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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial da aplicagdo exégena de
S-nitrosoglutationa (GSNO) encapsulada em nanoparticulas de quitosana, como
uma estratégia para atenuar os efeitos do déficit hidrico em mudas de Hymenaea
courbaril para fins de restauracao florestal. A alta mortalidade de mudas apds o
plantio, amplificada por eventos de seca, representa um desafio tanto ecoldgico
quanto econdmico. O encapsulamento de doadores de 6xido nitrico (NO) é uma
abordagem promissora que visa proteger as moléculas da rapida degradacado e
permitir uma liberacdo controlada, prolongando seu efeito na planta. Para o
experimento, mudas de jatoba foram submetidas a um déficit hidrico por 15 dias e
pulverizadas com GSNO encapsulado em diferentes concentragées: 100, 500, 1000
e 2000 uM. As analises envolveram a avaliacdo de parametros biométricos,
fisiologicos e bioquimicos. Os resultados demonstram que a concentragdo de 1000
MM de GSNO encapsulado foi a mais eficaz, promovendo maior incremento da altura
relativa, maior taxa fotossintética e menor concentragao de perdxido de hidrogénio
em comparacado com o tratamento sob déficit hidrico. No entanto, este tratamento
nao foi capaz de mitigar completamente o estresse, visto que essas melhorias néo
se refletiram em maior acumulo de biomassa, e os niveis de malondialdeido (MDA)
permaneceram inalterados.. Plantas tratadas com a concentragcdo de 2000 pM
apresentaram sinais de toxicidade. De modo geral, os resultados sugerem que a
aplicacdo de GSNO encapsulado pode ser uma estratégia promissora para atenuar
os efeitos do déficit hidrico em mudas de Hymenaea courbaril, fornecendo
informacgdes para o aprimoramento de estratégias biotecnoldgicas na producao de
mudas e para o sucesso de projetos de restauragao florestal. Futuros estudos
devem ampliar o tempo de exposi¢cdo ao déficit hidrico e investigar de forma mais
detalhada os mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares envolvidos na

resposta ao NO sobre o crescimento e a fotossintese.

Palavras-chave: mudangas climaticas, jatoba, déficit hidrico, oOxido nitrico,

nanobiotecnologia.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the potential of exogenous S-nitrosoglutathione
(GSNO), encapsulated in chitosan nanoparticles, as a strategy to mitigate the effects
of water deficit in Hymenaea courbaril seedlings for forest restoration purposes. The
high mortality of seedlings after planting, which is amplified by drought events,
represents both an ecological and economic challenge. The encapsulation of nitric
oxide (NO) donors is a promising approach designed to protect the molecules from
rapid degradation and allow for a controlled release, thereby prolonging their effect
on the plant. For the experiment, jatoba seedlings were subjected to a water deficit
for 15 days and sprayed with encapsulated GSNO at concentrations of 100, 500,
1000, and 2000 uM. The analyses involved the evaluation of biometric, physiological,
and biochemical parameters. The results show that the 1000 uM concentration of
encapsulated GSNO was the most effective, promoting a greater increase in relative
height, a higher photosynthetic rate, and a lower concentration of hydrogen peroxide
compared to the water deficit treatment. However, this treatment was not able to
completely mitigate the stress, as these improvements were not reflected in greater
biomass accumulation and malondialdehyde (MDA) levels remained unaltered.
Plants treated with the 2000 uM concentration showed signs of toxicity. Overall, the
results suggest that the application of encapsulated GSNO can be a promising
strategy to mitigate the effects of water deficit in Hymenaea courbaril seedlings,
providing information for the improvement of biotechnological strategies in seedling
production and for the success of forest restoration projects. Future studies should
extend the exposure time to water deficit and more deeply investigate the
physiological, biochemical, and molecular mechanisms involved in the response to

NO on growth and photosynthesis.

Keywords: Climate change; jatoba; water deficit; nitric oxide; nanobiotechnology.

Title in english: Nanotechnological strategies to increase the drought tolerance of

native seedlings for forest restoration purposes.
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1 INTRODUGAO

Dentre as varias emergéncias que nossa sociedade vem enfrentando, as
principais que afetam o planeta globalmente s&o: a crise na saude, a crise da perda
de biodiversidade e as mudangas climaticas. As diferengas entre as crises estdo na
questao temporal, enquanto a crise na saude associada ao Sars-CoV-2 pode durar
anos, o impacto das mudangas climaticas pode durar séculos, e a perda de
biodiversidade €& para sempre (Artaxo, 2020). Vale ressaltar que as mudancgas
climaticas estdo relacionadas com a perda da biodiversidade observado em
praticamente todos os ecossistemas (IPBES, 2019).

Projecdes climaticas indicam maior variabilidade de precipitagcdo ao longo
deste século com extremos de seca cada vez mais frequentes, o que afetara ainda
mais a biodiversidade florestal, devido aos impactos no funcionamento dos
ecossistemas, nos padrdes fotossintéticos, modificando os ciclos hidrologicos e a
dindmica do carbono em ecossistemas terrestres e marinhos (IPCC, 2021).

