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SILVA, Vinicius lura Abreu da. Nanocapsulas de 6xido nitrico na atenuagao do
estresse hidrico e térmico durante o processo germinativo de sementes de soja.
2023. 58f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina. 2023.

RESUMO

Os estresses hidrico e térmico sdo os fatores abidticos que mais interferem
negativamente no estabelecimento, no crescimento e no desenvolvimento das
culturas. Dentre os compostos que podem auxiliar e atenuar os efeitos da escassez e
saturagao hidrica, esta o oxido nitrico (NO). Para garantir uma liberagao controlada e
maior eficiéncia, é possivel utilizar a pratica de nanoencapsulamento com o auxilio de
polimeros biodegradaveis, como a quitosana. O objetivo desde trabalho foi avaliar o
efeito do NO nanoencapsulado, na atenuagao dos efeitos causados pelo estresse
hidrico e térmico em sementes de soja. No experimento de déficit hidrico foram
utilizadas duas situacdes distintas, sendo elas a presenca e a auséncia de estresse,
atreladas a 5 doses (0, 300, 600, 900, 1200 e 1500 uMolL-") de NO nanoencapsulado.
Foi simulado o déficit hidrico utilizando o polietilenoglicol (PEG-6000). e atingiu um
potencial osmético de — 0,2 MPa. Para simular o efeito do estresse térmico realizou-
se um experimento com 5 NO nanoencapsulado, contendo as mesmas doses do
experimento anterior, sob 3 diferentes temperaturas (20, 25 e 30 °C). As variaveis
analisadas em ambos os experimentos foram teste de germinagéo, primeira contagem
de germinacao (PCG), comprimento de parte aérea (CPA) e radicula (CPR) e massa
seca de parte aérea (MSPA) e de raiz (MSR). As médias foram comparadas pelo Teste
de Scott-Knott com o auxilio do programa Sisvar. No primeiro experimento concluiu-
se que na auséncia de déficit hidrico os tratamentos ndo demonstraram efeito sobre
os parametros de PCG, PN, PA, CPA, CR e MR. Porém a hidratacdo combinada ou
nao com NO foi inferior para o acumulo de MSPA. Ja na presenca de déficit hidrico as
doses de 600, 900 e 1500 uMol.L-' foram superiores aos demais tratamentos,
incluindo os tratamentos com e sem hidratagdo sem NO. Ja no segundo experimento
conclui-se que néo foi possivel inferir sobre o efeito possivel do NO em temperatura
subotima (20 °C) porém houve aumento dos pardmetros de massa seca. Sob
temperatura 6tima (25 °C) o tratamento de agua com e sem NO foi inferior a
testemunha para o parametro massa seca de parte aérea. Na condicdo de
temperatura supraétima (30 °C) ndo houve efeito do NO na germinagcédo e no
desenvolvimento inicial.

Palavras-chave: agua; estresses abidticos; nanotecnologia; S-nitrosoglutationa;
temperatura.



SILVA, Vinicius lura Abreu da. Nitric oxide nanocapsules in the attenuation of
water and thermal stress during the germination process of soybean seeds.
2023. 58p. Dissertation (Master’s Degree in Agronomy) — State University of Londrina,
Londrina. 2023.

ABSTRACT

Water and heat stress are the abiotic factors that most negatively interfere with the
establishment, growth and development of crops. Among the compounds that can help
and attenuate the effects of water scarcity and saturation, there is nitric oxide (NO). To
ensure a controlled release and greater efficiency, it is possible to use the practice of
nanoencapsulation with the aid of biodegradable polymers, such as chitosan. The aim
of this work was to evaluate the effect of nanoencapsulated NO in attenuating the
effects caused by water and heat stress in soybean seeds. In the water deficit
experiment, two different situations were used, namely the presence and absence of
stress, linked to 5 doses (0, 300, 600, 900, 1200 and 1500 pMolL-1) of
nanoencapsulated NO. Water deficit was simulated using polyethylene glycol (PEG-
6000). and reached an osmotic potential of — 0.2 MPa. To simulate the effect of thermal
stress, an experiment was carried out with 5 nanoencapsulated NO, containing the
same doses as in the previous experiment, under 3 different temperatures (20, 25 and
30 °C). The variables analyzed in both experiments were germination test, first
germination count (PCG), length of shoot (CPA) and radicle (CPR) and dry mass of
shoot (MSPA) and root (MSR). Means were compared using the Scott-Knott test with
the aid of the Sisvar program. In the first experiment, it was concluded that in the
absence of water deficit, the treatments showed no effect on the parameters of PCG,
PN, PA, CPA, CR and MR. However, hydration combined or not with NO was lower for
the accumulation of MSPA. In the presence of water deficit, the doses of 600, 900 and
1500 uMol.L-1 were superior to the other treatments, including treatments with and
without hydration without NO. In the second experiment, it was concluded that it was
not possible to infer about the possible effect of NO at suboptimal temperature (20 °C)
but there was an increase in dry mass parameters. Under optimal temperature (25 °C)
the water treatment with and without NO was lower than the control for the dry mass
parameter of shoots. In the supraoptimal temperature condition (30 °C) there was no
effect of NO on germination and initial development.

Key-words: abiotic stresses; nanotechnology; temperature; S-nitrosoglutathione;
water.
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1 INTRODUGAO

A soja (Glycine max L. Merril) € uma das culturas de maior importancia
social e econdmica no Brasil. Seu cultivo é possivel em grande parte do territorio
nacional devido ao desenvolvimento de cultivares adaptadas as regides produtoras.
O grao, produto da soja, pode ser destinado ao consumo humano, animal ou servir
como matéria prima para diversos processos industriais.

Para obter o sucesso de uma lavoura de soja, faz se necessaria a
utilizacado de sementes de alta qualidade, com alto vigor, boa germinagao e tolerancia
a diferentes estresses abidticos que podem inviabilizar a implantagcéo, o crescimento
e o desenvolvimento da cultura.

Dentre os fatores ambientais que podem influenciar negativamente o
estabelecimento inicial da cultura, destaca-se a agua e a temperatura. Em diversas
regides produtoras do pais € comum a ocorréncia de periodos de baixa precipitacéo
atrelada a altas temperaturas. A baixa disponibilidade hidrica tem efeito direto na
germinagdo e na emergéncia de plantulas, resultando em um menor estande de
plantas. Por outro lado, regides com solos compactados, regimes pluviométricos
excessivos e irrigagdes inadequadas, sao impactadas pelo encharcamento, situagao
em que ocorre a saturacdo hidrica. Tanto a falta como o excesso de agua,
proporcionam efeitos negativos as plantas, principalmente nas fases iniciais.

Dentre as alternativas que visam diminuir o efeito dos estresses
abidticos em plantas, esta a utilizacdo do 6xido nitrico. O 6xido nitrico (NO) € uma
molécula capaz de ativar as enzimas antioxidantes que auxiliam no aumento da
tolerancia contra estresses bidticos e abidticos. Devido as suas propriedades
benéficas, o NO vem sendo amplamente pesquisado com o propédsito de garantir uma
melhor implantagéo, crescimento e desenvolvimento as culturas. Porém, os doadores
de NO utilizados sao instaveis e suscetiveis a decomposigao fotoquimica, diminuindo
a eficiéncia de liberagdo do NO, reduzindo assim os efeitos benéficos em plantas.

Para garantir uma liberagédo mais precisa e controlada de diversos
compostos, como o préprio NO, pode se utilizar de nanocapsulas que irdo auxiliar no
processo e garantir maior eficiéncia do ingrediente ativo. Dentre as nanocapsulas mais
utilizadas, esta a composta por quitosana, um polimero biodegradavel e nao poluente,
que possui efeito estimulante para as plantas.

Assim, torna-se relevante a hipétese de que o uso de liberadores de
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NO, como a S-nitrosoglutationa, com o auxilio de nanocapsulas, durante o preparo
das sementes, pode ser uma estratégia eficiente para induzir a tolerancia durante o
desenvolvimento inicial da soja cultivada sob condi¢des de estresse, como a escassez
hidrica, e o estresse térmico causado por altas e baixas temperaturas.

O objetivo desde trabalho foi avaliar o efeito do NO nanoencapsulado,
na atenuacao dos efeitos causados pelo estresse hidrico e térmico em sementes de

soja.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DA SOJA
2.1.1 Origem e Importancia Econdmica

A soja (Glycine max L. Merrill) € uma planta originaria do continente
asiatico, de uma regiao que corresponde a China Antiga e estima-se que seu cultivo
no Oriente ja ultrapassa cinco mil anos. Ha mais de trés mil anos os chineses utilizam
a soja, e durante séculos, seu grao que foi considerado sagrado devido ao seu uso
alimenticio por parte da civilizagéo chinesa (BOREM, 1999).

E uma planta pertencente a familia Fabaceae, anual, autégama, ereta
e herbacea, e que tem algumas de suas caracteristicas morfologicas influenciadas
pelo ambiente, como o ciclo, variando de 75 dias para as cultivares mais precoces,
até 200 dias para as cultivares tardias. A altura oscila entre 0,3 e 2 m, e interfere na
quantidade de ramificagdes, entre outros aspectos (MULLER, 1981).

A soja é considerada a oleaginosa de maior importancia para a
humanidade, sendo amplamente cultivada com estimativa de 6% da terra aravel do
mundo, e desde os anos 1970, a area em produgéo de soja tem o maior aumento
percentual em comparagdo com qualquer outra grande cultura (HARTMAN et al.,
2011).

A soja € pode ter diversas utilizagdes, dentre elas a extragcdo do 6leo
proveniente do gréo, a destinagdo ao consumo animal devido ao seu elevado teor
proteico, e pode ser incrementada na dieta humana nas formas fresca, seca e
fermentada (CASTRO et al., 2008).

