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RESUMO

Este estudo avaliou o potencial da S-nitrosoglutationa (GSNO), um doador de éxido
nitrico (NO), para atenuar os efeitos do déficit hidrico sobre a germinacéo e o
crescimento inicial de sementes de ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa), espécie nativa
de grande relevancia para programas de restauracao florestal. Foram realizados
testes para determinar o método mais adequado de germinagao (rolos de papel ou
gerbox) e a concentracao ideal de polietilenoglicol (PEG-8000) para simular déficit
hidrico. Em seguida, iniciou-se o experimento onde as sementes foram submetidas a
seis tratamentos: controle, em que foram embebidas em agua e germinadas em
papel filtro umedecido com agua; déficit hidrico (DH), simulado com sementes
embebidas em agua e germinadas em papel umedecido com polietileno glicol
(PEG-8000); e sementes tratadas com GSNO encapsulado nas concentragdes de
100, 500, 1000 e 2000 uM, todas também submetidas as condicdes de DH. O PEG
foi utilizado na concentracdo equivalente a um potencial osmético de -0,175 MPa.
Nossos resultados indicam que os parametros de germinagao nao foram afetados,
independentemente da hidratagdo e dos tratamentos das sementes. Quanto ao
comprimento radicular, as sementes sob DH apresentaram menor crescimento,
enquanto o tratamento com GSNO a 1000 uM resultou no maior crescimento
radicular, mesmo sob condi¢des restritivas. Estudos futuros devem avaliar outros
doadores de NO e também testar sementes coletadas diretamente do campo, sem

longo periodo de armazenamento.

Palavras-chave: Mudancgas climaticas; Restauracdo florestal; S-nitrosoglutationa;

Desenvolvimento inicial; Seca.



ABSTRACT

This study evaluated the potential of S-nitrosoglutathione (GSNO), a nitric oxide (NO)
donor, to mitigate the effects of water deficit on the germination and initial growth of
seeds of Tabebuia impetiginosa (purple ipé€), a native species of great relevance for
forest restoration programs. Tests were conducted to determine the most suitable
germination method (paper rolls or gerbox) and the ideal concentration of
polyethylene glycol (PEG-8000) to simulate water deficit. Subsequently, the
experiment was initiated, subjecting the seeds to six treatments: a control, in which
seeds were soaked in water and germinated on filter paper moistened with water; a
water deficit (WD) treatment, simulated by soaking seeds in water and germinating
them on paper moistened with polyethylene glycol (PEG-8000); and treatments with
encapsulated GSNO at concentrations of 100, 500, 1000, and 2000 pM, all of which
were also subjected to WD conditions. PEG was used at a concentration equivalent
to an osmotic potential of -0.175 MPa. Our results indicate that germination
parameters were unaffected, regardless of hydration and seed treatments. Regarding
root length, seeds under WD exhibited the least growth, whereas the treatment with
1000 uM GSNO resulted in the greatest root growth, even under restrictive
conditions. Future studies should evaluate other NO donors and test seeds collected
directly from the field, without long-term storage.

Keywords: Climate change; Forest restoration; S-nitrosoglutathione; Initial

development; Drought.

Title in english: Effect of Encapsulated Nitric Oxide on Germination and Root

Growth of Tabebuia impetiginosa under Water Deficit
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1 INTRODUGAO

As previsdes climaticas para este século apontam para uma maior
variabilidade nas precipitacdes, com periodos de seca tornando-se mais frequentes,
conforme destacado pelo Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas
(IPCC, 2023). Essas mudangas terdo impactos significativos na biodiversidade
florestal, afetando os ecossistemas, os padrbes fotossintéticos e os ciclos
hidrologicos e de carbono em ambientes terrestres e marinhos. Diante desse
contexto, a restauracédo florestal com espécies nativas emerge como uma estratégia
crucial nos dias de hoje. Especialmente quando as florestas perdem a capacidade
de se regenerar naturalmente, seja devido a disturbios ambientais em larga escala,
conforme observado por Brancalion et al. (2015).

Apesar da restauragao florestal ser considerada uma importante estratégia,
seu sucesso € dificultado pela baixa germinabilidade apds o plantio, problema
amplificado por eventos de seca. E comum essas areas degradadas apresentarem
condigdes ambientais estressantes como deficiéncia hidrica, o que ira interferir
negativamente na germinacao e estabelecimento dessas espécies. Assim,
estratégias para melhorar o vigor das sementes, aumentando sua viabilidade e
capacidade de germinacao em condigdes adversas, sdo, portanto, essenciais para
aumentar o sucesso da restauragao florestal (Nolan et al., 2018).