A restauracdo florestal com espécies nativas tem sido considerada uma
estratégia importante na atualidade, especialmente quando a floresta perde a
capacidade de se recuperar sozinha, ou seja, quando o ambiente sofre disturbios em
tamanha propor¢cdo que se torna impossivel o retorno a condicido de equilibrio
ambiental sem uma intervengao (Brancalion et al., 2015). A restauragao dessas
areas com espeécies nativas recompde o teor de matéria organica do solo,
recuperando também a capacidade de retengdo de agua (Rodrigues et al., 2007).
Assim, a reconstrucido de habitats, através de acdes de restauracao florestal podem
potencializar a conservagao da biodiversidade (Brancalion et al., 2015).

Apesar da restauracao florestal ser considerada uma importante estratégia,
seu sucesso € dificultado pela alta mortalidade de mudas apds o plantio, e esse
problema é amplificado por eventos de seca. E comum essas areas degradadas
apresentarem condigdes ambientais estressantes como deficiéncia hidrica, o que ira
interferir negativamente no estabelecimento destas espécies (Oliveira et al., 2017,
Silvestre et al., 2017). Além do aspecto ambiental, esta alta mortalidade de mudas
também nao é interessante no aspecto econdmico, tendo em vista o investimento

dos viveiristas em agua e energia para a produgao das mesmas. Assim, estratégias
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para melhorar a tolerdncia das mudas ao estresse, sao, portanto, essenciais para

aumentar o sucesso da restauragao florestal (Nolan et al., 2018).

1.1Efeitos do déficit hidrico nas plantas e sinalizagao do 6xido nitrico (NO)

O déficit hidrico é o principal fator ambiental que influéncia, de forma
negativa, a germinagao, o desenvolvimento e a sobrevivéncia das plantas (De
Carvalho, 2008; Axelsson et al., 2020). A resposta primaria da planta ao déficit
hidrico € o fechamento estomatico para evitar a perda excessiva de agua pela
transpiracao foliar. No entanto, essa resposta também diminui a disponibilidade de
CO: para a fotossintese e, consequentemente, reduz o acumulo de biomassa e o
crescimento das plantas. O déficit hidrico também afeta o conteudo de clorofila foliar
e inibe a atividade fotoquimica da fotossintese (Kosar et al., 2020; Raja et al., 2020).

Além disso, o déficit hidrico também esta associado a superprodugao de
espécies reativas de oxigénio (EROS), que leva ao estresse oxidativo (Kohli et al.,
2019; Tiepo et al.,, 2020). EROS sao formas reduzidas de oxigénio molecular,
extremamente reativas, como o anion superéxido (O:), o peroxido de hidrogénio
(H20:), o radical hidroxil (HO¢) e o oxigénio singleto ('O:), que podem danificar os
componentes celulares, incluindo proteinas, lipidios, DNA, podendo levar a morte
celular (Mittler, 2002).

Como as plantas sédo sésseis, elas possuem capacidade de responder aos
estresses abidticos, demonstrando alta plasticidade sob condigdes adversas. As
plantas ativam uma complexa rede de multiplas respostas em niveis moleculares,
celulares e fisiologicos (Larcher, 2000). Tais respostas ocorrem porque as plantas
possuem um sistema de sinalizacao eficaz, que processa e transfere informacdes
sobre mudangas ambientais para outros 6rgaos e tecidos (Roshchina, 2001). Essas
redes de sinalizagdo ligadas ao estresse envolvem n&o apenas fitohormbnios
classicos, mas também outras moléculas de sinalizagao, como o 6xido nitrico (NO).

O NO é uma molécula sinalizadora multifuncional produzida por todas as
plantas e possui uma ampla gama de efeitos nos processos metabdlicos e
fisiolégicos, atuando na germinacgao, crescimento, floragado e regulagdo de multiplas
respostas ao estresse (Santisree et al.,, 2015). O NO age na tolerancia de varias

especies vegetais a diversos tipos de estresses abidticos como estresse hidrico
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(Tian e Lei, 2006), salino (Siddiqui et al., 2017), metais pesados (Singh et al., 2009)
e estresse por aluminio (Wang e Yang, 2005). Em geral, o NO pode proteger as
plantas do estresse oxidativo devido a indugdo 4 de enzimas antioxidantes, como
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) (Silveira
et al., 2017; Ahanger et al., 2020). Também pode regular a abertura estomatica,
aumentar a eficiéncia fotossintética, promover o acumulo de osmdlitos (como prolina
e glicina betaina) e melhorar o grau de hidratagcdo das plantas submetidas a
condi¢cdes de déficit hidrico (Silveira et al., 2016, 2017, 2019a; Rezayian et al.,
2020).