Em 1950, no estado do Rio Grande do Sul, se iniciou o cultivo da soja
no Brasil, na sua maioria em areas ocupadas por imigrantes italianos e alemaes. As
politicas publicas nacionais de desenvolvimento agricola foram responsaveis por
impulsionar e disseminar a cultura, principalmente nas regides Sul e Sudeste do pais
(SIEBEN; MACHADO, 2006).

O crescimento exponencial da demanda por alimentos possibilitou
que o Brasil entrasse na competicao pela exportagdo de commodities, com a soja
(FOYER et al., 2016). Com isso, a agricultura nacional passou a atuar de forma

expressiva no abastecimento global, evoluindo com a utilizagdo de novas tecnologias
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€ com a expansao das areas agricolas, levando o pais a se colocar no nivel de
poténcia. Como resultado dessa evolugao, a cadeia do agronegdcio passou a ser a
principal atividade econdmica do Brasil, com a soja sendo o principal produto
cultivado, que tornou o pais lider nas exportacbes mundiais e um dos maiores
produtores deste grao (BATTISTI et al., 2017).

Sendo assim, o Brasil possui importante participagdo na oferta e
demanda de produtos oriundos do complexo agroindustrial da soja dentro do contexto
mundial. Isso se da pelo fato de que a cadeia produtiva nacional se encontra bem
estruturada e possui papel fundamental no desenvolvimento econdmico e social de
diversas regides brasileiras (HIRAKURI; LAZAROTTO, 2014).

De acordo com dados da CONAB (2021), estima-se que a produgao
de soja para a safra 2020/21 seja de 135,86 milhdes de toneladas, um aumento de
8,8% em relacdo a safra anterior, que foi de 124,85 milhdes de toneladas. Este
aumento de produgdo sera motivado por um aumento de area de aproximadamente
4,2% e produtividade de 4,4%. O aumento de area foi incentivado principalmente pela
alta dos precos internacionais, e pelo dolar elevado do ano de 2020.

No cenario da sojicultura brasileira existem cultivares adaptadas as
principais regides produtoras do pais e, por meio dos programas de melhoramento
genético, continuam as buscas por materiais com maior potencial produtivo e
tolerancia a fatores que impactam negativamente na produgédo (ZANON et al., 2018).
Seca, excesso de chuvas, baixa luminosidade e temperaturas muito altas ou baixas
sao fatores abioticos capazes de reduzir significativamente a produtividade, além de
restringir locais, solos e épocas em que a soja pode ser cultivada (FARIAS et al.,
2007).

Mesmo com a oferta de produto no mercado, a taxa de utilizacdo de
sementes certificadas é proxima a 65% para a cultura da soja (PESKE, 2012). Esse
baixo percentual de utilizagcdo impacta na manutengdo do potencial competitivo da
agricultura brasileira. E importante ressaltar, que o investimento na aquisicdo de
sementes tem sua compensagao monetaria, pela garantia do uso de um insumo com
seguranca fitossanitaria, qualidade fisiolégica, pureza fisica e capacidade de atingir o
potencial produtivo preconizado pela genética do material escolhido (RODRIGUES;
CAMPANTE; BARRETO, 2017).
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2.1.2 Ecofisiologia da Cultura

A soja possui melhor adaptabilidade em regides onde as temperaturas
variam de 20 a 30 °C, sendo que o valor ideal para seu estabelecimento, crescimento,
desenvolvimento e produgéo de graos € proximo de 30 °C. Temperaturas inferiores a
10 °C e superiores a 40 °C sao improprias para o cultivo da soja (FARIAS et al., 2007).
Para a producéo de sementes de alta qualidade, recomenda-se o cultivo em regides
onde a temperatura é inferior a 22 °C, principalmente durante a fase de maturagao,
pois temperaturas superiores apresentam alto risco para o desenvolvimento de
doencgas (COSTA et al., 1994).

Considerando que aproximadamente 90% da planta de soja é
constituida por agua e esse composto atua em diversos processos fisiologicos e
bioquimicos, sua disponibilidade é de extrema importancia, principalmente nos
periodos entre a germinagao-emergéncia e floragao-enchimento de graos (ZANON et
al., 2018). Ao longo do ciclo de desenvolvimento da cultura, uma lavoura com elevado
potencial de produtividade necessita de 800 mm de agua para obter resultados
satisfatorios (ZANON et al., 2015).

2.1.3 Estadios Fenoldgicos

A distingdo das etapas de desenvolvimento da soja é imprescindivel
para que haja uma descri¢cao clara das etapas percorridas pela cultura, durante o seu
ciclo na lavoura (NEUMAIER et al., 2000). A descricdo dos estadios fenolégicos
proposta por Fehr & Caviness (1977) é a escala mais utilizada devido a facil
compreensao e detalhamento, e divide o desenvolvimento da soja em periodo

vegetativo e reprodutivo, como demonstra a Tabela 1, de forma resumida.

Tabela 1 — Escala fenolégica da soja proposta por Fehr & Caviness, 1977.

Estadios vegetativos Denominacao

VE Emergéncia
VC Cotilédone
V1 Primeiro n6
V2 Segundo n6
V3 Terceiro n6
V4 Quarto n6

V5 Quinto n6

V6 Sexto né



19

Vn Enésimo n6
Estadios reprodutivos Denominacao
R1 Inicio do florescimento
R2 Florescimento pleno
R3 Inicio da formagao da vagem
R4 Vagem completamente desenvolvida
RS Inicio do enchimento do grao
R6 Grao verde ou vagem cheia
R7 Inicio da maturacéao
R8 Maturacao plena

Fonte: Fehr & Caviness, 1977.

A escala fenolégica proposta por Fehr & Caviness (1977)
originalmente, ndo apresenta subdivisbes dos estadios de desenvolvimento. Ritchie
et al. (1977) propds, para melhor detalhamento e compreensao, cinco sub-estadios
do estadio R5, a fase em que ocorre o0 enchimento de graos, como mostra a Tabela
2.

Tabela 2 — Sub-estadios da fase de enchimento de graos (R5), proposta por Ritchie
et al. (1977).

Sub-estadios Denominagao
R5.1 Granacgao até 10%
R5.2 Granacgao de 11% a 25%
R5.3 Granacgao de 26% a 50%
R5.4 Granagao de 51% a 75%
R5.5 Granacao de 76% a 100%

Fonte: Ritchie et al., 1977.

2.2 IMPLANTACAO DA CULTURA

2.2.1 Sementes

A germinagao das sementes representa uma importante fase no ciclo
de vida da planta, a qual desempenha um papel fundamental no estabelecimento de
plantas e adaptagdo ambiental (DONOHUE et al., 2011).

A semente de soja € praticamente desprovida de endosperma e
apresenta tegumento que envolve o embrido. O hilo se encontra no tegumento da
semente e geralmente possui formato oval, porém pode assumir formato linear. Em
uma das extremidades esta localizada a rafe, fenda que se estende até o ponto de

fixacdo dos tegumentos ao ovulo e na outra extremidade esta a micropila, formada
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pelos integumentos do saco embrionario. Logo abaixo da micropila, esta localizada a
ponta do eixo hipocatilo-radicula, que & possivel de visualizar através do tegumento.
O embrido € composto por dois cotilédones, um eixo hipocdtilo-radicula e uma
plumula, sendo esta ultima formada por duas folhas primarias bem desenvolvidas
(VERNETTI; GASTAL, 1979).

As coloragdes do tegumento e do hilo sdo variaveis segundo a
constituicdo genética da cultivar. O formato das sementes apresenta influéncia nas
caracteristicas fisicas da vagem. O peso de mil sementes, na maioria das cultivares,
varia de 120 a 180 gramas (VERNETTI, 1983).

O preco das sementes de soja segue aumentando com o passar dos
anos, e isso faz com que os produtores de sementes se tornem interessados em
identificar e adotar praticas agronémicas que sdo capazes de incrementar atributos
de qualidade para tal produto, como a composi¢ao, percentual de germinagao e vigor
(KRUEGER et al., 2013). Sementes consideradas mais vigorosas apresentam maior
resisténcia as condi¢des de menor disponibilidade hidrica (TEKRONY; EGLI, 1991).

2.3 ESTRESSE HiDRICO

2.3.1 Déficit Hidrico

A agua é essencial para que ocorram as reacdes enzimaticas e a
solubilizacao e transporte de metabdlitos, além de atuar como reagente na hidrdlise
de carboidratos, proteinas e lipidios dos tecidos de reserva das sementes
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

O déficit hidrico € um dos estresses abidticos mais comumente
enfrentado pelas plantas e influencia no processo germinativo de sementes. Além de
afetar a germinagédo, a baixa disponibilidade de agua prejudica todas as fases
subsequentes do metabolismo vegetal (REGO et al.,, 2011), causando diversos
disturbios fisiolégicos e morfolégicos que reduzirdo a taxa fotossintética e resultarao
na reducao do crescimento, desenvolvimento e rendimento de graos (FARIAS et al.,
2007).

A planta apresentara sintomas da falta de agua quando houver rapido
secamento do solo, absorgao insuficiente de agua em solos rasos, retengao osmética

de agua devido a salinidade de alguns terrenos ou elevadas taxas de
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evapotranspiragdo, que geralmente ocorrem em regides de altas temperaturas
(BERGASMACHI; BERGONCI, 2017).

A falta de agua durante qualquer estadio de desenvolvimento da soja
ira afetar a quantidade de massa produzida, e com isso, prejudicara o balango entre
o crescimento vegetativo e reprodutivo (MUNDSTOCK; THOMAS, 2015),
ocasionando em perdas no rendimento e na produgcdo de sementes de baixa
qualidade (FURLAN et al., 2012). Além disso, a capacidade das folhas em assimilarem
dioxido de carbono e das raizes em absorverem nutrientes é reduzida em condigéo
de escassez hidrica (TAIZ et al., 2017).

Entretanto, nos periodos de germinagao-emergéncia e floragao-
enchimento de graos, a falta de agua € ainda mais prejudicial, sendo, que no primeiro
periodo, tanto o excesso como a falta deste recurso, influenciardo negativamente no
desenvolvimento da planta (FARIAS et al., 2007).

