdes registradas na EUA1 podem estar atreladas a variagdes na
radiacdo solar acumulada e na temperatura do ar, bem como na reducdo da umidade

relativa do ar.
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Tal como ocorreu com a EUA1, a diminui¢do nos valores da efici€éncia
no uso da dgua intrinseca (EUAIl) (Figura 10) para a dosagem de 0,2 mM € resultado da
relac@o ndo linear entre a assimilacdo de carbono (A) e a condutancia estomatica (gs), iSSO
indica que a perda de 4gua ocorre antes e mais intensamente do que a inibicdo da
fotossintese, evidenciando que mesmo com os estomatos abertos e havendo perda de dgua
através da transpiracdo, a planta consegue fixar carbono para producdo de
fotoassimilados.

Notadamente, em andlise dos resultados obtidos no fim do periodo de
experimentacdo, percebemos aumento da fotossintese (A2) sob efeito da dosagem de 0,2
mM, mantendo as taxas elevadas mesmo em condi¢cdes de estresse hidrico severo. A
reducdo da assimilacdo de CO> em plantas em condicdes de deficiéncia hidrica ocorre,
entre outros fatores, devido ao fechamento estomdtico, fato apontado por Leite et al.
(2019), porém, o uso de MSNO 0,2 mM atenuou os efeitos negativos do déficit hidrico
na assimila¢do de COa», isso pode ocorrer porque nesta dosagem o doador de NO foi capaz
de estimular o transporte de elétrons durante a fase fotoquimica da fotossintese
(PROCHAZKOVA et al., 2013; ANTONIOU et al., 2020). Além disso, o fornecimento
exégeno de NO promove incrementos na atividade da enzima ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase - RuBisCO (SIDDIQUI et al., 2020), contribuindo para a melhoria
da assimilag¢do de COa.

Para Dalastra et al. (2014), o aumento na taxa de assimilacdo de CO»
(A) esta relacionado a maior concentragdo de CO; constatada no interior das folhas, o que
pode decorrer também do fechamento estomético, em resposta aos estresses abidticos. A
concentragdo interna de CO: (Ci) no meséfilo foliar € reduzida pelo fechamento
estomadtico, com consequente diminui¢cdo na taxa de assimilacdo de di6xido de carbono,
neste sentido, a maior Ci observada para a concentragdo de 0,2 mM, estd atrelada ao
aumento verificado na taxa de assimilacdo de CO; registrado para a mesma concentragao.

Algumas caracteristicas fisiologicas das plantas sao alteradas quando a
planta se encontra em déficit hidrico, como a atividade fotossintética, por isso foi
verificado taxas fotossintéticas inexpressivas para as demais concentracOes quando
comparadas com a concentragdo de melhores indices (0,2 mM), fato que pode ser
justificado pela redu¢do do funcionamento estomdtico, o que afeta a assimilagdo do
carbono atmosférico e sua consequente fixacao pela enzima Rubisco. Em face ao exposto,
diversas pesquisas mostram que a manipulagdo dos niveis enddgenos de NO,

principalmente através de doadores exdgenos tém demostrado um imenso efeito na

149



tolerancia das plantas em vdrios estresses, inclusive no déficit hidrico (AMAN ClIO et al.,
2022).

O efeito do doador MSNO, manteve as maiores taxas de transpiracao
(Figura 12) em torno da concentracdo de 0,2mM, estando em consondncia com as
varidveis fotossintese liquida, condutancia estomdtica e conteddo relativo de 4dgua. A
transpiracdo foliar foi reduzida nas demais concentracdes, assim, com intuito de evitar a
desidratacdo da planta, ocorreu o fechamento estomdtico para reduzir a perda de dgua,
desta maneira reduzindo consequentemente a absor¢ao de CO; e a fotossintese liquida,
resultando num deficiente emparelhamento fisiolégico, quando comparado ao alcangado
pela concentracdo de 0,2 mM, mostrando respostas semelhantes nas plantas sob déficit
hidrico em fun¢do das concentragdes de MSNO.