Adicionalmente, o NO controla o crescimento e o desenvolvimento das raizes
(Silveira et al., 2016; Prakash et al., 2020). Alguns estudos tém demonstrado que a
pulverizacdo de plantas com doadores de NO, em condigbes de déficit hidrico,
aumentou significativamente a biomassa das raizes com consequente incremento na
area de absorgdo de agua, o que permitiu que as plantas mantivessem seu status
hidrico sob tais condigdes (Silveira et al., 2016, 2017). O NO foi nomeado como um
intermediario na cascata de sinalizacdo regulada pela auxina, influenciando a
morfologia e fisiologia das raizes (Correa-Aragunde et al., 2004). Além disso, tem
sido relatado que o NO favorece a quebra de dorméncia de sementes de espécies
florestais (Ataide et al., 2015).

Existem varios doadores de NO que diferem na composicado, meia-vida, taxa
de liberacdo de NO sob condigdes de luz e presenca de agentes redutores (Seabra
et al., 2022). Um dos doadores de NO que vem sendo estudado é o
S-nitrosoglutationa (GSNO). GSNO é um S-nitrosotiol endégeno que serve como
fonte de NO, uma potente molécula sinalizadora capaz de aumentar a tolerancia de
plantas a estresses abioticos pela nitrosilacdo de proteinas (Silveira et al., 2016,
2017a). A S-nitrosilagdo pode alterar a atividade, estabilidade e a conformagao de
proteinas alvo, além de interagcbes com outras moléculas ou sua localizagao
subcelular, regulando uma vasta gama de funcbes celulares e eventos de
sinalizacao (Sevilla et al., 2015). De fato, Silveira et al. (2017) demonstraram que o
NO aumentou a atividade de carboxilagdo da Rubisco (enzima chave do processo
fotossintético) em plantas sob déficit hidrico, sendo essa proteina um possivel alvo
da S-nitrosilacao.

Deste modo, varios estudos tém demonstrado que plantas tém a sua

performance melhorada em condicdes restritivas quando supridas com GSNO
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(Silveira et al., 2016, 2017, 2019b, 2021). Assim, mudas poderiam ser “preparadas”
quando supridas com moléculas sinalizadoras, o chamado chemical priming, um

campo promissor na fisiologia do estresse vegetal.
a. Estratégias nanotecnolégicas para fins de restauracao florestal

A combinacdo de doadores de NO com nanomateriais € uma abordagem
promissora e relativamente nova que surgiu como estratégia para proteger
moléculas da rapida degradacgao, visto que os doadores de NO sao termicamente e
fotoquimicamente instaveis (Shishido et al., 2003). Além disso, o aprisionamento
destes doadores de NO em nanomateriais permite uma liberagdo mais controlada,
prolongando o efeito do NO na planta (Seabra et al., 2015). Os doadores séo
incorporados em matrizes polimeéricas, como as nanoparticulas a base de quitosana
(Cardozo et al, 2014). A quitosana €& um polissacarideo biodegradavel e
biocompativel amplamente utilizado em aplicagdes de liberagdo de farmacos,
particularmente como um sistema nanocarreador (Pieretti et al., 2020).

Alguns estudos tém demonstrado o potencial uso de nanoparticulas
liberadoras de NO na atenuacgao dos efeitos do déficit hidrico em algumas culturas
(Oliveira et al., 2016; Silveira et al., 2019b; 2021). Recentemente, um estudo
mostrou que a aplicacdo no solo de nanoparticulas de NO foi capaz de melhorar o
sistema antioxidante e aumentar o teor relativo de agua foliar em mudas de arvores
(Heliocarpus popayanensis Kunth) sob estresse hidrico, induzindo também a
formagdo de pelos radiculares (Do Carmo et al., 2021). Vislumbra-se que a
pulverizacao foliar com NO encapsulado podera tornar a espécie menos suscetivel a
eventos de déficit hidrico durante o desenvolvimento inicial, periodo crucial de
estabilizagdo da plantula. Com isso, aliamos a pesquisa basica com a aplicada,

sendo o setor florestal o principal beneficiario dos resultados desta pesquisa.
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b) OBJETIVOS
a. Objetivo geral

Este estudo pretende avaliar o potencial da aplicagcdo exdgena de GSNO
(doador de NO) encapsulado como estratégia para atenuar os efeitos do déficit
hidrico em mudas nativas de interesse para a restauracao florestal. A hipotese é que
o NO seja capaz de mitigar a inibicdo do crescimento e da fotossintese em plantas

de Hymenaea courbaril submetidas ao déficit hidrico.

b. Objetivos especificos

1 a pulverizacdo foliar de GSNO encapsulado atenua os efeitos do déficit
hidrico na inibicdo do crescimento inicial e na fotossintese em mudas de H.

courbaril de maneira dose-dependente;

2 a GSNO encapsulado potencializa os mecanismos antioxidativos enzimaticos,
melhorando a fotossintese e o crescimento inicial das mudas sob condigdes

de baixa disponibilidade hidrica.