O déficit hidrico ira diminuir grandemente a atividade fotossintética da
planta (CHAVES et al., 2002), pois o fechamento estomatico é considerado o principal
fator capaz de reduzir o processo de fotossintese (SANTOS et al., 2006).

O polietilenoglicol (PEG 6000) é o agente osmoético geralmente
utilizado em laboratério para simular os efeitos de déficit hidrico em plantas devido ao
fato de nao penetrar nas células, ser atoxico, nao ser facilmente degradado (VILLELA
et al., 1991), ser quimicamente inerte e ndo eletrolitico. O PEG atua como agente
tensionante, tornando a agua mais viscosa e de dificil absorgdo (MARCOS FILHO,
2015).

2.3.2 Excesso Hidrico

As inundagdes sdo uma das ocorréncias naturais mais perigosas
causadas por fortes chuvas, irrigagéo excessiva e baixa taxa de infiltragdo de solos, e
sua prolongada aparéncia reduz severamente a produtividade das colheitas nas
principais regides de cultivo do mundo. A saturagao hidrica impde uma forte pressao
de selegdo nas plantas, uma vez que o0 excesso a agua pode privar as plantas de
oxigénio, diéxido de carbono, e luz (MICHAEL et al., 2009).

Os efeitos da saturacdo hidrica sobre as culturas dependem do
estadio em que a planta se encontra (SALISBURRY; ROSS, 1992) e da duragao desse

estresse (GOMES et al., 1992). Em algumas regides umidas e quentes, o0 excesso de
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chuvas pode afetar negativamente o processo de germinagao (DANTAS et al., 2000).

Plantas cultivadas em solos com altos niveis de compactagao, baixo
indice de drenagem, excesso de regime pluvial ou irrigacdo inadequada teréo
dificuldades em completar seu desenvolvimento, e em alguns casos pode ocorrer a
morte das mesmas. Os solos nessas condi¢gdes possuem problemas de aeragao, o
que ira causar diminuicdo do oxigénio disponivel, ou seja, condi¢gdes de hipoxia
(ALVES et al., 2002).

A soja vem sendo utilizada como opgao de rotagdo em cultivo de arroz
e pastagem em solos de varzea, devido ao fato de apresentar certa tolerancia a
periodos curtos de inundagdo. Sob inundagdo, sementes de soja possuem baixa
sobrevivéncia e germinagdo no campo devido a rapida perda de viabilidade em
ambiente hipoxico, pois o suprimento de oxigénio € necessario para a ativagdo do
processo de germinagao (HOOK, 1984; KOZLOWSKI, 1997; PAROLIN, 2001).

O subperiodo compreendido entre a germinagao e a emergéncia é
considerado o mais sensivel ao excesso hidrico e praticamente nao ha diferenca de
toleréncia entre a cultivares comercializadas no Brasil (THOMAS; LANGE, 2014).

Sementes submetidas ao encharcamento tanto em condi¢cbes de
laboratério como em condicbes de campo, terdo sua germinacao afetada
negativamente ou até mesmo impedida. Isso resultara na diminuicdo de plantas
emergidas, comprometendo assim o estande final da cultura (KHOSRAVI,
ANDERSON, 1990).

2.4 ESTRESSE TERMICO

Dentre os tipos de estresses abidticos mais comuns, esta a
temperatura, que varia de acordo com a sucessao das estagbes (RUELLAND;
ZACHOWSKI, 2010). Valores de temperatura acima ou abaixo das consideradas
6timas ao desenvolvimento dos organismos vivos sao classificadas como estresse
térmico e possuem efeitos negativos no desenvolvimento e adaptagdo dos mesmos,
incluindo os vegetais (NAGARAJAN; NAGARAJAN, 2010).

No verdo, a amplitude de temperatura diaria € maior, ou seja, a
diferenca entre a temperatura diurna e noturna, e visando reduzir os danos causados
por este fator, a evolugao permitiu que as plantas desenvolvessem mecanismos de

defesa que fossem ativados para minimizar os efeitos negativos causados por esta
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flutuagéo térmica, aumentando a resisténcia em situagdes adversas (HEINO; PALVA,
2003).

A temperatura é considerada um fator fisico e ambiental, capaz de
provocar alteragdes metabdlicas e celulares, gerando niveis de estresse dependendo
da duracéo e intensidade. O efeito da temperatura é variavel de acordo com a espécie
vegetal e o tecido atingido, podendo induzir a espécie a adquirir tolerancia a essas
condigdes (SUNG et al., 2003). As respostas observadas a diferentes niveis de
temperatura podem ser desde alteragbes a niveis celulares, moleculares e até
morfoldgicos (ZINN et al., 2010).

Tanto o crescimento como 0s processos bioquimicos dos vegetais
sdo regulados pela temperatura, sendo que respondem positivamente numa
amplitude entre as temperaturas minimas e maximas limitantes. Os valores de
temperatura influenciam diretamente no grau de hidratagdo dos tecidos, que
consequentemente regulam os processos bioldgicos como dorméncia, germinagao,
crescimento, desenvolvimento e senescéncia (THAKUR et al., 2010).

As plantas sensiveis ao frio podem ser classificadas em trés
categorias: plantas sensiveis ao resfriamento, plantas resistentes ao resfriamento e
plantas resistentes ao congelamento. As plantas sensiveis ao resfriamento sao
aquelas que nao suportam baixas temperaturas, entre 0 e 15°C; ja as consideradas
resistentes ao resfriamento suportam baixas temperaturas, mas nao toleram a
formacao de cristais de gelo nos tecidos; as resistentes ao congelamento suportam
situagdes de extremo frio, podendo tolerar temperaturas de até -100°C sem influenciar

nas estruturas e processos bioquimicos (SLOVAKOVA et al., 2011).
2.4 OxI1Do NITRICO

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre, inorganico, gasoso, incolor,
composto por sete elétrons de nitrogénio e oito de oxigénio. Possui um elétron
desparelhado que € capaz de reagir com outras moléculas ou atomos que possuam
também elétrons desparelhados. Na presenca de Oz, a meia-vida do NO é de menos
de 10 segundos (KHAN et al., 2014).

Durante muito tempo foi considerado que o NO e o diéxido de
nitrogénio (NO2) eram produzidos principalmente por descargas de eletricidade na

atmosfera. Cerca de 40 anos atras, o NO passou a ser identificado como um poluente
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atmosférico dos complexos Nox (NO e NO2), sendo produzido por usinas de energia
e motores de automoveis (DELLEDONNE, 2005).

A produgédo do NO em plantas foi relatada pela primeira vez ha mais
de 40 anos (KLEPPER, 1975). Entre o final da década de 80 e o inicio da década de
90, foi descoberto que o NO possui papel fundamental na sinalizagdo em células de
mamiferos, além de regular diversos processos fisioldgicos. Essa descoberta causou
uma revolugao nas pesquisas (CULOTTA; KOSHLAND, 1992) e em 1992, a revista
Science reconheceu o NO “como a molécula do ano” (KOSHLAND, 1992). Dentre as
principais fungdes do NO na célula, esta a ativacdo da enzima guanilato ciclase que
converte a guanosina trifosfato (GTP) em guanosina-3’,5’-monofosfato ciclica, um
segundo mensageiro (THEILIG et al., 2001).

Sabe-se que o NO esta envolvido em diversos processos fisioldgicos
nos vegetais, que vao desde a germinacgao ao florescimento e maturacao de frutos, e
por isso tem se dado uma maior atengdo ao funcionamento dos mecanismos de
sintese de NO (KHAN et al., 2014).

O NO ¢é uma molécula sinalizadora que participa de processos
fisiopatolégicos e de desenvolvimento em plantas (GRUN et al., 2006). Alguns
trabalhos ja demonstraram a participacdo do NO na sinalizagdo de horménios (GUO
et al., 2003), no processo de fotomorfogénese em plantas (PAGNUSSAT et al., 2003),
na resposta da planta ao ataque de organismos patogénicos (DELLEDONNE et al.,
1998) e na orientacdo e crescimento do tubo polinico (PRADO et al., 2004). O seu
efeito biolégico é determinado principalmente pela concentragdo, fonte utilizada
(FORD et al., 1993) e tempo de exposigao ao produto (FEELISCH, 1998).

Além do papel do NO como molécula sinalizadora, ele também atua
como modulador da atividade de algumas proteinas e de canais ibnicos nas células
vegetais, possibilitando um aumento do teor de calcio intracelular, que ira influenciar
na cascata de fosforilagdo de proteinas (SOKOLOVSKI et al., 2005). Tanto em
situacbes de déficit como de excesso hidrico, a producdo de NO nas plantas é
reduzida drasticamente (MAGALHAES et al., 2000).

O NO pode ser produzido, sob condigdes acidas e na presenca de
agentes redutores, como o acido ascorbico (YAMASAKI et al., 1999) por meio da
reducao do nitrito (NO27) a NO, catalisada pela enzima nitrito redutase microbiana; sob
condicbes de anoxia, pode ser obtido pela redu¢cao do NOz2 catalisada pela enzima

xantina oxidase; através da oxidagao da arginina pelo peroxido de hidrogénio (H202)
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(ZHANG et al., 1998); nos cloroplastos, por meio da conversao fotoquimica do didxido
de nitrogénio (NO2) mediada por carotendides (COONEY et al., 1994).

Experimentos em que plantas ou parte delas foram tratadas com NO,
apontaram a importancia dessa molécula em processos como floragdo (HE et al.,
2004), tropismos (HU et al., 2005), senescéncia de folhas e cotilédones (JASID et al.,
2009), movimento estomatico (NEILL et al., 2008), crescimento vegetativo de parte
aérea (ZHANG et al.,, 2003), formacdo de raizes (PAGNUSSAT et al., 2003),
crescimento de raizes adventicias (TEWARI et al., 2008), lignificagcdo da parede
celular (BOHM et al., 2010), desenvolvimento de pelos radiculares (LOMBARDO et
al., 2006) e formacao e diferenciacéo do xilema (GABALDON et al., 2005).

