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Resumo

O 6xido nitrico (NO) atualmente é reconhecido como um mediador intra e
intercelular de diversas funcoes em células animais e vegetais. Enquanto alguns
autores consideram-no como agente indutor de estresse, outros afirmam que o
mesmo possua papel protetor agindo principalmente, na interrupc¢ao de cadeias de
radicais livres formadas sob estresse oxidativo. Os fatores mais limitantes ao
crescimento vegetal sdo os estresses ambientais sendo a falta de agua, o mais
adverso. Os efeitos do estresse por défice de dgua sao geralmente percebidos como
uma reducao nas taxas de fotossintese e crescimento, freqlientemente associados a
alteracdes no metabolismo vegetal. Para analisar os efeitos do NO sobre o défice
hidrico, sementes e plantas de Phaseolus vulgaris e de Vigna unguiculata,
respectivamente sensivel e tolerante a seca, foram submetidas a estresse hidrico
severo com aplicacao exodgena ou nao de NO, através do seu doador nitroprussiato
de sodio (SNP). Foram analisados: germinacdo de sementes, condutancia
estomatica (GS), parametros fotossintéticos (taxa aparente de transporte de
elétrons (ETR) e fluorescéncia méaxima da clorofila a (FMax)) e contetdo relativo
de agua (CRA). A fuga de eletrolitos (FE), e o indice de dano membranar (IDM)
foram analisados em porcoes destacadas do vegetal submetidos a estresse hidrico
controlado, em solucao de polietileno-glicol (PEG-6000). Em plantas submetidas
ao tratamento com PEG, NO foi responsavel por um aumento significativo nas
taxas de germinacao de sementes de 37% para P. vulgaris e de 50% para V.
unguiculata, quando comparadas aos tratamentos que nao receberam aplicacao
exogena de SNP, 11% e 15% respectivamente. O NO também foi responsavel por
prolongar a sobrevida das plantas sob estresse em 24h para V. unguiculata e 48h
para P. vulgaris, evidenciado pelos valores minimos de GS, ETR, FMax e CRA
tardios nestes tratamentos quando comparados ao controle. O NO nao teve
influéncia sobre o IDM sendo que este foi diretamente proporcional ao nivel de
estresse hidrico aos quais as plantas foram submetidas sendo que em P. vulgaris,
sensivel a seca, foi mais pronunciado. A FE mostrou-se maior nos primeiros 15
minutos de lavagem de discos foliares estabelecidos em ensaios prévios e também
nao teve correlacao com aplicacao exégena de NO. Em porcoes destacadas, o NO
teve um efeito positivo nas taxas fotossintéticas aumentando os valores de ETR em
estresses moderados, correspondentes a potenciais hidricos (Ww) -0,6MPa para P.
vulgaris e -0,0MPa para V. unguiculata. Em estresse hidrico severo, (Ww) de -
1,2MPa para P. vulgaris e -1,8MPa para V. unguiculata, o NO diminuiu a ETR em
relacdo as plantas que nao receberam aplicacdo exdégena de SNP. Concluiu-se que
ha um efeito positivo da aplicacao de NO exdgeno sobre o retardamento dos efeitos
negativos do estresse hidrico moderado, uma interacdo benéfica entre NO e
germinacao de sementes sob défice hidrico induzido por PEG e um aumento da
resisténcia a seca tanto na planta tolerante quanto na planta sensivel.
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Abstract