14

c) METODOLOGIA
a. Material biolégico e suas caracteristicas

Foram utilizadas sementes da espécie florestal Hymenaea courbaril L., mais
conhecida como Jatoba. Pertencente a Familia Fabaceae (subfamilia
Caesalpinioideae), essa espécie € uma arvore semidecidua, com distribuicdo
geografica ampla, sendo originalmente encontrada na Amazdnia e Mata Atlantica-
com ocorréncia natural desde o Piaui até o Norte do Parana na floresta latifoliada
semidecidua (Carvalho, 2003).

O uso de espécies arboreas desempenha um papel crucial nas ciéncias
florestais, contribuindo para o equilibrio ecolégico dos habitats e dos grupos
ecolégicos aos quais pertencem, nas comunidades florestais. S&o altamente
recomendadas para integrar programas de recuperagcdo de areas degradadas ou
sujeitas a degradagdo (Nascimento, 2009). Nesse sentido, o jatoba possui um
potencial significativo na recuperagédo de sub-bosques, desempenhando sua fungéo
ecoldgica no fechamento do dossel, devido ao porte alto de seus individuos adultos
(Tonini & Arco-Verde, 2005).

b. Sintese de nanoparticulas de quitosana com doador de NO

As nanoparticulas de quitosana foram obtidas pelo método de gelificagao
ionotropica, conforme descrito anteriormente (Silveira et al., 2019b).
Resumidamente, a quitosana foi dissolvida em acido acético (1%) e 1,3 mmol L' de
GSH. Apds 90 min de agitagdo magnética a temperatura ambiente, uma solugéo de
tripolifosfato de sodio (TPP) a 0,6 mg mL™" foi adicionada gota a gota a solugéo.
Para a mistura final agitou-se magneticamente por 90 min. A concentragao final de
GSH permaneceu igual a 1,0 mmol L™'. Para obter nanoparticulas de quitosana
contendo GSNO, uma quantidade 7 equimolar de nitrito de sodio foi adicionada a
disperséo, e a solugao final homogeneizada. A reagdo permaneceu por 90 min no

escuro, e apos sua preparacgao, utilizou-se a solugao imediatamente.
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c. [Estratégia experimental

Para os experimentos, as sementes foram adquiridas pela empresa ArboCenter
LTDA. Em seguida, esterilizou-se, na superficie das mesmas, imersas em 1 litro de
hipoclorito de sédio a 10% (v/v), durante 20 minutos e depois enxaguadas com agua
destilada. Posteriormente, as sementes foram submetidas ao processo de
escarificagdo mecanica, uma vez que possuem dorméncia tegumentar (Guariz et al.,
2021). Em seguida, as mesmas foram dispostas em caixas tipo gerbox, sobre papel
filtro umedecido com agua, para iniciar a germinagdo. O processo ocorreu em uma
camara de germinacdo (BOD), sob temperatura constante de 30°C, com um
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Apés a germinacgao,
transferiu-se as plantulas para tubetes até que atingissem altura de 15 cm. Em
seguida, as plantas foram transferidas para vasos plasticos (com capacidade de 3L)
contendo substrato, cuja composic¢ao inclui: casca de arroz, casca de pinus, fibra de
coco, superfosfato simples e nitrato de potassio (marca Vida Verde). As plantas
foram irrigadas 3 vezes por semana, utilizando solugao nutritiva elaborada segundo
Hoagland & Arnold (1950).

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo. Apds trés semanas,
quando as plantas atingiram uma altura média de 20 cm, iniciou-se os tratamentos.
A irrigagdo do grupo déficit hidrico foi cessada, e em seguida foram realizadas as
pulverizagdes com as solugdes de GSNO encapsulado nas concentragdes de 100,
500, 1000 e 2000 uM. Assim, a pulverizagao ocorreu um dia apds a suspensao da
rega, e a irrigagcado permaneceu suspensa por 15 dias. Aplicou-se um volume similar
de 50 mL por planta/vaso, uma vez ao dia, no final da tarde, por 3 dias consecutivos.

Como controle, plantas pulverizadas apenas com agua foram mantidas em
condigdes de boa hidratagdo ou déficit hidrico. No total foram 6 tratamentos: (a)
planta hidratada (controle); (b) planta sem irrigagao (DH); (c) DH + pulverizagao de
100 uM de GSNO encapsulado; (d) DH + pulverizacdo de 500 uM de GSNO; (e) DH
+ pulverizagdo de 1000 yM de GSNO; (f) DH + pulverizagédo de 2000 uM de GSNO.
Foram 10 repeticbes para cada tratamento, totalizando 60 vasos. Foram avaliados
as trocas gasosas, atividade fotoquimica, teor de clorofila, teor relativo de agua
(TRA) e biometria (altura, comprimento das raizes e massa seca de folhas e raizes).