De forma semelhante ao encontrado nesse estudo, Leite et al. (2019)
mostraram que os efeitos negativos do déficit hidrico em plantas de Physalis angulata sao
dependentes da concentracao exdgena de 6xido nitrico, no qual a espécie apresentou
desempenho negativo quando cultivada em condi¢des de déficit hidrico, porém, baixas
concentragdes micromolares de nitroprussiato de s6dio foram capazes de atenuar esses
efeitos, acarretando melhores resultados com 25 um.

Publicacdes apontadas por Aguiar ef al. (2015), tém demonstraram que
o NO exdégeno aumenta a tolerdncia a seca. Esses resultados sugerem que a aplicacio
exdgena de NO pode dar as plantas uma maior tolerancia a condi¢des de estresse hidrico,
favorecendo o aumento do crescimento da muda, mantendo um alto teor de dgua e
diminuindo o dano oxidativo pela producao de enzimas antioxidantes. Porém, altas doses
de NO (como 0,4 mM MSNO) podem aumentar o efeito do estresse, resultado de uma
superproducao de EROs e uma ineficiente capacidade de controlar as espécies que reagem
ao oxigénio através da expressdo de sistemas antioxidantes.

Os dados de EUA2 mostraram comportamento diferente quando
comparado com a andlise realizada no inicio da experimentacdo. Conforme a Figura 13,
verifica-se que o uso eficiente da dgua em plantas estressadas pela caréncia hidrica, foi
favorecido com a concentracio de 0,2 mM, corroborando com os dados observados na
taxa de transpiracdo, que alavancou incremento dessa variavel nas plantas sob efeito dessa
concentragdo.

Essa retomada dos valores na eficiéncia do uso da dagua pelo
incremento de 6xido nitrico no tecido da planta pode ser vista como melhoria do

desempenho fotossintético, considerando que houve maior abertura estomadtica, bem
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como, maior perda de dgua por transpiragdo para permitir a difusdo de CO» do meio para
o mesofilo foliar. Além disso, conforme elucidado por Fahad et al. (2015), a agdo do NO
como agente sinalizador pode promover o uso eficiente de d4gua nas plantas condicionadas
ao estresse hidrico através de sinais para o aumento de ABA, culminando na regulacdo
das células guardas a fim de reduzir a perda de 4gua em funcdo do estresse, ajustando o
emparelhamento fotossintético ao CO» fixado e consequentemente na sintese organica.

Conforme apresentado por Jacinto Junior et al. (2019), a eficiéncia no
uso da dgua (EUA) e a eficiéncia no uso da dgua intrinseca (EUAI) sdo indices que
permitem definir como o0s estdmatos estdo sendo controlados durante o processo
metabdlico, dessa forma, essas varidveis tém apresentado uma grande importancia na
categorizacdo de plantas tolerantes a seca, quando estas sao submetidas a condi¢des de
escassez e reidratacdo. Ainda segundo os autores, em situacdes de escassez hidrica,
plantas que conseguem perceber os estimulos ambientais e convergem rapidamente
esforcos para reduzirem a perda de dgua por meio dos seus estdmatos, mantendo-as assim
pelo menos temporariamente, apresentam bom comportamento fisiolégico ao manterem
taxas fotossintéticas razodveis, sendo assim, a EUA € uma varidvel importante que
descreve esse comportamento.

A eficiéncia no uso da dgua (EUA) relaciona o somatério de biomassa
acumulada pela unidade de dgua utilizada. Fisiologicamente isso pode ser definido como
a relagcdo entre a taxa de carbono assimilada pela planta através da fotossintese (A) e a
quantidade de dgua perdida através da transpiracdo (E). Dessa forma, a EUA estd
associada ao conjunto de mecanismos de resiliéncia adotadas pelas plantas em condig¢des
de seca, assim percebemos que a reducdo de EUAI1 (Figura 9) para a concentracdo de
0,2mM indica que o estresse foi administrado com aplicabilidade para esta concentragao,
promovendo uma boa assimilagdo de gds carbonico com menor perda de dgua, denotando
maior tolerancia ao estresse hidrico.