O déficit hidrico € o principal fator ambiental que influencia negativamente a
germinacdo, o desenvolvimento e a sobrevivéncia das mudas (Axelsson et al.,
2020). Alguns estudos tém mostrado que as sementes podem tolerar melhor os
estresses abidticos através do chamado ‘priming’ de sementes. O pré-tratamento
das sementes pode trazer beneficios como emergéncia rapida e uniforme, alto vigor
e rendimento, um desses tratamentos utilizados é a aplicacdo de doadores de 6xido
nitrico (Kaur et al., 2005). O NO, segundo Silveira et al. (2020), induz a germinagao
em sementes de feijdo comum sob déficit hidrico em parametros como velocidade e
porcentagem de germinagao. Além disso, alguns estudos tém demonstrado que o
tratamento com doadores de NO, em condi¢des 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 condi¢cdes (Silveira et al., 2016, 2017a). O NO foi nomeado como um
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intermediario na cascata de sinalizagdo 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).

Uma espécie florestal muito usada em areas de restauracdo é a Tabebuia
impetiginosa, que apesar de estar presente em diversos ambientes que passam
naturalmente por secas, como o Cerrado e a Caatinga (Almeida et al, 2024), a falta
de agua durante sua germinagdo é um fator que impacta negativamente em sua
germinacdo e desenvolvimento inicial, como pode ser evidenciado no estudo de
Martins et al (2015) argumentando sobre a germinagcédo dessa planta ser rapida e
sem dorméncia, o que possibilita um maior efeito da seca nessas sementes,
gerando radicula necréticas, aumentando a taxa de mortalidade das plantulas
geradas. Além disso, Valdovinos et al (2021) compara trés espécies de
Bignoniaceae sobre efeito de déficit hidrico durante a germinagcao e desenvolvimento
inicial, sendo elas T. roseoalba, H. chrysotrichus, e T. impetiginosa, resultando num
efeito negativo mais significante em Tabebuia impetiginosa. Ademais, ainda nao ha
estudos da relagdo do 6xido nitrico e seca em T. impetiginosa, o que justifica a
importancia do estudo.

Existem varios doadores de NO que diferem na composi¢cado, meia-vida, taxa
de liberacao de NO sob condigdes de luz e presenga de agentes redutores (Seabra
et al., 2022). Uma importante classe de doadores de NO s&o os S-nitrosotidis
(RSNOs), como a S-nitrosoglutationa (GSNO), no entanto, esse doador apresenta
baixo peso molecular e sao fotoquimicamente e termicamente instaveis (Shishido et
al., 2003). Neste sentido, o aprisionamento destes doadores de NO em
nanomateriais tém surgido como uma estratégia que pode proteger essas moléculas
da rapida degradagdo, permitindo uma liberagdo mais controlada do NO,
prolongando seu efeito (Seabra et al., 2015).

Uma das estratégias de encapsulamento é incorporar o ativo em matrizes
poliméricas, como as nanoparticulas a base de quitosana. A quitosana, um
polissacarideo biodegradavel e biocompativel, destaca-se como uma das matrizes
mais utilizadas em aplicacbes de liberacdo de farmacos, especialmente como um
sistema nanocarreador (Pelegrino et al., 2017). Alguns estudos como o realizado em
sementes de tomate tratadas com SNP (nitroprussiato de sodio) tiveram indice de
germinagdo melhorado, crescimento de plantulas, teor de agucar e atividades a e
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B-amilase sob estresse de baixa temperatura, que foram associados com alto nivel
de NO nas sementes (Amooaghaie and Nikzad, 2013). Assim, o
nanocondicionamento de sementes pode beneficiar diversas fases do ciclo da
planta, como germinagdo, armazenamento, estabelecimento de plantulas e
producdo de frutos (Pereira et al.,, 2021). Apesar dos estudos com NO e
nanoparticulas estarem na sua infancia, vislumbra-se que a nanotecnologia possa
representar um avancgo na ciéncia ambiental.

Foram utilizadas sementes da espécie florestal Tabebuia impetiginosa, de
sinonimia  Handroanthus  impetiginosus  conhecida popularmente como
ipé-roxo-de-bola, pau-d’arco-roxo. A T. impetiginosa € uma espécie arborea
pertencente a familia Bignoniaceae, sendo nativa do nordeste ao sudeste brasileiro
e explorada intensamente nas regides de ocorréncia, sobretudo pela industria
moveleira, paisagistica e farmacéutica (Lima et al, 2014; Lorenzi, 1998). Segundo
Viana (2017), as arvores de T. impetiginosa possuem altura de 8 a 20 metros,
podendo alcancar até 35 metros. Apresentam folhas compostas, digitadas com cinco
foliolos elipticos, tendo até 20 cm de comprimento e 11 cm de largura, com os
foliolos terminais maiores e margens inteiras.