Além disso, folhas foram coletadas e congeladas e armazenadas em ultrafreezer,
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para as analises laboratoriais como a quantificacdo de peroxido de hidrogénio,

peroxidacgao lipidica e enzimas do metabolismo antioxidante.

d. Analises Realizadas

a) Atividade fotoquimica e pigmentos: A taxa de assimilagéo liquida de CO.
(A), a condutancia estomatica (gs) e a taxa aparente de transporte de elétrons foram
determinadas em folhas totalmente expandidas, acima do primeiro par expandido,
utilizando um analisador de gases por infravermelho (LI-6400, LI-COR Inc., Lincoln,
NE, EUA). As medicbes foram realizadas entre 10h00 e 12h30, sob radiac&o
fotossinteticamente ativa de 1000 pmol foétons m™2 s™', temperatura ambiente e
concentracéo de CO: no ar de 400 umol mol™. Um clorofildmetro da marca Falker foi
usado para avaliar o conteudo de clorofila a e b, e o conteudo relativo de clorofila

total (Chl) foi calculado como clorofila a + b.

b) Analises biométricas: Para as avaliagbes do crescimento vegetativo,
raizes e folhas foram coletadas, colocadas em sacos de papel Kraft separadamente
e levadas para estufa de circulagao forcada a 60°C. Apds 48h foram pesadas em
uma balanga de precisdo. No inicio do experimento, todas as plantas também foram
caracterizadas quanto a biometria, com medidas de suas alturas. Para tal, foi
utiizado uma fita métrica, posicionando-a na porgdo emergente do caule no
substrato do vaso. Considerou-se o comprimento desta porcdo até o ultimo par de

folhas presente nos individuos.

c) Teor relativo de agua (TRA): Utilizando 5 discos foliares, dispostos em uma
pequena placa de petri, foi determinada a massa do tecido fresco (MF) em balancga
analitica. Apds esse processo, a massa do tecido turgido (MT) foi obtida mediante a
reidratacao dos discos em agua deionizada por 24 h. Em seguida, foi obtida a massa
do tecido seco (MS) apos secagem dos discos por 48 h a 80°C em estufa de
circulacédo de ar forcada. O TRA foi calculado conforme Jamaux et al. (1997):
TRA=100x[(MF-MS)/(MT-MS)].

d) Quantificagdo de perdxido de hidrogénio e peroxidagao lipidica:
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Para a ambas as quantificacées, 0,02 g de folhas foram homogeneizadas
com 2 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) e centrifugadas a 12000 g por 20
minutos, coletando o sobrenadante como amostra para os procedimentos. Em
relacdo ao peroxido de hidrogénio (H:0:),aliquotas de 30 pL do sobrenadante foram
adicionadas a uma microplaca, juntamente com um meio de reagéo (Gay e Gebicki,
2000), com tampéo fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0), contendo iodeto de potassio
1M homogeneizadas e somando 170 pL, também adicionado a microplaca. Em
seguida, a mistura foi incubada no leitor de microplacas a 30°C por 10 minutos. Para
determinar a absorbancia, as amostras pipetadas em microplaca foram submetidas
ao leitor (SpectraMax ABS Plus) a 390 nm e a quantificagdo de H.O: foi realizada
com base em curva de calibragao utilizando concentragdes padronizadas de H:O..

Para quantificar a peroxidacao lipidica, utilizou-se aliquotas de 300 pL do
sobrenadante coletado anteriormente, adicionando-as a 1,7 mL de 4&acido
tiobarbiturico (TBA) 0,5 %(p/v) em tubos de ensaio. A mistura foi incubada em
banho-maria, a 90°C, por 30 minutos, com a reagao sendo interrompida em banho
de gelo por 10 minutos. Em seguida, foi pipetado 250 yL em microplaca, com a
leitura do leitor determinada a 535 nm para determinar a absorbancia. A turbidez
inespecifica foi corrigida pela subtragéo da absorbancia da mesma em 600 nm. Para
os calculos, adotou-se o coeficiente de extingdo 155 para quantificar a
concentragéo dos peroxidos de lipidios, e os resultados foram expressos em nmol
MDA de massa fresca (Heath e Packer, 1968).

e) Enzimas do metabolismo antioxidante: Os extratos enzimaticos brutos para
as determinacgbes da atividade da catalase (CAT), da peroxidase do ascorbato (APX)
e da superoxido dismutase (SOD) foram obtidos pela maceracdo de 0,02 g de
folhas, e adicionados 1,5 mL de meio de homogeneiza¢cdo — com fosfato de potassio
400 mM pH 7,8, EDTA 10 mM, acido ascorbico 200mM e agua destilada — seguido
de centrifugacédo a 13000 g por 20 min a 4°C. Sendo os meios de homogeneizagao
da CAT e SOD descrito por Peixoto et al. (1999) e APX por Nakano e Asada (1981).

Para a quantificacdo total de proteinas foi utilizado o método de Bradford (1976).

Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1): a atividade da SOD foi
determinada pela adi¢ao de 10 pL do extrato enzimatico a 190 pL de meio de reagao
contendo fosfato de potassio 400 mM pH 7,8, metionina, EDTA 10 uM, agua, NBT
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1mM e riboflavina 0,2 mM (Del Longo et al., 1993). A reacéo foi conduzida numa
camara de reagao sob iluminagdo de uma lampada fluorescente (15 W). Apos 18
min de exposi¢ao a luz, a iluminagao foi interrompida e a formazana azul produzida
pela fotorredugcdo do NBT, foi determinada pela medida da absorbancia a 560 nm
(Giannopolitis e Ries, 1977). Também foi realizada a leitura de amostras que ficaram
no “escuro”’, sem receber a iluminacdo. Uma unidade de SOD foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorredugdo do NBT

(Beauchamp e Fridovich, 1971).

Catalase (CAT, EC 1.11.1.6): a atividade da CAT foi determinada pela adi¢ao
de 10 pL do extrato enzimatico bruto a 170 yL de meio de reagao — fosfato de
potassio 200 mM pH 7,0 e agua (Havir e McHale, 1987). A atividade enzimatica foi
iniciada com a adicédo de 20 uL de H:0: nos pogos da microplaca. Durante a reacéo,
com duracédo de 3 minutos, a 25°C, foi medido o decréscimo na absorbancia a 240
nm, utilizando a diferenga entre o maior e menor valor obtido. A atividade enzimatica
foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 (Anderson et al.,

1995) e expressa em pmol de proteina.

Ascorbato Peroxidase (APX, EC 1.11.1.11): A atividade da APX foi
determinada pela adicdo de 10 uL do extrato enzimatico bruto a 170 uLde meio de
reagcao — fosfato de potassio 50 mM pH 7,0 e acido ascérbico 2,5 mM. A reacéo,
assim como a enzima anterior, foi iniciada com a adigdo de 20 yL de H.O: e
observado o decréscimo na absorbancia a 290 nm, a 25°C, durante 3 minutos e
usando o valor do delta para calculos. A atividade enzimatica foi calculada utilizando

o coeficiente de extingao molar de 2,8 e expressa em pmol de proteina.

e. Analise de resultados

Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), e, quando
identificada diferenga significativa entre os tratamentos (P < 0,05), as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, considerando de trés a quatro repeticbes por

tratamento (n = 3-4).
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d) RESULTADOS

Em relagdo as variaveis ambientais, durante o periodo do experimento a
média da temperatura maxima foi de 33,8°C * 2,8, enquanto a minima foi de 25,2°C
+ 2,2 e a umidade relativa do ar foi em média de 56%. Em relacdo as analises
biométricas realizadas ao final do experimento, de modo geral, ndo foram
observadas diferencas entre os tratamentos nos parametros de massa seca de
folhas, raizes e conteudo de clorofila total. O crescimento relativo, calculado a partir
da variagdo entre a altura inicial e final, foi o parametro que mais evidenciou
diferencas: as plantas tratadas com 1000 pM de GSNO apresentaram um
incremento de 41% na altura em comparagéao ao grupo sob déficit hidrico que néo
recebeu a aplicacdo da nanoparticula (Figura 1). O aspecto visual geral das plantas
evidencia esse maior crescimento das plantas que receberam 1000 uM de GSNO
(Figura 2).
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Figura 1 - Massa seca foliar (em A), massa seca radicular (em B), conteudo de
clorofila total (em C) e altura relativa (em D) de plantas de H. courbaril ao final do
experimento (14° dia). O controle representa o grupo mantido hidratado, DH: déficit
hidrico, e os numeros na frente do DH representam a concentracdo de
nanoparticulas de quitosana com doadores de NO aplicadas em cada tratamento
(100 uM, 500 uM, 1000 uM e 2000 uM, respectivamente). Os dados representam os
valores médios de quatro repeticdes £ erro padrdo. As letras indicam a diferenca

estatistica entre os tratamentos (Tukey, P < 0,05).
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Figura 2 - Aspecto visual de plantas de H. courbaril ao final do experimento (14°
dia). Em (A) planta sob déficit hidrico (DH) e DH+1000 yM de GSNO encapsulado.
Em (B) planta controle, DH e DH + 1000 uM de GSNO encapsulado.

Houve uma reducao da taxa fotossintética nas plantas sob déficit hidrico em
todos os tratamentos. No entanto, essa reducdo foi ligeiramente atenuada nas
plantas que receberam 1000 uM de GSNO. Em contraste, as plantas que receberam
2000 pM apresentaram uma queda ainda maior na taxa fotossintética em
comparagao ao tratamento déficit hidrico (Figura 3A). Os demais parametros, como
condutancia estomatica, transpiragao e eficiéncia no uso da agua, assim como a

taxa de transporte de elétrons, n&o diferiram entre os tratamentos (Figura 3B-E).
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Figura 3 - Taxa fotossintética (A) em umol m s (em A), condutancia estomatica
(gs) em umol m s (em B), taxa aparente de transporte de elétrons (ETR), medido
em pmol m s~ (em C), transpirac3o (E) em COlmol m s~ (em D) e a eficiéncia no