A percepcao dos menores efeitos do estresse para a dosagem de 0,2 mM
com elevacdo verificada para a segunda andlise (Figura 13), como para as demais
concentragdes de 0 e 0,1 mM, apresenta maior tolerancia ao estresse hidrico e, portanto,
melhor capacidade de tolerdncia a seca em relacdo as demais concentracdes, indicando
que para a concentracdo de 0,2 mM, as plantas mantiveram os processos fisiolégicos e
metabdlicos essenciais para o seu desenvolvimento na condi¢@o de estresse, favorecendo

a manuten¢do da sua produtividade.
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Embora os efeitos da restricdo hidrica tenham afetado grandemente a
transpiracdo, tal como observado na andlise do final da experimentacdo (Figura 12), o
incremento na transpiracdo (E2) foi favorecido pela dosagem de 0,2 mM, sendo afetada
positivamente pela aplicagcdo de MSNO, com aumento desta varidvel seguido do aumento
de outras varidveis mencionadas, tal como visto para A2 e EUA2, por exemplo. Diante
disto, a maior taxa de transpira¢do observada pela dosagem de 0,2 mM explica o aumento
na condutancia estomadtica, concentracao interna de CO; e, consequentemente, a maior
taxa de assimilacdo de CO,, minimizando os dados causados pelo estresse através da
continuidade do desenvolvimento da planta. Resultados semelhantes foram observados
por Silveira et al. (2016), em que o NO melhorou a performance fotossintética da planta,
o que culminou em uma maior taxa de transpira¢do pela abertura estomatica permitindo
a difusao de CO; para o mesofilo foliar e, consequentemente maior taxa fotossintética.

Ja a eficiéncia instantanea de carboxilacdo estd diretamente relacionada
com a taxa de assimilagdo de CO: e sua concentracdo interna na folha, onde valores
superiores podem ser associados com o aumento na condutincia estomdtica, o que é
facilmente perceptivel através da figura 14, ocorrido em fung¢do da disponibilidade de
ATP, NADPH e do substrato para a Rubisco (SILVA et al., 2015). Dessa forma, podemos
associar os maiores valores da k2 (figura 14), encontrados nas plantas sob adiccdo de
solu¢do de 0,2 mM, ao fato de as mesmas estarem sob condi¢des hidricas adequadas,
contribuindo para a plena atividade do aparato fotossintético e atividade da enzima
Rubisco. Neste sentido, o aumento verificado na k2, deve-se aos incrementos registrados
na concentragdo interna de diéxido de carbono e aos ganhos na taxa de assimilacdo de
CO..

A razdo A/Ci ¢ um importante indicador que reflete a eficiéncia
instantanea de carboxilacdo, em que retrata a fotossintese liquida da planta a partir da
concentracdo interna de CO», em outras palavras, quando ndo ocorre uma limitagdo
difusiva por via estomdtica, o aumento de A/Ci significa aumento da eficiéncia
fotossintética da planta e consequente aumento na producdo de fotoassimilados
(AMARAL et al., 2021). A eficiéncia instantanea de carboxilagcdo obteve comportamento
semelhante com A2, com maiores eficiéncias sob acdo da solucdo de 0,2mM em plantas
de K. grandifoliola sob deficiéncia hidrica severa.

Resultado interessante foi observado por Campos et al. (2019) em seu
estudo com plantulas de alface submetidas a um curto periodo de estresse salino. Eles

observaram que os tratamentos adicionados de nitroprussiato de sédio conseguiram
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modular os danos causados pelo estresse salino, resultando em maiores niveis de
concentracdo interna de di6xido de carbono, bem como uma maior condutdncia
estomdtica, taxa transpiratéria e maior atividade da Rubisco, assim, os efeitos desse
doador de NO foram observados como parte de uma estratégia para manter o crescimento
das plantas sob condicdes de estresse, admitindo-se que a aplicagcdo de NO, dependendo
da concentragdo, pode gerar inimeros ganhos relacionados aos processos fisioldgicos no
tecido vegetal.