Nitric oxide (NO) is recognized as an intra and inter cellular mediator of a
number of functions in animal and vegetal cells. Some authors consider it as a
stress inductor agent and some claim it has a protective role acting, mainly, in the
interruption of free radical chains formed under stress conditions. Among the
limiting factors to plant growth, water stress is considered the greatest. Its effects
are usually seen as low photosynthesis and growth rates, frequently associated
with disturbances in plant metabolism. To analyze the effects of NO in water stress
conditions, seeds and plants of Phaseolus vulgaris and Vigna unguiculata,
respectively sensitive and tolerant to stress, were submitted to severe drought
conditions with and without NO exogenous application via sodium-nitroprussiate
(SNP). Seed germination, stomatal conductance (GS), photosynthetic parameters
(electron transport rate (ETR) and maximum yield (FMax)), and relative water
content (CRA) were analyzed. Electrolyte leakage (FE) and membrane injury index
(IDM) were measured in detached portions under controlled stress conditions by
using polietilene glycol (PEG-6000) solutions. In PEG Treated plants, NO was
responsible for a significative increase of 37% for P. vulgaris and 50% for V.
unguiculata in seed germination rates when compared to the groups that didn’t
receive SNP, 11% and 15% respectively. It was also responsible for a delay in
physiological death, 24h for V. unguiculata and 48h for P. wvulgaris, of the
stressed individuals, evident by the minimum GS, ETR, FMax and CRA values
found when compared to the control groups. NO had no influence over IDM data
being those directly proportional to the stress level which plants were submitted
to. Though, P. vulgaris, sensitive to drought, had a more pronounced effect. EL
was higher during the first 15 minutes of washing, established in previous essays
but also had no correlation with exogenous NO application. In detached portions,
NO had a positive effect on photosynthetic values increasing ETR under moderate
stresses, hidric potentials (Pw) -0,6MPa for P. vulgaris and -0,9MPa for V.
unguiculata. Under severe drough conditions, (Ww) -1,2MPa for P. vulgaris and -
1,8MPa for V. unguiculata, NO decreased ETR values when compared to the
plants that didn’t receive exogenous SNP. It was concluded that there is a positive
relation between the application of NO and a delay of the negative effects of
drought, a beneficial interaction between NO and seed germination under induced
drought stress and an increase of drought resistance in both tolerant and sensitive
plants.



1 - Introducao

O oOxido nitrico (NO) é um radical livre 1abil, produzido a partir da L-
Arginina pela enzima NO sintase (NOS) em diversas células de mamiferos (Anbar,
1995). NO foi originalmente identificado como um fator derivado de relaxante
endotelial em coelhos, mas, atualmente, é reconhecido como um mediador intra e
intercelular de diversas funcoes em células animais (Moilanen & Vapaatalo, 1995).
Inicialmente, devido as suas propriedades em reagir com centros redox em
proteinas e membranas, NO era tido como toxico ou potencialmente danoso. No
entanto, estudos posteriores em animais descreveram NO como um componente
molecular de diferentes vias de transducao de sinal. Dependendo da concentracao
e tecido onde esta atuando, NO é considerado tanto téxico como protetor em
células animais e vegetais (Wink et al., 1993; Beligni & Lamattina, 1999c, 2001).

Atividade e acamulo de NO ja foram reportadas em diferentes plantas
(Ninneman & Maier, 1996; Barroso et al., 1999) e, recentemente, um gene (NOS1)
responsavel pela codificacio de uma proteina com sequéncia similar aquela que
medeia a sintese de NO em Helix pomatia, foi isolado de Arabidopsis (Guo et al.,
2003). Enquanto alguns autores consideram o NO um agente indutor de estresse
(Leshem et al., 1997), outros afirmam que o mesmo possui um papel protetor
agindo principalmente, na interrupcao de cadeias de radicais livres formadas sob
estresse oxidativo, condi¢coes geradas por ataques de patégenos, alguns tipos de
estresse abioticos e herbicidas metilviologénicos (Laxalt et al., 1997; Beligni &
Lamattina, 1999a, 1999b).

Os fatores mais limitantes ao crescimento vegetal sao os estresses
ambientais sendo, a falta de 4gua, o mais limitante. A deficiéncia hidrica provoca
uma série de respostas, geralmente prejudiciais aos vegetais. Diversas dessas
respostas como diminuicdo da condutancia estomatica (Gs), a fotoinibicao e
reducao das taxas fotossintéticas (e conseqiiente diminuicdo do crescimento e
produtividade vegetais), e mecanismos de respostas ao défice hidrico ja foram
descritos em diversas espécies (Hsiao & Acevedo, 1974; O'Toole et al., 1976;
Bergamaschi et al., 1988; Chaves, 1991; Feng et al., 1994) e, mais recentemente, em
espécie endémica do Cerrado brasileiro (Zimmer-Prados et al., 2008 em

preparacao).



Esse tipo de estresse ocorre quando as taxas de transpiracao excedem as de
absorcao de agua sendo componentes de diversos tipos de estresse associados
incluindo seca, salinidade e baixas temperaturas (McCue & Hanson, 1990). As
plantas possuem diferentes mecanismos para lidar com o défice hidrico. A
condutancia estomatica (Gs) é reduzida como parte de respostas sistémicas de
origem no sistema radicular. Uma dessas respostas é a producao de acido abcisico
(ABA) que é responsavel por uma elevacao na concentracao citisolica de Ca2+ nas
células guarda levando ao fechamento estomatico. Elevacdo dos teores de Ca2+
podem ocorrer por influxo do mesmo ou pela sua liberacdo de reservatorios
intracelulares. Esse evento envolve diferentes mecanismos como canais idnicos
dependentes de voltagem, cadeias de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e cADP-Rib
(cADPR) (Muir & Sanders, 1996; Kopka et al., 1997; Wu et al., 1997; Blatt, 2000).