uso da agua (EUA) em mmol m s ' (em E) em plantas de H. courbaril ao final do
experimento (14° dia). Os dados representam os valores médios de trés repeticoes +
erro padrao. As letras indicam a diferenga estatistica entre os tratamentos (Tukey, P
<0,05).
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Em relagcdo aos dados de estresse oxidativo, de modo geral, a pulverizagao
com 1000 uM de GSNO reduziu os niveis de H,O, nas plantas, sugerindo um efeito
atenuador do NO sobre o estresse oxidativo induzido pelo déficit hidrico. No entanto,
essa reducdo nado se refletiu em menor acumulo de MDA, que se manteve
estatisticamente semelhante entre os tratamentos, independentemente da condi¢cao
hidrica (Figura 4). No sistema antioxidante, ndo foram observadas diferencas entre
os tratamentos para a atividade das enzimas catalase (CAT) e superoxido dismutase
(SOD). Apenas a atividade da peroxidase do ascorbato (APX) apresentou redugao
nos tratamentos sob déficit hidrico, independentemente da aplicacdo da

nanoparticula (Figura 5).
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Figura 4 - Concentracao de peréxido de hidrogénio (H,O,) (em A) e malondiadeido
(MDA) em pmol g_1 massa fresca (MF) (em B) e concentracédo de H.O. em pmol

g_1 MF (em B) em folhas de H. courbaril ao final do experimento (14° dia). Os dados
representam os valores meédios de quatro repeticdes * erro padrdo. As letras indicam

a diferenca estatistica entre os tratamentos (Tukey, P < 0,05).
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Figura 5 - Atividade da catalase (CAT) em nmol min_ " mg_1 proteina (em A), da
ascorbato peroxidase (APX) em umol min~" mg_l proteina (em B) e da superéxido

dismutase (SOD) em U min" mg_l proteina (em C) em folhas de H. courbaril ao
final do experimento (14° dia). Os dados representam os valores médios de trés
repeticbes + erro padrdo. As letras indicam a diferenga estatistica entre os
tratamentos (Tukey, P < 0,05).
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e) DISCUSSAO

Os resultados mostraram que a aplicagdo de GSNO encapsulado na
concentracdo de 1000 uM apresentou o melhor desempenho na atenuacgao parcial
dos efeitos do déficit hidrico em mudas de Hymenaea courbaril. Este tratamento se
destacou por promover maior incremento da altura relativa, maior taxa fotossintética
e menor concentragao de peréxido de hidrogénio em comparagao com o tratamento
sob déficit hidrico. Esses achados sugerem que essa concentragdo ativou
mecanismos de tolerdncia que beneficiaram o crescimento das mudas e sua
capacidade de lidar com o estresse oxidativo causado pelo déficit hidrico.

Em relagdo ao incremento na altura das plantas que receberam 1000 uM de
GSNO, pode-se argumentar que o NO atua como regulador positivo da auxina,
horménio responsavel pelo alongamento e crescimento do caule, refletindo o
crescimento vertical da planta (Fernese et al., 2016; Terrile et al., 2012). Nesse
contexto, essa regulagao positiva pode justificar o aumento no crescimento relativo
observado com a aplicagao de 1000 uM de GSNO, mesmo que a massa seca foliar
e radicular ndo tenha apresentado diferengas neste estudo (Fig. 1). Guariz et al.
(2025) observaram aumento da altura da parte aérea em plantas de H. courbaril
tratadas com 1000 uM de GSNO, além de incremento da massa seca foliar e
radicular. No entanto, nesse estudo as plantas foram submetidas a uma etapa de
rustificagdo em viveiro, e as nanoparticulas foram aplicadas diretamente no
substrato.

No presente estudo, observou-se uma atenuagao na redugao da fotossintese
em plantas tratadas com 1000 uM de GSNO, em comparagao ao tratamento sob
déficit hidrico (Fig. 3A). Embora os parametros difusivos (conduténcia estomatica e
transpiracéo) e fotoquimicos (taxa aparente de transporte de elétrons) ndo tenham
sido afetados, essa melhora provavelmente se deve a alteracbes na parte
bioquimica. De fato, Silveira et al. (2019b) verificaram que plantas submetidas a
aplicacao de GSNO encapsulado apresentaram maior eficiéncia de carboxilagao
instantdnea, concomitante a niveis elevados de S-nitrosotidis. Assim, é possivel
sugerir que o fornecimento de GSNO promoveu a S-nitrosilacdo de proteinas
envolvidas no metabolismo fotossintético, estimulando a atividade de enzimas-chave
como a Rubisco. Além disso, o acumulo de NO nas células-guarda € uma resposta

comum a seca, sendo considerado um intermediario nas vias de sinalizacao



26

mediadas pelo acido abscisico que levam ao fechamento estomatico (Santisree et
al., 2015; Cruz de Carvalho, 2008).