A floragdo das arvores ocorre de maio a julho, sua polinizagao € feita por
mamangavas e arapuas, frutificando entre junho e setembro, com frutos pretos
quando maduros. Produz grandes quantidades de sementes com curto periodo de
viabilidade dependendo das condi¢cbes naturais em que se encontram as matrizes.
(Carvalho, 1994; Silva Junior e Lima, 2010; Corréa et al., 2008). Os frutos de T.
impetiginosa sdo secos, em forma de vagens, com sementes anemocéricas. Apesar
de apresentar sementes que tém comportamento ortodoxo e serem aladas com
membranas laterais que Ihe proporcionam certa leveza e facilita a dispersao, a sua
propagacao é restringida muitas vezes pela baixa viabilidade das sementes, sendo
necessarios estudos nutricionais para a espécie, de modo a evitar sua extingdo em

decorréncia da exploracao predatodria (Viana, 2017; Da Silva et al., 2021).
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial da aplicacdo exégena de S-nitrosoglutatioma (GSNO)
encapsulado — um doador de Oxido nitrico (NO) — como indutor de vigor em
sementes nativas de interesse para restauracédo florestal sob condicdes de déficit
hidrico. A hipotese a ser testada € que sementes tratadas com GSNO encapsulado
apresentam maior germinagao e crescimento radicular da Tabebuia impetiginosa sob

déficit hidrico, de forma dose-dependente.

2.2 Objetivos especificos

a) Determinar o melhor método de germinacédo da T. impetiginosa e definir a
concentragdo adequada de polietileno glicol (PEG-8000) a ser utilizada para
simular condi¢des de déficit hidrico.

b) Avaliar os parametros de germinagao da T. impetiginosa a partir de sementes
tratadas com diferentes concentragdes de GSNO encapsulado sob déficit
hidrico.

c) Avaliar o desenvolvimento radicular das plantulas provenientes de sementes

tratadas com GSNO, considerando as diferentes concentra¢des aplicadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Testes para definicdo do método de germinagdo e da concentragao de
PEG

As sementes foram esterilizadas na superficie com hipoclorito de sédio a 10%
(v/v) durante 20 minutos e depois enxaguadas seis vezes com agua destilada estéril.
Em seguida, um teste para verificar o melhor método para germinacéo foi realizado,
comparado as sementes dispostas em papel filtro (tipo Germitest®) ou caixas do tipo
gerbox. Um outro teste foi realizado para decidir a melhor concentracdo de
polietilenoglicol (PEG-8000) para os tratamentos sob déficit hidrico. Para tal, as
sementes foram dispostas em papel filtro umedecido em duas concentracdes
distintas de polietilenoglicol (PEG-8000), uma com potencial osmético de -0,302
MPa e a outra de -0,175 MPa.

3.2 Sintese de nanoparticulas de quitosana com doador de NO

As nanoparticulas de quitosana foram obtidas pelo método de gelificacao
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 agitacdo magnética a temperatura ambiente, uma solucéo de
tripolifosfato de sédio (TPP) a 0,6 mg mL™ foi adicionada gota a gota a solucéo.
Para a mistura final agitou-se magneticamente por 90 min. A concentracao final de
GSH permaneceu igual a 1,0 mmol L™. Para obter nanoparticulas de quitosana
contendo GSNO, uma quantidade equimolar de nitrito de sédio foi adicionada a
disperséo, e a solucédo final homogeneizada. A reacdo permaneceu por 90 min no

escuro, e apos sua preparacao, utilizou-se a solucdo imediatamente.

3.3 Estratégia experimental: comparando as concentragées de GSNO

encapsulado

As sementes foram esterilizadas conforme descrito anteriormente. Em
seguida as sementes foram tratadas com as concentragbes de 100, 500, 1000 e
2000 pM de GSNO encapsulado. Para o tratamento controle, as sementes foram
tratadas agua, o qual foram embebidas por 12 horas, em seguida foram dispostas

em papel filtro (tipo Germitest®), umedecido com agua na proporgao de 2,5 vezes o
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peso do papel. Para o tratamento de déficit hidrico (DH), as sementes também foram
tratadas com agua (12 horas), mas germinaram em papel umedecido com
PEG-8000. O déficit hidrico também foi simulado para as concentragbes de GSNO,
ou seja, papel umedecido com PEG-8000 na proporgao de 2,5 vezes o peso do
papel, em concentracdo que equivale ao potencial osmaético de -0,175 MPa, decidido
no ensaio anterior.