As varidveis de condutdncia estomdtica e transpiracdo sdo
correlacionadas pelo simples fato de que a medida que a planta abre seus estomatos para
fixacdo do CO; e realizac@o da fotossintese, temos a transpira¢do (perda de dgua) como
consequéncia desse processo (BARBOZA; TEIXEIRA FILHO, 2017). Os resultados
apresentados na presente pesquisa, indicam que a medida que houve imposi¢ao do déficit
hidrico, as plantas fecharam seus estdmatos, e como resposta, houve também reducio da
taxa transpiratdria, no entanto, é perceptivel que as plantas sob acdo da solucdo de 0,2
mM, mesmo sob condicdes de déficit, conseguiram manter seus estdmatos abertos para
fixacdo de CO, refletindo positivamente nos valores de fotossintese (Figura 15).

Tal comportamento ocorreu porque a presenca de NO no tecido vegetal,
provavelmente, inibe a sintese de ABA ao promover a nitrosilacdo e inativar a cinase
OST1, sendo essa proteina fundamental para regulacdo dos estdmatos, o que permitiria
maior fornecimento de CO> no mesofilo foliar para ocorréncia da fotossintese e dessa
forma manter ativos os processos voltados ao crescimento das plantas (WANG et al.,
2015).

Segundo Amaral et al. (2021) o ambiente que proporcionar maiores
valores de condutancia estomatica também serd o responsavel para maior transpiracao
devido a alta correlagdo positiva entre esses parametros. Essas alteracdes na abertura e
fechamento dos estdmatos sdo muito importantes, pois as plantas que sdo capazes de
exercerem esse controle ao serem expostas a restricdo hidrica podem ser mais
tolerantes/resistentes nessas condi¢oes, pois podem controlar a falta de dgua e a taxa de
assimilacdo de COz necessaria para a realizacdo da fotossintese (PACHECO et al., 2021).

Outra correlagdo importante é com a fotossintese liquida, visto que,
conforme apontado por Jacinto Junior et al. (2019) com a normalizagdo da condutancia
estomdtica favorecida pelo fornecimento de 0,2 mM de MSNO, a tendéncia € que as
plantas aumentem a producdo de proteinas que atuam diretamente na fotossintese, como

a Rubisco ativase e a proteina D1, auxiliando na transferéncia de elétrons durante a cadeia
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transportadora de elétrons por um aumento na eficiéncia do fotossistema II. Ainda
segundo os autores a reducdo da condutincia estomdtica percebida para os outros
tratamentos, foi influenciada pelo fechamento dos estdmatos para evitar a perda de dgua
0 que levou a uma diminui¢do na concentracdo interna de CO> e na transpiracdo que,
como consequéncia, limitou a quantidade de gds carbonico CO» requerida para a
fotossintese. Esse parametro € importante, pois permite identificar se a fotossintese estd
sendo limitada por meio de restricdes estomdticas ou por alteragdes quanto a morfologia
dos estomatos e do meséfilo que podem atingir, inclusive, os cloroplastos. Essas
alteracdes denotam que hd pouca disponibilidade de géds carbOnico para o processo
fotossintético, havendo limitagdo bioquimica da fotossintese.

Tal como observamos, com base nos resultados apresentados por Bakir
et al. (2022), os tratamentos com NO (200 um de nitroprussiato de sédio) para diminuir
o efeito negativo do déficit hidrico apresentaram resultados positivos nos parametros
morfolégicos em damasco (Prunus armeniaca var. Milord), com melhora expressiva nos
parametros de crescimento, como altura, didmetro, peso fresco e peso seco de raiz e parte
aérea e em parametros fisiolégicos como condutancia estomadtica, teor de clorofila total e
contetdo relativo de dgua.