Em altas concentragdes, o NO pode ter efeitos toxicos nas plantas. Aqui,
verificamos que as plantas tratadas com 2000 pM apresentaram menor taxa
fotossintética, menor crescimento relativo e aparéncia severamente afetada,
indicando toxicidade. De fato, o NO pode induzir estresse nitrosativo e
nitro-oxidativo, causando danos a proteinas, acidos nucleicos e membranas
celulares (Santisree et al., 2015). Essa toxicidade pode resultar na deterioragdo dos
cloroplastos, degradacdo de pigmentos e reducdo da atividade de enzimas
fotossintéticas (Santisree et al., 2015).

Em relacdo ao estresse oxidativo, de modo geral, a pulverizacdo com 1000
MM de GSNO reduziu os niveis de H,0, nas plantas, sugerindo um efeito atenuador
do NO sobre o estresse oxidativo induzido pelo déficit hidrico. No entanto, essa
reducdo nao se refleiu em menor acumulo de MDA, que se manteve
estatisticamente semelhante entre os tratamentos, independentemente da condigao
hidrica (Fig. 4). O aumento de H,O, no tratamento controle pode ser explicado pelo
papel dual dessa molécula, que atua tanto como agente citotdxico quanto como
sinalizador essencial em respostas adaptativas (Farnese et al., 2016).

Em relagcdo ao sistema antioxidante, ndo foram observadas diferengas entre
os tratamentos para a atividade das enzimas catalase e superéxido dismutase (Fig.
5A,C). Apenas a atividade da peroxidase do ascorbato apresentou redugao nos
tratamentos sob déficit hidrico, independentemente da aplicacdo do GSNO
encapsulado (Fig. 5B). O NO pode estimular a expressédo de genes relacionados ao
sistema antioxidante enzimatico, resultando em maior atividade dessas enzimas
(Santisree et al., 2015). Assim, a curta duragdo do experimento pode ter sido
insuficiente para induzir mudangas génicas responsaveis pelo aumento da atividade
antioxidante enzimatica. Embora muitos experimentos com aplicagdo exdégena de
GSNO encapsulado tenham mostrado estimulo da atividade de enzimas
antioxidantes, € importante ressaltar que o efeito € dependente da espécie (Gomes
et al., 2022; Silveira et al., 2019b). Além disso, o efeito antioxidante do NO nao se
limita apenas a mecanismos enzimaticos, estando também relacionado a melhorias
do sistema antioxidante ndo enzimatico, o qual nao foi avaliado neste estudo.

A atuacédo do oxido nitrico € multifatorial e, por ser altamente reativo, pode

interagir com diversas moléculas. Seus efeitos dependem de varios fatores,
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incluindo a concentracao, a espécie estudada e a forma de aplicacido. A auséncia de
diferencas significativas nas plantas tratadas com nanoparticulas em varios
parametros fisiolégicos e bioquimicos pode estar associada ao curto periodo de
estresse imposto as mudas (14 dias), insuficiente para desencadear respostas mais
acentuadas. Além disso, ha evidéncias de que individuos de H. courbaril apresentam
relativa tolerancia a seca, visto que Nascimento et al. (2011) destacaram que o
estresse hidrico afetou as plantas de jatoba somente a partir do 49° dia apds a
exposicao ao déficit hidrico. Adicionalmente, Silva et al. (2016) constatam que as
mudas de jatoba n&o paralisaram o crescimento sob baixa disponibilidade de agua
no solo, embora o crescimento tenha sido severamente afetado. Sem duvidas, o uso
dessa estratégia por meio da nanobiotecnologia em mudas nativas precisa ser

melhor investigado.
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f) CONSIDERAGOES FINAIS

Como conclusao, plantas tratadas com 1000 yM de GSNO destacaram-se por
melhorar alguns paréametros, como maior incremento do crescimento relativo,
atenuacdo da reducdo da fotossintese e diminuicdo dos niveis de peroxido de
hidrogénio nessas condi¢gbes experimentais. No entanto, a mitigacdo do estresse foi
parcial, visto que essas melhorias nao se refletiram em maior acumulo de biomassa.
Os resultados sugerem que a aplicagdo de GSNO encapsulado pode ser uma
estratégia promissora para atenuar os efeitos do déficit hidrico em mudas de
Hymenaea courbaril, fornecendo informagdes valiosas para aprimorar estratégias
biotecnolégicas na produgao de mudas e contribuindo para o sucesso de projetos de
restauracao florestal. Futuros estudos devem ampliar o tempo de exposi¢do ao
déficit hidrico e investigar mais detalhadamente os mecanismos fisioldgicos,
bioquimicos e moleculares envolvidos na resposta ao NO sobre o crescimento e a
fotossintese. Essas abordagens permitirdo compreender melhor a agcdo do GSNO

encapsulado em mudas nativas submetidas a déficit hidrico.
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