Em trabalhos que envolvem germinacdo, o doador de NO mais
comumente utilizado é o nitroprussiato de sodio (SNP), um complexo inorganico que
contém ferro em seu estado ferroso (Fe?*) ligado a um ion nitrosila (NO*) e cinco anios
cianeto (CN°) (YAMAMOTO; BING, 2000). O SNP é um sal cristalino de coloragao
vermelha e pode ser armazenado por um longo periodo de tempo sob temperatura
ambiente, se mantido seco e protegido de luz. Em solugdo, o SNP é extremamente
fotossensivel (FEELISCH, 1998).

Os doadores de NO sao relativamente instaveis e suscetiveis a
temperatura e podem sofrer decomposigao fotoquimica, podendo causar uma rapida
liberagdo do NO, reduzindo os efeitos de sinalizacdo em plantas (SEABRA et al.,
2015).

O nitroprussiato de sédio (SNP) libera concentracbes mais elevadas
de NO quando comparado a outros doadores, como a S-nitroso-N-acetilpenicilamina
(SNAP) e a S-nitrosoglutationa (GSNO) (EDERLI et al., 2009). Utilizando o SNP como
doador de NO, € possivel garantir uma maior protecédo da planta contra diversos tipos
de estresses abidticos e oxidativos, além de promover o crescimento e manutencao
da homeostase (OZ et al., 2015). Porém, o SNP apresenta baixa eficiéncia quando

nanoencapsulado comparado ao GSNO.
2.4.1 Acao Antiestresse

O 6xido nitrico € uma espécie reativa de oxigénio (EROS), classificado
como altamente reativo, podendo atuar como sinalizador de moléculas antioxidantes,

possibilitando a eliminagcao de intermediarios reativos, ou também como uma molécula



26

sinalizadora em uma cadeia de eventos, resultando em mudangas de expressao
génica (LAMATTINA et al., 2003).

O NO aplicado exogenamente através do doador SNP é capaz de
proteger as plantas contra estresse por condi¢ao salina (UCHIDA et al., 2002; ZHAO
et al., 2007), metais pesados (JHANJI et al., 2012; WANG et al., 2013; MAURICE et
al., 2016), altas temperaturas (SONG et al., 2006; ZHAO et al., 2009), radiagéao
ultravioleta (UVB) (ZHANG et al., 2011), aluminio (MARCIANO et al., 2010) e déficit
hidrico (ZIMMER-PRADOQOS et al., 2014) pela ativagéo dos sistemas enzimaticos e ndo
enzimaticos de defesa que eliminam as EROs e assim influenciam na reducao de
danos celulares (FRANCA et al., 2018).

Em sementes, o NO é conhecido por atenuar a dorméncia e promover
0 processo de germinagao, fungéo essa que aparentemente depende da interferéncia
com a rede de sinalizagdo do acido abscisico (ABA) (SIGNORELLI; CONSIDINE,
2018). Em sementes de Arabdopsis, o NO foi capaz de estimular a germinagao por
meio da redugao do periodo de dorméncia (BETHKE et al., 2006).

Sob condi¢des de déficit hidrico, a aplicagdo exégena de NO é capaz
de promover a sintese de acido abscisico, o fechamento dos estdmatos, o acumulo
de prolina e a ativagado das enzimas antioxidantes, que conseguem impedir que ocorra
perda de agua e danos oxidativos devido a diminuicdo da peroxidagao lipidica
(GARCIA-MATA; LAMATTINA, 2003; NEILL et al., 2008).

Pires et al., (2016) concluiram que o éxido nitrico é capaz de aumentar
a quantidade de enzimas antioxidantes em sementes de gergelim (Sesamum indicum
L.) sob condicao de déficit hidrico simulado através da utilizacdo do PEG-6000,
demonstrando que o NO é eficaz em ativar o sistema antioxidantes dessas sementes.

No trabalho realizado por Silveira et al., (2016), no qual foi realizado
fornecimento do 6xido nitrico na forma de GSNO em cana-de-agucar (Saccharum
spp.) foi capaz de aumentar a assimilagdo de CO2 e razado raiz/parte aérea. O
tratamento contendo 6xido nitrico em maior quantidade aumentou a resposta da
cultura ao déficit hidrico.

Dessa forma, o NO se mostra capaz de atenuar os efeitos negativos
do déficit hidrico em plantas (BOOGAR et al., 2014; FAROOQ et al., 2009; LIAO et al.,
2012).
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2.5 NANOTECNOLOGIA

Atualmente, a nanotecnologia vem sendo amplamente difundida em
varias esferas de produgdo, inclusive nas areas referentes a agricultura. A
nanotecnologia é dita como a ciéncia de projetar e construir ferramentas, onde cada
atomo e ligacdo quimica sao precisamente especificados, a fim de formarem um
conjunto de recursos que podem ser utilizados para diversos fins tecnoldgicos
(STORRS, 2006). A nanotecnologia possui diversos beneficios potenciais, como o
aprimoramento de qualidade e seguranga alimentar, redugcdo de insumos agricolas,
enriquecimento do solo com nutrientes em nanoescala, entre outros (PRASAD et al.,
2017).

A nanotecnologia agricola tem despertado grande interesse devido a
sua capacidade de fornecer gerenciamento molecular de estresse bidtico e abidtico,
deteccdo rapida e facil de doencgas e sistemas de distribuicdo de fertilizantes e
agrotoxicos (KASHYAP et al., 2015).

2.5.1 Nanoparticulas

As nanoparticulas possuem diferentes composi¢coes de superficie e
densidades comparadas as particulas de solo e podem ser utilizadas de maneira
promissora na agricultura (HOCHELLA et al., 2008). A dimensao das nanoparticulas
varia de 1 a 100 nm (RAVISHANKAR; JAMUNA, 2011). Estas podem ser inorganicas,
poliméricas e lipidicas, e sintetizadas através de diferentes técnicas como a
gelificagdo ibnica, emulsificagdo, polimerizagcéo, oxirredugéo, entre outras maneiras
(FRACETO et al., 2016).

As nanoparticulas poliméricas se apresentam como uma boa opgéao
de uso devido a sua estabilidade e facilidade de modificagcdo da superficie. Os
polimeros biodegradaveis, como é o caso da quitosana, sao estudados principalmente
como sistemas de entrega e liberacdo controlada de ingredientes ativos e
estabilizacdo de moléculas bioldgicas, como proteinas, peptideos ou materiais
genéticos (GHORMADE et al., 2011).

A quitosana é um polimero de N-acetil-D-glucosamina e D-
glucosamina que possui propriedades que a tornam util em varios campos. E

produzida pela desacetilagdo de derivados da quitina. E utilizada na agricultura como
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bioestimulante para o crescimento e protecdo das plantas, e induz varios genes
responsivos, proteinas e metabdlitos secundarios nas plantas. A quitosana
desencadeia uma via de transducgao de sinal e transduz moléculas secundarias, como
peroxido de hidrogénio e 6xido nitrico (PONGPRAYOON et al., 2022).

As nanoparticulas de quitosana (ChNP) conseguem cruzar barreiras
e proteger macromoléculas de se degradarem em meio biolégico, além de fazer a
liberagdo de forma controlada até o alvo desejado (PERERA; RAJAPAKSE, 2013). O
pequeno tamanho das ChNP garante maior eficiéncia no processo de interagdo com
a membrana celular, e as pequenas particulas passam a serem absorvidas (GHADI
et al., 2014).

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

2.5.2 Oxido Nitrico Nanoencapsulado

O encapsulamento de doadores de NO com a utilizagdo de
nanomateriais surge como uma estratégia para proteger essas moléculas da
decomposicéo, permitindo que a liberagéo seja mais controlada e seu periodo de agéo
seja prolongado (SEABRA et al., 2015). Diversas nanoparticulas poliméricas tem sido
desenvolvidas como sistemas carreadores de doadores de NO (SEABRA; DURAN,
2010), dentre elas, as nanoparticulas compostas por quitosana, um polimero adesivo
e biodegradavel, que apresenta facil absorgéo celular e baixa toxicidade (PASCOLI et
al., 2018).

No trabalho de Oliveira et al. (2016), considerado pioneiro, foi
observado que o Oxido nitrico na forma de S-nitroso-MSA encapsulado em
nanoparticulas de quitosana foi mais eficiente em proteger plantas de milho (Zea mays
L.) sob situagéo de estresse salino do que a molécula S-nitroso-MSA quando aplicada
em sua forrma livre. Este estudo foi realizado sob condicbes ambientais controladas.

Silveira et al. (2019) verificaram o efeito positivo do 6xido nitrico na



29

forma de GSNO nanoencapsulado por moléculas de quitosana no incremento da
tolerancia da cana-de-agucar (Saccharum spp.) ao déficit hidrico quando comparado
ao fornecimento do éxido nitrico em sua forma livre.