Para cada tratamento foram utilizadas 4 repeticdes de 20 sementes. Os rolos
foram mantidos em cédmara de germinagdo (BOD) na temperatura de 25 + 2°C em
um fotoperiodo de 12 horas, com luz fluorescente em uma densidade de fluxo de
fotons de 40 ymol m? s por 22 dias (Viana, 2017). Os efeitos de cada tratamento
foram avaliados ao final do experimento (22 dias) sobre a taxa de germinacao,
indice de velocidade de germinagao (IVG), o comprimento radicular e a massa seca

de parte aérea e radicular.
3.4 Métodos

1) Germinagao: Diariamente foi feita a contagem das sementes germinadas.
A germinacao (G) foi calculada pela formula G = (N/20) x 100 [%], em que: N =
numero de sementes germinadas nos dias de contagem (Brasil, 2009).

2) indice de Velocidade de Germinac&o (IVG): o IVG foi calculado por meio da
formula IVG = 5 (N /t), em que: N = nimero de sementes que germinaram em cada
contagem; t = nimero de dias da semeadura (Brasil, 2009).

3) Comprimento radicular: ao final do experimento as raizes foram medidas
utilizando um paquimetro.

4) Massa seca de parte aérea e radicular: ao final do experimento, folhas e
raizes foram coletadas e colocadas em sacos de papel Kraft separadamente e
levadas para estufa de circulacdo forcada a 60°C, até peso constante, para

mensuragao de massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey quando foi detectada
significancia (p < 0,05), considerando quatro repeticdes de 20 sementes por
tratamento (n = 4). Os testes estatisticos e os graficos foram feitos através do

Software R versao 4.5.1.
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4 RESULTADOS
4.1 Determinagao do método de germinagao e da concentragao de PEG

Inicialmente, foram comparados dois métodos de germinagao para sementes
de Tabebuia impetiginosa: rolos de papel filtro (tipo Germitest®) e caixas do tipo
gerbox. A germinacéo foi maior para o grupo de sementes distribuidas nos rolos de
papel (34,2%) em comparagdo com as caixas gerbox (16,8%). Apds a aquisi¢cao de
um novo lote de sementes, obtivemos uma germinagao de 56% nos rolos de papel.

Em seguida, foi realizado um teste para determinar a concentragdo ideal de
polietilenoglicol (PEG-8000) para simular o déficit hidrico. Apdés 21 dias, a
germinabilidade foi de:

e 63% no tratamento controle (dgua destilada).
e 30% para a seca leve (-0,175 MPa).

e 13,3% para seca mais severa (-0,302 MPa).

A Figura 1 ilustra a germinabilidade sob esses tratamentos. Com base nesses
resultados, o potencial osmético de -0,175 MPa foi selecionado para simular o déficit

hidrico no experimento subsequente.
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Figura 1 - Germinabilidade (%) das sementes de T. impetiginosa sob os tratamentos
com papel filtro umedecido com polietilenoglicol (PEG-8000) nos potenciais
osmoticos de -0,175 MPa e -0,302 MPa, e como controle papel filtro umedecido
apenas com agua.

4.2 Definicao da concentragcao de GSNO encapsulado

De modo geral, a taxa de germinacdo do experimento principal foi baixa
(cerca de 20%). Embora tenha sido observada uma tendéncia de redugdo na
germinabilidade das sementes sob déficit hidrico e de aumento naquelas tratadas
com GSNO, em comparacéao ao déficit hidrico isolado, as diferencas observadas nao
foram estatisticamente significativas para a taxa de germinacdo nem para o indice
de Velocidade de Germinagao (IVG), conforme apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Taxa de germinacdo (%) (em A) e indice de velocidade de germinacéo
(IVG) (em B) das sementes de T. impetiginosa. Os dados representam o valor médio
de quatro repeticbes + erro padrao. Cada repeticdo foi composta de 20 sementes.
Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos
(teste de Tukey, P<0,05).

Em relacdo a massa seca da parte aérea e radicular, os resultados indicam

que, nestas condi¢cdes experimentais, nem o déficit hidrico nem o tratamento das
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sementes com GSNO influenciaram significativamente esses parametros em todos

os tratamentos (Figura 3A e 3B).