Leite et al. (2022) ndo observaram diferencas estatisticas entre os
tratamentos (nitroprussiato de s6dio (SNP) a 0, 25 e 50 uM) para concentragdo interna de
carbono em plantas de Physalis peruviana expostas ao déficit hidrico, no entanto, o pré-
tratamento com SNP influenciou significativamente a assimilagdo de CO., condutancia
estomdtica e transpiragdo. Segundo os autores, a imposicdo do déficit hidrico reduziu
severamente a assimilagdo de CO, em plantas de P. peruviana, causando uma reducao de
64,4% em relagdo as plantas bem hidratadas, apesar disso, o pré-tratamento com ambas
as doses de SNP foi capaz de manter os niveis de assimilacdo estatisticamente iguais aos
de plantas bem hidratadas.

O tratamento com MSNO 0,2 mM foi o mais eficaz na manutencao de
potencial hidrico menos negativo, indicando o efeito priming da substancia utilizada nesta
concentragdo, com efeito atenuante observado em plantas, evidenciado pela manutencao
do turgor e da cor das folhas, promover o ajuste osmoético e mantendo os demais processos
fisiolégicos, como as trocas gasosas, estaveis. Em plantas ndo sensibilizadas por MSNO
0,2 mM, a deficiéncia hidrica resultou em murcha, abscisdo foliar e mortalidade,

evidenciando os efeitos negativos caracteristicos desse estresse (Figura 18).
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O contetdo relativo de dgua (CRA) ¢ uma das opcdes de verificar o
estado hidrico dos tecidos vegetais, sendo assim, utilizado para estimar o total de 4gua no
interior da folha, podendo ainda, determinar se a planta possui capacidade de tolerar a
seca (SILVA er al., 2018).

Naturalmente, em condicdo de estresse a planta ird apresentar reducao
na quantidade de dgua nas células, porém € interessante estudar praticas que amenizem
os efeitos resultantes das condi¢des adversas permitindo que a planta continue com suas
atividades, mesmo que de forma limitada (TAIZ et al., 2017), assim, o CRA variou com
as dosagens de MSNO, com valores preferiveis para a dosagem de 0,2 mM (Figura 16).
De forma contrastante, Leite et al., (2019) relatam que o CRA reduziu quando plantas de
Physalis angulata foram submetidas ao déficit hidrico e a aplicacdo exdgena de NO com
nitroprussiato de s6dio ndo promoveu a sua atenuacao.

O estado hidrico da planta estabelece relagdo direta entre aspectos
fisiolégicos da mesma e sua capacidade de desenvolvimento e crescimento e o déficit
hidrico prolongado induz redu¢do do conteido de d4gua no mesofilo (SILVA et al., 2018).
No entanto, os resultados revelam que a dosagem de 0,2 mM tem a capacidade de
promover o ajuste osmoético a fim de manter d4gua nos tecidos vegetais, possibilitando a
planta tolerar o nivel de deficiéncia hidrica imposto.

Este experimento demonstrou que a diminui¢cao do potencial hidrico da
folha aumentou os niveis de prolina (Figura 17) devido o mesmo ter a fun¢do de ajustador
osmdtico em plantas sob desidratac@o e assim, os niveis de prolina foram mais baixos na
presenca de 0,2 mM de MSNO, sendo inversamente proporcional ao efeito sobre o CRA.
De forma geral, a presenca de 6xido nitrico e prolina podem ocorrer em paralelo ou de
forma colaborativa, onde o 6xido nitrico atua como sinalizador do estresse e a prolina
como um regulador osmético frente ao estresse hidrico (SU et al., 2018).

A prolina, além de sua fungdo como composto antioxidante,
desempenha um papel significativo como osmorregulador em plantas e atua de vdrias
maneiras para proteger as plantas contra os danos causados pelas EROs e para facilitar a
adaptacdo em condi¢des de déficit hidrico. A acumulacio desse aminoacido desempenha
um papel fundamental na manutengdo do turgor celular em situagdes de escassez de dgua.

A prolina é armazenada tanto no vacuolo quanto no citosol,
promovendo assim um equilibrio osmético crucial entre a célula e seu ambiente
circundante. Esse equilibrio osmético € essencial para assegurar a retencdo de dgua nas

células vegetais, uma vez que a prolina reduz o potencial hidrico da célula. Em suma, a
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prolina atua como um osmoélito que contribui significativamente para manter o turgor
celular, tanto pela acumulacdo nos vactiolos quanto no citosol, proporcionando um
equilibrio osmético vital. Isso ndo apenas ajuda a proteger a planta contra estresses, mas
também facilita sua adaptacdo em condi¢des desfavordveis, como déficit hidrico (TAIZ
et al., ZEIGER, 2017; MEENA et al., 2019).