Ma et al. (2019) concluiram que a aplicagéo do éxido nitrico na forma
de GSNO também encapsulado por nanoparticulas de quitosana em cerejas (Prunus
avium), através de imers&o, durante o periodo de 1 minuto e na dose de 60 ymol. L,
foi capaz de reduzir a producao de etileno, perda de massa e respiragcao, além de
aumentar a quantidade de sélidos soluveis dos frutos. Observaram também que essa
aplicacao reduziu as EROs e aumentou as enzimas antioxidantes, teor de acido

ascorbico e glutationa reduzida.
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ARTIGO A: OXIDO NiTRICO NANOENCAPSULADO NA MITIGACAO DO EFEITO
DO DEFICIT HIiDRICO EM SEMENTES DE SOJA

RESUMO

A escassez hidrica esta entre os tipos de estresses abidticos que s&o capazes de
reduzir a germinacéao e o vigor sementes de soja. Dentre as alternativas para aumentar
a tolerancia de plantas a estresses, cita-se a utilizagdo de moléculas sinalizadoras,
como é o caso do 6xido nitrico. Para garantir maior eficiéncia do uso desta molécula,
a nanotecnologia vem sendo estudada como uma alternativa viavel, através da
utilizacao de nanoparticulas de quitosana. O objetivo desde trabalho foi avaliar os
efeitos de cinco doses de NO nanoencapsulado (0, 300, 600, 900, 1200 e 1500
mMolL-") sob duas diferentes situagdes, uma com auséncia de déficit hidrico e outra
com a presenga do estresse de potencial osmatico -0,2 MPa, simulado através da
utilizagao do polietilenoglicol-6000. As variaveis analisadas foram: primeira contagem
de germinagao, plantulas normais, plantulas anormais, comprimento de parte aérea e
de raiz e massa seca de parte aérea e de raiz. As médias foram comparadas através
do Teste de Scott-Knott. Na auséncia de déficit hidrico os tratamentos néo
demonstraram efeito sobre os parametros de PCG, PN, PA, CPA, CR e MR. Porém a
hidratagdo combinada ou ndo com NO foi inferior para o acumulo de MSPA. Ja na
presencga de déficit hidrico as doses de 600, 900 e 1500 mMol.L-' foram superiores

aos demais tratamentos, incluindo os tratamentos com e sem hidratagédo sem NO.

Palavras-chave: agua; antioxidante; germinagao; Glycine max L.; nanotecnologia.

ABSTRACT

Water scarcity is among the types of abiotic stresses that are capable of reducing
germination and vigor in soybean seeds. Among the alternatives to increase plant
tolerance to stress, the use of signaling molecules, such as nitric oxide, is mentioned.
To ensure greater efficiency in the use of this molecule, nanotechnology has been
studied as a viable alternative, through the use of chitosan nanoparticles. The objective
of this work was to evaluate the effects of five doses of nanoencapsulated NO (0, 300,
600, 900, 1200 e 1500 mMolL-") under two different situations, one with the absence
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of water deficit and the other with the presence of osmotic potential stress -0.2 MPa,
simulated using polyethylene glycol-6000. The variables analyzed were: first
germination count, normal seedlings, abnormal seedlings, shoot and root length, and
shoot and root dry mass. Means were compared using the Scott-Knott test. In the
absence of water deficit, the treatments showed no effect on the PCG, PN, PA, CPA,
CR and MR parameters. However, hydration combined or not with NO was lower for
the accumulation of MSPA. In the presence of water deficit, the doses of 600, 900 and
1500 mMol.L-1 were superior to the other treatments, including treatments without and
with hydration without NO.

Keywords: antioxidant; germination; Glycine max L.; nanotechnology; water.

INTRODUGAO

A soja é um dos principais graos produzidos no Brasil e no mundo.
Esta cultura vem sofrendo grandes transformag¢des ao longo dos anos, desde a
expansao nas areas em que € cultivada até o aumento na produtividade (FERREIRA
et al., 2022). Com alta representatividade no cenario agricola brasileiro, em torno de
70% da soja produzida € exportada em forma de grao, éleo e farelo, o que confere ao
pais estar no ranking de importéncia desta oleaginosa (BRANDALIZZE, 2017).

Dentre os fatores edafoclimaticos que influenciam o cultivo da soja, a
disponibilidade hidrica é considerada o de maior relevancia, principalmente nos
periodos da germinagao até a emergéncia e da floragdo ao enchimento de gréos
(SENTELHAS et al., 2015). Além de resultar em alterac¢des fisiolégicas na planta, a
escassez hidrica minimiza a disponibilidade de nutrientes (CEREZINI et al., 2016),
antecipa o ciclo da cultura, ocasiona abscisao e redugao foliar (CHACON et al., 2017),
impactando diretamente no rendimento e na qualidade do produto (ENGELS et al.,
2017). Mohamed e Latif (2017) observaram diminuigdo no comprimento e na massa
seca da parte aérea e da raiz, nas quantidades de pigmentos fotossintéticos e no teor
relativo de agua de diferentes genoétipos de soja expostos ao déficit hidrico.

Para diminuir o efeito do déficit hidrico € de extrema importancia
adotar cultivares adaptadas a cada regiao e respeitar a época de semeadura, a fim de
garantir maior aproveitamento da agua durante todo o ciclo (MARIANI; FERRANTE,
2017). Além disso, a utilizacdo de moléculas promotoras de agao antiestresse vem
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sendo estudas para obter melhor desempenho das culturas em situagdes adversas a
fatores abidticos, como a escassez hidricas. Dentre elas, o 6xido nitrico (NABI et al.,
2019).

Este composto possui fungao sinalizadora em plantas e pode atuar
como antioxidante, e sua finalidade ocorrera de acordo com o tecido vegetal, tipo de
estresse bidtico ou abidtico e idade da planta (FERRAZ, 2021). A ag¢ao antioxidante
de NO ocorre em ambiente em que as espécies reativas de oxigénio (EROs) estédo
em niveis elevados, de modo prejudicial as células.

O oxido nitrico pode atuar de maneira variada nos vegetais, sendo
pela interagdo com biomoléculas com metais ou radicais livres, ou através da
formacdo de espécies reativas de nitrogénio (ERN), reagindo com o oxigénio e
interagindo com lipidios, proteinas e outros compostos (UMBREEN et al., 2018). E
uma molécula gasosa que apresenta elevada difusidade e caracteristicas
hidrofdbicas, reagindo rapidamente com o ar atmosférico, o que dificulta sua utilizacao
(POPOVA; TRAN, 2010).

A nanoencapsulacao do NO através da utilizacdo de nanoparticulas
se tornou uma estratégia para proteger essa molécula da decomposicéo, e desta
forma, permitir maior eficiéncia e durabilidade em seu uso (SEABRA et al., 2017).
Dentre os tipos de nanoparticulas que se destacam para este uso, encontra-se a
quitosana, um polimero biodegradavel e adesivo, obtido através da carapuga de
crustaceos e que apresenta alta absorgao celular e baixa toxicidade (PASCOLI et al.,
2018).

Estudos recentes demonstraram efeito positivo do éxido nitrico na
forma de S-nitroso-glutationa (GSNO) nanoencapsulado em particulas de quitosana
na atenuacéo dos efeitos do déficit hidrico na cana-de-acgucar (SILVEIRA et al., 2019).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de
diferentes doses de NO-GSNO nanoencapsulado em condicdo de déficit hidrico

durante o processo germinativo da soja.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fitotecnia

pertencente ao Departamento de Agronomia, localizado nas dependéncias da

Universidade Estadual de Londrina. As sementes de soja utilizadas eram da cultivar
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BMX Fibra 6416 1RSF IPRO. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, em duas condigdes distintas, sendo elas presencga e auséncia de déficit
hidrico.

Inicialmente, o lote de sementes foi caracterizado quanto ao teor de
agua e o peso de mil sementes. O teor de agua foi verificado pelo método da estufa,
o qual utiliza 4 amostras de 50 sementes cada, e o resultado € expresso pela formula
TA = (W1 — W2) / W1, sendo que W1 é o valor de massa das sementes antes de
serem alocadas na estufa e W2 é o valor de massa das sementes apds o processo
de secagem. O resultado (TA) é expresso em percentagem. O peso de mil sementes
foi obtido através da pesagem de 8 amostras contendo 100 sementes cada, e o
resultado foi expresso através da férmula PMS = (PA x 1000) / NS, onde PMS é o
peso das mil sementes, PA € o peso da amostra de trabalho e NS é o numero total de
sementes.

O déficit hidrico foi simulado com a utilizagao do polietilenoglicol
(PEG-6000) seguindo a metodologia proposta por Vilella et al., 1991, onde para cada
potencial osmético desejado, é necessaria determinada quantidade de PEG, expressa
em gramas por quilograma de agua. O potencial osmotico utilizado para simular o
déficit hidrico foi de — 0,2 MPa. Para o valor de 0 MPa (auséncia de déficit hidrico) foi
utilizada apenas uma solugao de agua destilada.

O tratamento das sementes com Oxido nitrico consistiu em utilizar a
molécula doadora S-nitrosoglutationa (GSNO) na concentragdo de 3 mmol L-1
nanoencapsulada em moléculas de quitosana.

As nanocapsulas de quitosana contendo oOxido nitrico (GNSO-CS
NPs) sdo sintetizadas como descrito por PELEGRINO, et al. (2017) e adquiridas
através de parceria com o Instituto ABC. Dessa forma, 0,5% (p/v) CS e 60 mmol-L-1
de glutationa reduzida (GSH) sao misturadas através de agitagcdo em 1% de acido
aceético por um periodo de 90 minutos. Cerca de 1,8 g-L-1 de solucao de tripolifosfato
(TPP) é adicionado a suspensao CS/GSH, tendo como resultado a relagao
volumétrica de CS/GSH:TPP de 3:1 (v/v). Essa mistura é agitada durante 45 minutos
em temperatura ambiente. Na suspensdao, o GSH foi nitrosado adicionando a
quantidade equimolar de nitrito de sédio (NaNO2), e permaneceu em repouso durante
uma hora em abrigo da luz, para que ocorra a liberagao do 6xido nitrico na solugéo.

Em seguida sementes foram tratadas com 6 diferentes doses do NO

nanoencapsulado, sendo elas 0 (apenas agua destilada), 300, 600, 900, 1200 e 1500
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mMolL-'. Ao todo foram utilizados 7 tratamentos, sendo 6 doses além da testemunha,
que consistiu na utilizagado da semente sem tratamento algum.

As avaliagbes realizadas foram: primeira contagem de germinacéo,
teste padrdo de germinagao, comprimento de parte aerea e de raiz e massa seca de
parte aerea e de raiz.