No entanto, em relagdo ao comprimento radicular (Figura 3C), as sementes

submetidas ao déficit hidrico sem GSNO apresentaram o0 menor crescimento

radicular, enquanto aquelas tratadas com 1000 yM de GSNO exibiram o maior

comprimento radicular.
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Figura 3 — Massa seca de parte aérea (MSPA) (em A), massa seca radicular (MSR)

(em B) e comprimento radicular (em C). Os dados representam o valor médio de

quatro repeticbes + erro padrdo. Cada repeticao foi composta de quatro plantulas.

Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os tratamentos

(teste de Tukey, P<0,05).
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5 DISCUSSAO
5.1 Analise dos Resultados de Germinagao

A taxa de germinacdo do lote de sementes utilizado no experimento com
GSNO foi baixa, o que pode ser possivelmente explicado pela presencga de fungos e
pela baixa viabilidade do lote. Segundo Botelho et al. (2008), a contaminagéo das
sementes pode afetar severamente a qualidade fisiolégica e, em alguns casos, inibir
completamente a capacidade germinativa. Embora ndo tenham sido observadas
diferencas estatisticas nos parametros de germinagdo (Figura 2), nota-se uma
tendéncia de atenuagao dos efeitos do déficit hidrico nas sementes tratadas com
GSNO, especialmente nas concentragcdes de 100 uM e 1000 uyM.Este resultado esta
em consonancia com a literatura que indica que a aplicagao de 6xido nitrico (NO)
exdégeno é conhecida por melhorar a germinagao em algumas espécies. O NO pode
atuar tanto na quebra de dorméncia (Sarath et al., 2006) quanto no aumento da
atividade de enzimas como a a-amilase (Beligni et al., 2002) e a [1-amilase (Zhang et
al.,, 2005), faciltando a conversdo de amido em acucares soluveis, o que foi
verificado em sementes de Triticum aestivum sob estresse osmaético (Zhang et al.,
2003).

5.2 Efeitos do GSNO no crescimento radicular

Os resultados de massa seca nao apresentaram diferengas significativas
entre os tratamentos. Contudo, a variagdo observada no comprimento radicular
(Figura 3C) é um achado interessante. O fato de que sementes tratadas com 1000
MM de GSNO apresentaram o maior crescimento radicular sugere uma atuagao
positiva do NO no desenvolvimento inicial da plantula sob estresse hidrico.

O NO é reconhecido como uma molécula sinalizadora essencial, regulando o
crescimento e desenvolvimento radicular em plantas (Silveira et al., 2020),
frequentemente interagindo com a auxina e influenciando a formacé&o de raizes
adventicias (Pagnussat et al., 2002). Essa interagao se da pela modulagao do NO no
transporte polar da auxina, alterando a localizagcdo de proteinas transportadoras
como as PIN por meio da S-nitrosilagdo, o que estabelece os gradientes de AlA
necessarios para a formagao radicular. No entanto, o NO exibe uma acéao bifasica:

enquanto baixas doses promovem essa iniciagado, as altas concentragdes doadoras
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de GSNO podem ser inibitorias ao alongamento e espessamento celular, processos
que sao cruciais para o acumulo de massa seca radicular (Silveira et al., 2020).
Assim, o aumento no comprimento radicular pode ser atribuido ao efeito sinalizador
do NO liberado pelo GSNO, mesmo que este efeito ndo tenha se manifestado em
alteracdo significativa na biomassa radicular. Além disso, € importante considerar
que as respostas fisioldgicas e morfoldgicas sao altamente dependentes do tipo e da
concentracado do doador de NO (Floryszak-Wieczorek et al., 2006).

Diante desses resultados, recomenda-se a avaliacido de outros doadores de
NO, bem como o uso de sementes coletadas diretamente do campo, sem longo
periodo de armazenamento, a fim de investigar possiveis variagdes nas respostas
germinativas e de crescimento. Isso € especialmente relevante considerando que as
baixas taxas de germinacdo observadas neste estudo podem ter mascarado

qualquer efeito da aplicagao das nanoparticulas.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Em um cenario de mudancgas climaticas, com eventos de seca cada vez mais
frequentes e baixa disponibilidade hidrica logo apdés a semeadura, o
desenvolvimento de novas estratégias para melhorar a germinagdo e o
estabelecimento inicial de espécies nativas de interesse para restauracao de areas
degradadas torna-se fundamental para enfrentar os desafios ambientais. Nossos
dados indicam que os paradmetros de germinagdo foram similares,
independentemente da hidratagdo e dos tratamentos das sementes. Quanto ao
comprimento radicular, as sementes sob déficit hidrico apresentaram menor
crescimento, enquanto o tratamento com GSNO a 1000 uM resultou no maior

crescimento radicular, mesmo sob condigdes restritivas.
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