Além de seu papel essencial no ajuste osmdtico, a prolina desempenha
uma fun¢do crucial como osmoprotetora. Ela atua como um escudo protetor para as
células vegetais, mitigando os efeitos prejudiciais de subprodutos téxicos gerados sob
condicdes de estresse. Além disso, a prolina fornece recursos valiosos em forma de
carbono e nitrogénio as células, que sdo utilizados apds a superacdo do periodo de
estresse. Outra funcdo importante da prolina é sua contribui¢do para a regulacdo do pH
citoplasmatico. Ela desempenha um papel ativo na manuten¢ao do equilibrio 4cido-base
nas células vegetais. Esses osmélitos, como a prolina, podem operar por meio de uma
variedade de mecanismos, tanto estimulando a fisiologia da planta quanto melhorando o
sistema antioxidante.

Eles desempenham um papel crucial na detoxificacio de EROs, caso
elas se acumulem em niveis prejudiciais, além de corrigir o potencial redox das células.
Resumidamente, a prolina nao s atua no ajuste osmotico, mas também desempenha um
papel de protecao vital, fornecendo recursos para as células apds o estresse, regulando o
pH citoplasmaético e aprimorando a capacidade antioxidante da planta, neutralizando as
EROs e corrigindo o potencial redox, garantindo assim a sobrevivéncia e adaptacdo das
plantas em situacdes desafiadoras (TAIZ et al., 2017; MEENA et al., 2019).

O aumento da concentracdo da prolina, segundo Nascimento et al.
(2019), esta relacionado a capacidade das células de diminuir a0 maximo seu potencial
hidrico e, no caso das cé€lulas das raizes, ter a capacidade de extrair 4gua do solo sob
deficiéncia hidrica. Essa estratégia metabdlica € considerada a primeira resposta das
plantas para tentar reduzir as alteracOes hidricas nas células, além disso, atua na regulacao
osmdtica e contra os efeitos danosos produzidos por espécies reativas de oxigénio. Ainda
segundo os autores, o acimulo de prolina nas folhas em plantas sob déficit hidrico, pode
estar relacionada a diminuic@o do potencial osmético e aumento da efici€éncia no uso da
dgua (MEENA et al., 2019).

Mediante o exposto, percebemos que a aplicagdo exdgena de NO em
plantas sob déficit hidrico pode melhorar a tolerancia das plantas, proteger as células

contra os danos oxidativos, aumentando a absorcdo de dgua e nutrientes, a efici€éncia
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fotossintética e a sintese de proteinas de resposta ao estresse € aumentar a expressao de
genes envolvidos na resposta ao déficit hidrico, sendo assim, como relatado por Kohli et
al. (2019) o 6xido nitrico (NO) € um importante sinalizador molecular, que desempenha
um papel crucial em diversas vias de sinalizacdo em plantas, sendo um fator chave na
tolerancia celular ao estresse oxidativo induzido por inimeras condi¢des desfavoraveis,
por atuar de forma efetiva no controle das EROs. Ainda segundo Shi et al. (2014) o 6xido
nitrico pode atenuar os efeitos do estresse oxidativo mediado pelas EROs através da
inibicdo da peroxidacdo lipidica, aumento da fotossintese e expressio das enzimas
antioxidantes.

Portanto, sendo o estresse hidrico uma condicdo em que as plantas
enfrentam uma série de efeitos prejudiciais sobre seu crescimento, desenvolvimento e
sobrevivéncia, acarretando diversos sintomas, como a reducdo da taxa de crescimento,
danos nos tecidos foliares, murchamento, senescéncia e mortalidade (Figura 18). Em
sintese, o 6xido nitrico desempenha um papel importante na sobrevivéncia de mudas em
ambientes de estresse hidrico, influenciando o balanco hidrico, protegendo contra danos

oxidativos e modulando a resposta ao estresse.