O teste de germinacao foi realizado em substratos do tipo papel
Germitest®. Foram utilizadas 50 sementes em cada repeticdo. Os papéis foram
umedecidos na propor¢cdo de 2,5 vezes a massa do papel seco, e estes foram
alocados em camara de germinacgao do tipo BOD sob temperatura constante de 25 °C
com fotoperiodo de 12 horas. A avaliagao foi feita no oitavo dia, onde foram avaliadas
as plantulas normais, anormais e sementes mortas. Em conjunto com o teste de
germinagdo, no quinto dia, foi realizada a contagem das plantulas normais, que
representa a primeira contagem de germinagao, que é classificada como uma
avaliacao de vigor (BRASIL, 2009).

Para a analise de comprimento e massa seca de parte aérea e raiz,
10 sementes foram dispostas no tergo superior do rolo de germinagao, e seguiu-se as
mesmas condigdes experimentais do teste de germinagdo, com excegdo do
fotoperiodo de 12 horas, pois, neste caso, as sementes permanecem no escuro
durante os 8 dias. A medicdo do comprimento foi realizada com o auxilio de régua
milimetrada e a massa seca quantificada em balanca de precisao apds as amostras
permanecerem por 3 dias em estufa de ar circulado sob temperatura constante de 65
°C.

Os dados coletados foram submetidos as analises de normalidade e
homogeneidade. As médias foram comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Foram feitas as regressbées polinomiais até 2° grau, retirando o
tratamento SA, porém nao foi possivel estabelecer ajustes representativos e, portanto,

nao foram apresentados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Primeira contagem de germinagao (PCG), plantulas normais (PN), plantulas
anormais (PA) em condigdo normal (auséncia de déficit hidrico).
Tratamento PCG (%) PN (%) PA (%)
SA 80,5a 94,0 a 6,0 a
0 77,5 a 93,5a 6,5a
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300 84,5a 95,5a 4.5 a
600 76,0 a 92,5a 75a
900 77,0 a 95,0 a 50a
1200 84,0 a 96,0 a 4,0 a
1500 82,5a 95,0 a 5,0a
CV% 7,37 3,76 64,59

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05%). CV: coeficiente de variagdo. SA: sem agua.

De acordo com a Tabela 1 é possivel verificar que ndo houve
diferenga estatistica entre as doses utilizadas de 6xido nitrico nanoencapsulado para
as variaveis primeira contagem de germinacao (PCG), plantulas normais (PN) e
plantulas anormais (PA) em situacdo de auséncia de déficit hidrico. Estes valores
condizem com o que foi observado em um estudo realizado por Kaiser et al. (2017),
onde avaliaram os efeitos de liberadores de 6xido nitrico na qualidade fisiolégica de
sementes de repolho. Neste trabalho foi concluido que o 6xido nitrico nao foi capaz
de aumentar os valores do parametro primeira contagem de germinagao.

Giba et al. (1998) quando trabalhou com sementes de Paulownia
tomentosa observaram que concentragdes de oxido nitrico estimularam a germinagao
em concentragdes superiores a 1,0 mmol L-1 de nitroprussiato de sédio (SNP), um
outro tipo de doador de éxido nitrico bastante utilizado. As concentragdes de 6xido
nitrico que promovem a germinagao variam conforme a espécie vegetal e o doador
utilizado, sendo que no caso das sementes de repolho concentragdo mais baixas
foram mais efetivas que as mais altas, indicando possivel toxicidade (KAISER et al.,
2017).

Tabela 2. Comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), massa seca
de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) em condicdo normal (auséncia
de déficit hidrico).

Tratamento CPA (cm) CR (cm) MSPA (g) MSR (g)

SA 8,94 a 12,33 a 0,029 a 0,007 a

0 9,37 a 11,85 a 0,022 b 0,005 a

300 7,89 b 11,07 a 0,023 b 0,009 a

600 8,11 b 11,16 a 0,023 b 0,006 a

900 9,28 a 11,35 a 0,021 b 0,005 a

1200 7,35 b 9,64 a 0,022 b 0,006 a

1500 9,33 a 11,62 a 0,024 b 0,009 a
CV% 9,02 9,53 14,68 42,07

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas n&o diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05%).
CV: coeficiente de variagdo. SA: sem agua.

Observando a Tabela 2, verifica-se que dentro das variaveis
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comprimento de parte aérea (CPA) e massa seca de parte aérea (MSPA) houve
diferengas estatisticas entre as doses do éxido nitrico nanoencapsulado que foram
utilizadas na situagédo ausente de déficit hidrico. No caso do CPA, as doses 0, 900 e
1500 mMolL-' foram superiores as demais, porém, ndo diferenciaram da testemunha
sem agua (SA), sendo assim, inviavel determinar qual foi a melhor dose. Além disso,
os resultados observados ndo seguiram um esquema linear entre dose e efeito, o que
também impossibilita, neste estudo, verificar até que dose o efeito positivo deixa de
se manifestar. Para a variavel MSPA, todas as doses utilizadas foram inferiores a
testemunha sem agua, o que permite inferir que neste caso, os tratamentos nao
trouxeram beneficio, e sim, prejudicaram o acumulo de massa seca.

Song et al. (2009) quando avaliou sementes de Suaeda salsa
observaram que o aumento na concentracdo de NO3 nao foi capaz de estimular a
germinacgao de plantulas e a produgao de massa seca da parte aérea.

As variaveis comprimento de raiz (CR) e massa seca de raiz (MSR)
nao apresentaram diferencas estatisticas entre as doses utilizadas quando analisadas
pelo Teste de Scott-Knott, demonstrando que o dxido nitrico nanoencapsulado nao foi
capaz de beneficiar nem prejudicar estes parametros nesta condi¢cdo. Correa-
Aragunde et al. (2008) observaram que o 6xido nitrico afeta o crescimento de raizes
de tomate de forma dose-dependente, sendo que as baixas concentracdes de 6xido
nitrico na forma de nitroprussiato de sodio (SNP) sdo capazes de estimular o
crescimento das raizes e aumentar a quantidade de massa fresca e seca, enquanto

as altas concentracdes possuem efeito negativo sobre o crescimento das plantas.

Tabela 3. Primeira contagem de germinacgéo (PCG), plantulas normais (PN), plantulas
anormais (PA) em condicao de déficit hidrico (-0,2 MPa)

Tratamento PCG (%) PN (%) PA (%)
SA 53,0b 65,0 c 35,0b

0 46,5 c¢c 58,3 ¢ 425b

300 450c 54,0c 46,0 b
600 62,5 a 84,0 a 14,0 c
900 61,5a 73,0b 215¢c
1200 255d 38,0d 61,5a
1500 63,5 a 84,0 a 13,5¢
CV% 6,49 11,39 22,23

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas n&o diferem pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05%). CV: coeficiente de variagdo. SA: Sem agua.

Analisando a Tabela 3 € possivel observar que dentro das trés
variaveis descritas, sendo elas, primeira contagem de germinagao (PCG), plantulas
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normais (PN) e plantulas anormais (PA) houve diferencgas estatisticas entre as médias
quando comparadas pelo Teste de Scott-Knott.

No caso da primeira contagem de germinagdo (PCG) as doses de
600, 900 e 1500 mMol.L-' foram superiores as demais, e diferenciaram da testemunha
sem agua. A dose de 1200 mMol.L-' foi considerada a menos eficiente dentre todas.
Lucchese et al. (2018) observaram aumento da quantidade plantulas anormais
quando as sementes de Toona ciliata foram submetidas a solu¢gdo com PEG-6000

para simular déficit hidrico.

Tabela 4. Comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), massa seca
de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) em condi¢ao de déficit hidrico (-
0,2 MPa).

Tratamento CPA (cm) CR (cm) MSPA (g) MSR (g)

SA 4,28 a 12,84 a 0,016 a 0,011 a

0 4,53 a 12,75 a 0,016 a 0,010 a

300 5,08 a 11,50 b 0,019 a 0,018 a

600 5,20 a 9,87 b 0,022 a 0,017 a

900 5,00 a 11,00 b 0,014 a 0,008 a

1200 3,94 a 10,33 b 0,011 a 0,016 a

1500 4,49 a 10,42 b 0,010 a 0,003 a
CV% 19,93 10,36 41,48 84,51

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05%).
CV: coeficiente de variagado. SA: sem agua.

Observando a Tabela 4 nota-se que ndo houve diferenca estatistica
para as variaveis comprimento de parte aérea (CPA), massa seca de parte aérea
(MSPA) e de raiz (MSR) nas doses de Oxido nitrico utilizadas. Na variavel
comprimento de raiz (CR) as testemunhas com e sem agua se comportaram de
maneira superior aos outros tratamentos, os quais envolviam o 6xido nitrico. Isso nos
permite inferir que o 6xido nitrico resultou em diminuicdo das raizes de sementes de
soja nesta condigdo.

Kaiser et al. (2016) quando submeteram sementes de repolho
tratadas com 6xido nitrico em condig¢ao de baixo potencial osmaético para simular efeito
da salinidade, ndo observaram diferencas estatisticas para as variaveis massa seca
de parte aérea (MPSA) e massa seca de raiz (MSR), o que condiz com os resultados
observados neste trabalho. Pires et al. (2016) verificaram que a aplicagéo de éxido
nitrico foi capaz de reverter a redugao ocasionada pelo déficit hidrico, simulado
através da utilizacdo do PEG-600, para os parametros massa seca de parte aérea
(MSPA) e de raiz (MSR) em sementes de gergelim (Sesamum indicum L.).
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CONCLUSAO

Na auséncia de déficit hidrico os tratamentos n&do demonstraram
efeito sobre os parametros de PCG, PN, PA, CPA, CR e MR. Porém a hidratagao
combinada ou ndao com NO foi inferior para o acumulo de MSPA. Portanto, o NO
nanoencapsulado nesta condicdo ndo apresentou efeito na germinagdo e
desenvolvimento inicial das raizes, porém comprometeu o desenvolvimento da parte
aeérea.

Ja na presenca de déficit hidrico as doses de 600, 900 e 1500
mMolL-"' foram superiores aos demais tratamentos, incluindo os tratamentos sem e
com hidratacdo sem NO. Sendo assim, conclui-se que as doses superiores a 600
mMolL-' (com exce¢do de 1200 mMolL-') apresentaram germinagdo superior as
testemunhas. Nao houve efeito no desenvolvimento inicial de parte aérea, porém

limitou o crescimento a partir de 300 mMolL-".
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ARTIGO B: OXIDO NiTRICO NANOENCAPSULADO NA MITIGAGAO DO EFEITO
DO ESTRESSE TERMICO EM SEMENTES DE SOJA

RESUMO

O estresse térmico esta entre os tipos de estresses abidticos que sdo capazes de
reduzir a germinagao e o vigor sementes de soja, podendo ser ocasionado tanto por
baixas como altas temperaturas. Dentre as alternativas para aumentar a tolerancia de
plantas a estresses, cita-se a utilizagdo de moléculas sinalizadoras, como € o caso do
oxido nitrico. Para garantir maior eficiéncia do uso desta molécula, a nanotecnologia
vem sendo estudada como uma alternativa viavel, através da utilizagcdo de
nanoparticulas de quitosana. O objetivo desde trabalho foi avaliar os efeitos de cinco
doses de NO nanoencapsulado (0, 300, 600, 900, 1200 e 1500 mMolL-") sob trés
diferentes temperaturas, 20, 25 e 30 °C, consideradas temperaturas subdtimas,
6timas e supradtimas, respectivamente. As variaveis analisadas foram: primeira
contagem de germinagao, plantulas normais, plantulas anormais, comprimento de
parte aérea e de raiz € massa seca de parte aérea e de raiz. As médias foram
comparadas através do Teste de Scott-Knott. Nao foi possivel inferir sobre o efeito
possivel do NO em temperatura subdtima (20 °C) porém houve aumento dos
parametros de massa seca. Sob temperatura 6tima (25 °C) a o tratamento de agua
com e sem NO foi inferior a testemunha para o parametro massa seca de parte aérea.
Na condicdo de temperatura supradtima (30 °C) nédo houve efeito do NO na

germinacgao e desenvolvimento inicial.

Palavras-chave: antioxidante; germinagdo; Glycine max L.; nanotecnologia;

temperatura.

ABSTRACT

Thermal stress is among the types of abiotic stresses that are capable of reducing
germination and vigor in soybean seeds, and can be caused by both low and high
temperatures. Among the alternatives to increase plant tolerance to stress, the use of
signaling molecules, such as nitric oxide, is mentioned. To ensure greater efficiency in

the use of this molecule, nanotechnology has been studied as a viable alternative,
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through the use of chitosan nanoparticles. The objective of this work was to evaluate
the effects of five doses of nanoencapsulated NO (0, 300, 600, 900, 1200 and 1500
mMolL-") under three different temperatures, 20, 25 and 30 °C, considered suboptimal,
optimal and supraoptimal temperatures, respectively. The variables analyzed were:
first germination count, normal seedlings, abnormal seedlings, shoot and root length,
and shoot and root dry mass. Means were compared using the Scott-Knott test. It was
not possible to infer the possible effect of NO at suboptimal temperature (20 °C) but
there was an increase in dry mass parameters. Under optimal temperature (25 °C) the
water treatment with and without NO was lower than the control for the dry mass
parameter of shoots. In the supraoptimal temperature condition (30 °C) there was no

effect of NO on germination and initial development.

Keywords: antioxidant; germination; Glycine max L.; nanotechnology; temperature.

INTRODUGAO

A soja (Glycine max (L.) Merril) € uma das culturas mais cultivadas ao redor do
mundo e representa grande parte dos produtos exportados oriundos da agricultura
brasileira. Sua importancia mundial se da pelo fato de que a soja é utilizada tanto para
a alimentacdo humana e animal, e como matéria prima para diversos produtos
industriais (ARTUZO et al., 2018).

O potencial produtivo da soja é bastante afetado pelas alteragbes climaticas,
dentre elas, o aumento e diminuicdo da temperatura (SHAHEEN et al., 2016). A soja
possui melhor adaptabilidade em regides onde as temperaturas variam desde 20
(temperatura subétima) a 30°C (temperatura supraétima), sendo que o valor ideal para
seu estabelecimento, crescimento, desenvolvimento e produg&o de graos é proximo
de 25 °C. (FARIAS et al., 2007). No caso da producao de sementes, recomenda-se o
cultivo em regides onde a temperatura € inferior a 22 °C, principalmente durante a
fase de maturagdo, pois temperaturas superiores apresentam alto risco para o
desenvolvimento de doengas e implicam negativamente na qualidade do produto
(COSTA et al., 1994).

As temperaturas tanto acima como abaixo das consideradas ideais podem ser
consideradas estresse térmico para a planta, e afetam negativamente o processo

fotossintético, respiracao, transpiracéo e consequentemente reduzem a produtividade
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da cultura (LAHIVE et al., 2018). O estresse por temperatura também €& capaz de
limitar outros processos metabdlicos, como a germinagédo de sementes e crescimento
de pléantulas (SIEBERS et al., 2015).

Diante disso, a utilizagdo de moléculas sinalizadoras para aumentar a
tolerancia a diferentes estresses vem sendo estudada e discutida, como é o caso do
oxido nitrico, uma molécula sinalizadora que esta envolvida na resposta a estresses
abidticos (SANZ et al., 2015). As substancias liberadoras de 6xido nitrico, como a S-
nitroso-glutationa (GSNO), apresentam capacidade de evitar ou até mesmo reverter
os danos causados pelas altas temperaturas, as quais reduzem consideravelmente o
vigor das sementes (PEREIRA et al., 2010).

Dentre as limitagdes da utilizacdo do éxido nitrico esta o fato desta
molécula apresentar carater gasoso e baixa eficiéncia de aplicagao, o que dificulta que
o efeito desejado seja atingido (KHAN et al., 2014). Neste contexto, a utilizacdo de
nanoparticulas surge como uma estratégia para proteger essas moléculas da
decomposigéo, permitindo que a liberagéo seja mais controlada e seu periodo de agéo
seja prolongado (SEABRA et al., 2015). As nanoparticulas compostas de quitosana
representam uma boa opg¢ao nestes casos pois sdo biodegradaveis, apresentam baixa
toxicidade e possuem carater bioestimulante, podendo influenciar positivamente no
crescimento e protecao das plantas (PONGPRAYOON et al., 2022).

O objetivo desde trabalho foi avaliar o efeito diferentes doses de 6xido
nitrico nanoencapsulado em moléculas de quitosana na germinagédo de sementes de

soja, submetidas a trés diferentes temperaturas, 20, 25 e 30°C.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fitotecnia
pertencente ao Departamento de Agronomia, localizado nas dependéncias da
Universidade Estadual de Londrina. As sementes de soja utilizadas eram da cultivar
BMX Fibra 64161RSF IPRO. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com esquema fatorial 7x3 (doses x temperaturas).

Inicialmente, o lote de sementes foi caracterizado quanto ao teor de
agua e o peso de mil sementes. O teor de agua foi verificado pelo método da estufa,
o qual utiliza 4 amostras de 50 sementes cada, e o resultado é expresso pela formula

TA = (W1 — W2) / W1, sendo que W1 é o valor de massa das sementes antes de
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serem alocadas na estufa e W2 é o valor de massa das sementes apds o0 processo
de secagem. O resultado (TA) é expresso em percentagem. O peso de mil sementes
foi obtido através da pesagem de 8 amostras contendo 100 sementes cada, e o
resultado foi expresso através da férmula PMS = (PA x 1000) / NS, onde PMS é o
peso das mil sementes, PA é o peso da amostra de trabalho e NS é o numero total de
sementes.

O tratamento das sementes com Oxido nitrico consistiu em utilizar a
molécula doadora S-nitrosoglutationa (GSNO) na concentragdo de 3 mmol L-1
nanoencapsulada em moléculas de quitosana.

As nanocapsulas de quitosana contendo oOxido nitrico (GNSO-CS
NPs) sdo sintetizadas como descrito por PELEGRINO, et al. (2017) e adquiridas
através de parceria com o Instituto ABC. Dessa forma, 0,5% (p/v) CS e 60 mmol-L-1
de glutationa reduzida (GSH) sao misturadas através de agitacdo em 1% de acido
aceético por um periodo de 90 minutos. Cerca de 1,8 g-L-1 de solucéo de tripolifosfato
(TPP) €& adicionado a suspensao CS/GSH, tendo como resultado a relagao
volumétrica de CS/GSH:TPP de 3:1 (v/v). Essa mistura é agitada durante 45 minutos
em temperatura ambiente. Na suspensdo, o GSH foi nitrosado adicionando a
quantidade equimolar de nitrito de sédio (NaNO2), e permaneceu em repouso durante
uma hora em abrigo da luz, para que ocorra a liberagao do 6xido nitrico na solugao.

Em seguida sementes foram tratadas com 6 diferentes doses do NO
nanoencapsulado, sendo elas 0 (apenas agua destilada), 300, 600, 900, 1200 e 1500
mMolL-! Ao todo foram utilizados 7 tratamentos, sendo 6 doses além da testemunha,
que consistiu na utilizagdo da semente sem tratamento algum.

ApoOs o tratamento das sementes, elas foram alocadas em diferentes
temperaturas. As trés temperaturas utilizadas foram: 20 °C (subétima), 25 °C (6tima)
e 30 °C (supradtima) e para cada temperatura foi regulada a camara BOD.

As avaliagbes realizadas foram: primeira contagem de germinacao,
teste padrao de germinagao, comprimento de parte aerea e de raiz e massa seca de
parte aerea e de raiz.