S. CONCLUSAO
A dosagem de 0,2 mM de MSNO foi capaz de promover maior

tolerancia as plantas de K. grandifoliola ao déficit hidrico severo, promovendo ndo s6 a
maior sobrevivéncia das plantas, mas também o desempenho fisiolégico adequado, com
maiores valores de fotossintese, transpiracao, eficiéncia no uso da 4gua, contetdo relativo

de 4gua e condutancia estomatica.
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Consideracoes Finais

O reflorestamento ambiental e a pratica da silvicultura desempenham
papéis cruciais no contexto ambiental e econdmico do Brasil. Essas atividades sao
fundamentais para promover a conservagao da biodiversidade, quando a restauracdo ou
recuperacdo de ecossistemas € realizado com espécies nativas brasileiras, proporcionando
habitas adequados para uma variedade de espécies vegetais e animais, por favorecer o
sequestro de carbono, auxiliando na mitigacdo das mudancgas climaticas, para a
preservacdo e regulacdo dos recursos hidricos, para a geracdo de empregos e renda
facilitada pela silvicultura e geracdo de produtos madeireiros e ndo madeireiros, pelo
fornecimento de recursos renovaveis e pelo avango de novas técnicas de producdo
agricola em sistemas agroflorestais e integracdo lavoura-pecudria-floresta (ILPF).

Desse modo, a presente pesquisa mostrou a importancia do conhecimento
agregado sobre a aclimatacdo de espécies arbdreas e os meios de plasticidade inerentes
aos estresses abidticos bem como a importancia da nanotecnologia e do uso de doadores
de 6xido nitrico para a silvicultura, na base econdmica e ambiental, no que tange a
formacao de florestas nativas e recuperacao de areas degradadas.

Constatamos assim, que as espécies florestais Hymenaea courbaril,
Hymenaea stigonocarpa € Amburana cearensis apresentam plasticidade fenotipica,
aclimatando seus tracos morfofisiologicos a intensidade luminosa, assim o estudo da
aclimatacdo de espécies arbdreas € essencial para promover melhoria da resisténcia e
sobrevivéncia de plantas a estresses ambientais e compreender esses mecanismos de
resiliéncia, alcancando assim maior efici€ncia de cultivo.

Verificamos que a nanotecnologia e o uso de doadores de 6xido nitrico
(NO) podem oferecer beneficios significativos para o incremento na producdo
silvicultural e ganhos em projetos de formacdo florestal nativa. Assim a suplementacio
por meio de doadores de NO mostrou efeito positivo sobre a aclimatagdo de mudas de
Hymenaea courbaril, Hymenaea stigonocarpa e Amburana cearensis mantidas sob o sol
pleno no setor de rustificacdo do viveiro, estimulando o desenvolvimento inicial, no que
tange ao crescimento e o processo fisioldgicos.

A aplicacdo de nanoparticulas liberadoras de NO, por permitirem uma
liberacdo controlada e sustentavel dessa molécula, teve efeito positivo sobre a resposta
das mudas de Hymenaea courbaril e Amburana cearensis ao sol pleno, quando
transferidas para o campo, otimizando a absor¢do pelas plantas e beneficiando o
desenvolvimento vegetal.

Verificamos ainda que o 4cido S-nitroso-mercaptosuccinico desempenhou
um papel importante no favorecimento do desenvolvimento vegetal sob condi¢des de
estresse hidrico, proporcionando efeito positivo em mudas de mogno africano submetidas
ao estresse hidrico severo, ajudando a reduzir os danos causados pelo estresse oxidativo,
na manutencdo da homeostase hidrica e manutencdo de fun¢des metabdlicas essenciais,
como a fotossintese.

Em suma, essa pesquisa € valiosa por informar métodos de gestdo
ambiental e estratégias de aclimatacdo e resisténcia as plantas em face dos estresses
promovidos pelas mudancgas climéticas globais.
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