O teste de germinagao foi realizado em substratos do tipo papel
Germitest®. Foram utilizadas 50 sementes em cada repeticdo. Os papéis foram
umedecidos na propor¢cao de 2,5 vezes a massa do papel seco, e estes foram
alocados em camara de germinacgao do tipo BOD sob temperatura constante de 20,

25 e 30 °C com fotoperiodo de 12 horas. A avaliagao foi feita no oitavo dia, onde foram
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avaliadas as plantulas normais, anormais e sementes mortas. Em conjunto com o
teste de germinacéao, no quinto dia, foi realizada a contagem das plantulas normais,
que representa a primeira contagem de germinagao, que € classificada como uma
avaliagcéo de vigor (BRASIL, 2009).

Para a analise de comprimento e massa seca de parte aérea e raiz,
10 sementes foram dispostas no tergo superior do rolo de germinagao, e seguiu-se as
mesmas condigdes experimentais do teste de germinagdo, com excegdo do
fotoperiodo de 12 horas, pois, neste caso, as sementes permanecem no escuro
durante os 8 dias. A medicdo do comprimento foi realizada com o auxilio de régua
milimetrada e a massa seca quantificada em balanca de precisdo apos as amostras
permanecerem por 3 dias em estufa de ar circulado sob temperatura constante de 65
°C.

Os dados coletados foram submetidos as analises de normalidade e
homogeneidade. As médias foram comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Foram feitas as regressdes polinomiais até 2° grau, retirando o
tratamento SA, porém néo foi possivel estabelecer ajustes representativos e, portanto,

nao foram apresentados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Primeira contagem de germinagao (PCG), plantulas normais (PN), Plantulas
anormais (PA) em condigcdo de temperatura suboétima (20 °C).

Tratamento PCG (%) PN (%) PA (%)
SA 87,5a 90,0 a 90b

0 78,0b 85,0b 14,5a

300 86,0 a 87,5a 12,5b
600 78,5b 79,0 b 20,5a
900 93,5a 94,0 a 6,0b
1200 87,5a 89,0 a 11,0b
1500 89,5 a 90,5 a 8,5b
CV% 5,03 4,67 35,54

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas n&o diferem pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05%). CV: coeficiente de variagdo. SA: Sem agua.

Observando a Tabela 1, verifica-se que houve diferenca estatistica
entre as variaveis apresentadas. No caso da primeira contagem de germinacao e
plantulas normais, as doses de 300, 900, 1200 e 1500 mMolL-" foram superiores as

demais, porém nao diferiram da testemunha sem agua, impossibilitando de inferir que
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houve efeito positivo do 6xido nitrico nanoencapsulado. A quantidade de plantulas
anormais foi inferior na testemunha e nas doses de 900 e 1500, demonstrando

possivel toxicidade do 6xido nitrico nas demais doses testadas.

Tabela 2. Comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), massa seca
de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) em condigdo de temperatura
subodtima (20 °C).

Tratamento CPA (cm) CR (cm) MSPA (g) MSR (g)

SA 7,05b 10,43 a 0,023 b 0,004 c

0 7,70 b 10,90 a 0,020 b 0,009 b

300 4,93d 9,28 a 0,019b 0,013 a

600 7,34 b 11,16 a 0,025 a 0,014 a

900 9,00 a 10,60 a 0,027 a 0,010 b

1200 8,00 b 10,90 a 0,026 a 0,010 b

1500 6,31c 10,25 a 0,024 a 0,014 a
CV% 10,60 8,23 13,68 32,35

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05%).
CV: coeficiente de variagdo. SA: Sem agua.

Na Tabela 2 é possivel observar que as variaveis comprimento de
parte aérea (CPA), massa seca de parte aérea (MSPA) e de raiz (MSR) diferiram
estatisticamente entre as doses de 6xido nitrico que foram utilizadas. No caso do CPA,
a dose de 900 mMolL-' se mostrou superior aos demais tratamentos, e isso refletiu
também em um maior acumulo de massa seca de parte aérea. Porém, para a variavel
MSPA as doses de 600 em diante apresentaram comportamento semelhante e
positivo, diferindo das testemunhas com e sem agua e da dose de 600 mMolL-'. No
caso da MSR, as doses de 300, 600 e 1500 mMolL-"! foram consideradas superiores
as demais. Na variavel comprimento de raiz (CR) os tratamentos n&o se diferenciaram

estatisticamente quando comparados pelo Teste de Scott-Knott.

Tabela 3. Primeira contagem de germinacgao (PCG), plantulas normais (PN), Plantulas
anormais (PA) em condigéo de temperatura 6tima (25 °C).

Tratamento PCG (%) PN (%) PA (%)
SA 80,5 a 940 a 6,0 a
0 77,5 a 93,5a 6,5a
300 84,5a 95,5a 45 a
600 76,0 a 92,5a 7,5a
900 77,0 a 95,0 a 50a
1200 84,0 a 96,0 a 4,0 a
1500 82,5a 95,0 a 50a
CV% 7,37 3,76 64,59

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05%). CV: coeficiente de variagdo. SA: Sem agua.
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De acordo com a Tabela 3 é possivel verificar que ndo houve
diferenga estatistica entre as doses utilizadas de 6xido nitrico nanoencapsulado para
as variaveis primeira contagem de germinacdo (PCG), plantulas normais (PN) e

pléntulas anormais (PA) em condigao de temperatura 6tima (25 °C).

Tabela 4. Comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), massa seca
de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) em condicdo de temperatura
otima (25 °C).

Tratamento CPA (cm) CR (cm) MSPA (g) MSR (g)

SA 8,94 a 12,33 a 0,029 a 0,007 a

0 9,37 a 11,85 a 0,022 b 0,005 a

300 7,89 b 11,07 a 0,023 b 0,009 a

600 8,11b 11,16 a 0,023 b 0,006 a

900 9,28 a 11,35 a 0,021 b 0,005 a

1200 7,35b 9,64 a 0,022 b 0,006 a

1500 9,33 a 11,62 a 0,024 b 0,009 a
CV% 9,02 9,53 14,68 42,07

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05%).
CV: coeficiente de variagcao. SA: sem agua.

Observando a Tabela 2, verifica-se que dentro das variaveis
comprimento de parte aérea (CPA) e massa seca de parte aérea (MSPA) houve
diferengas estatisticas entre as doses do éxido nitrico nanoencapsulado que foram
utilizadas na condigdo de temperatura étima (25 °C). No caso do CPA, as doses 0,
900 e 1500 mMolL-' foram superiores as demais, porém, nado diferenciaram da
testemunha sem agua (SA), sendo assim, inviavel determinar qual foi a melhor dose.
Além disso, os resultados observados ndo seguiram um esquema linear entre dose e
efeito, o que também impossibilita, neste estudo, verificar até que dose o efeito
positivo deixa de se manifestar. Para a variavel MSPA, todas as doses utilizadas foram
inferiores a testemunha sem agua, o que permite inferir que neste caso, os
tratamentos nao trouxeram beneficio, e sim, prejudicaram o acumulo de massa seca.

As variaveis comprimento de raiz (CR) e massa seca de raiz (MSR)
nao apresentaram diferengas estatisticas entre as doses utilizadas quando analisadas
pelo Teste de Scott-Knott, demonstrando que o 6xido nitrico nanoencapsulado nao foi

capaz de beneficiar nem prejudicar estes parametros sob esta temperatura.

Tabela 5. Primeira contagem de germinagao (PCG), plantulas normais (PN), Plantulas
anormais (PA) em condigdo de temperatura supraétima (30 °C).
Tratamento PCG (%) PN (%) PA (%)
SA 53,5a 77,0 a 225a
0 275b 64,0b 32,5a
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300 39,5a 84,5 a 12,5b
600 41,5a 87,0 a 12,0b
900 440 a 81,5a 15,0 b
1200 45,5 a 83,5 a 19,0b
1500 46,5 a 90,0 a 55b
CV% 20,41 6,28 45,71

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05%). CV: coeficiente de variagdo. SA: sem agua.

Observando a Tabela 5 é possivel verificar que para as variaveis
primeira contagem de germinacéo (PCG), plantulas normais (PN) e plantula anormais
(PA) houve diferenca estatistica entre os tratamentos utilizados. No caso da PCG, a
testemunha com agua, ou dose 0 mMolL-' foi considerada inferior aos demais
tratamentos, que nao diferenciaram entre si. A quantidade de plantulas normais
também foi inferior apenas no tratamento com agua. Este mesmo tratamento,

juntamente com a testemunha sem agua representaram os maiores valores de PA.

Tabela 6. Comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), massa seca
de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR) em condigdo de temperatura
supraotima (30 °C).

Tratamento CPA (cm) CR (cm) MSPA (g) MSR (g)

SA 8,73 a 12,61 a 0,026 a 0,013 a

0 7,80 a 8,53 b 0,032 a 0,015a

300 7,51 a 7,81b 0,024 a 0,012 a

600 8,88 a 12,63 a 0,034 a 0,009 a

900 7,68 a 9,28 b 0,033 a 0,020 a

1200 5,86 a 9,51b 0,019 a 0,012 a

1500 6,65 a 6,64 b 0,034 a 0,018 a
CV% 18,47 24,00 42,34 79,56

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem pelo teste de Scott-Knott (p<0,05%).
CV: coeficiente de variagado. SA: sem agua.

Através da Tabela 6 verifica-se que as variaveis comprimento de parte
aérea (CPA), massa seca de parte aérea (MSPA) e de raiz (MSR) n&o apresentaram
diferencas estatisticas entre os tratamentos quando as médias foram comparadas
pelo Teste de Scott-Knott. No caso do comprimento de raiz (CR), a dose de 600
mMolL-" foi considerada superior as demais, porém se igualou no comportamento a
testemunha sem agua, impossibilitando de confirmar efeito positivo do éxido nitrico

nanoencapsulado.

CONCLUSAO
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Nao foi possivel inferir sobre o efeito possivel do NO em temperatura
subotima (20°C) porém houve aumento dos parametros de massa seca. Sob
temperatura 6tima (25°C) o tratamento de agua com e sem NO foi inferior a
testemunha para o parametro massa seca de parte aérea. Na condicdao de
temperatura supraétima (30°C) nao houve efeito do NO na germinagcédo e

desenvolvimento inicial.
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