Os efeitos do estresse por défice de dgua sdo geralmente percebidos como
uma reducao nas taxas de fotossintese e crescimento, freqlientemente associados a
alteragcdes no metabolismo do carbono e nitrogénio. A nivel molecular, os efeitos
negativos sao associados a danos celulares produzidos por estresse oxidativo,
devido a uma deficiéncia dos sistemas de dissipacao de energia, uma conseqiiéncia
das limitacoes impostas pela seca ao aparato fotossintético (Loggini et al., 1999).
Dessa maneira, danos oxidativos a moléculas importantes sao o resultado de um
balanco negativo entre a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e defesas
antioxidantes da planta (Iturbe-Ormaetxe et al., 1998).

Durante o défice hidrico uma das varias estratégias vegetais que podem
aumentar a tolerancia a este estresse é o acimulo de osmdlitos de baixo peso
molecular como acdcares alcoois, alguns aminoacidos especiais e Gly-betaina.
Outra estratégia é a ativacao de um grande grupo de genes que leva ao acamulo de
novas proteinas nos tecidos vegetais, como é o caso da familia de genes que
codifica proteinas abundantes de embriogénese tardia (LEA). Em todas as
angiospermas, proteinas LEA s3o altamente expressas durante a maturacao do
embrido e, freqlientemente, em plantulas desidratadas. Essas proteinas tém
carater hidrofilico podendo ter alguma correlacio com uma tolerancia a
dessecacdo. Enquanto que LEA mRNAs e suas correspondentes proteinas sao
normalmente encontradas em tecidos vegetativos ou imaturos, o acimulo de

alguns desses produtos pode ser induzido em resposta ao estresse osmotico (Curry



& Walker-Simmons, 1993; Ried & Walker-Simmons, 1993; Xu et al., 1996; Swire-
Clark & Marcotte, 1999).

Ainda que existam poucos dados relacionando NO como potencial mediador
da tolerancia a seca, alguns estudos recentes mostram que sua aplicacdo exogena
sobre folhas destacadas submetidas a curtos periodos de seca (até 3h), foi
responsavel por uma diminuicdo na perda de dgua pelas mesmas em funcao da
diminuicao da abertura estomatica (Mata & Lamattina, 2001). Esses estudos foram
possiveis por meio de técnicas de microscopia de fluorescéncia, que permitiram a
visualizacao intracelular do NO (Magalhaes et al., 2000). Esse mesmo estudo
mostrou uma maior concentracao de NO nas células guarda, bem como um efeito
redutivo na emissao de NO por plantas submetidas a estresse hidrico, sugerindo
mais uma vez, uma participacao desse composto como um potencial atenuador dos

danos inerentes ao défice hidrico em vegetais.

Objetivos Gerais

O estudo do possivel envolvimento do NO na resposta ao défice hidrico
utilizando o caupi (Vigna unguiculata) cultivar Epace10, e o feijao (Phaseolus

vulgaris) cultivar Pérola, respectivamente tolerante e sensivel a seca.

Objetivos Especificos

Avaliar no material genético tolerante (V. unguiculata) e sensivel (P.
vulgaris) e sob condigoes de défice hidrico moderado e severo e aplicagao exdgena
de NO os seguintes parametros fisiologicos:

1- variacoes na condutancia estomaética (GS)

2- variacoes na eficiéncia fotossintética por meio da fluorescéncia da

clorofila a
3- variagOes no contetido relativo em agua (CRA)
4- tolerancia protoplasmatica e possivel ajustamento osmotico

5- testes de germinacao de sementes sob défice hidrico



2 - Revisao de literatura

2.1 - Oxido nitrico

2.1.1 - Sintese e principais funcoes

O o6xido nitrico é um radical livre gasoso que reage rapidamente com outros
atomos ou moléculas que contém elétrons nao pareados. Possui meia vida curta, de
aproximadamente 10 segundos na presenca de oxigénio (Lancaster Jr., 1992;
MeBmer et al., 1994). E produzido como poluente resultante de atividade
industrial tendo um papel fundamental na organizacao dos gases atmosféricos. A
oxidacao do NO por radicais de peréxido de hidrogénio (H.O.) leva a formacao dos
radicais hidroxila (OH), di6éxido de nitrogénio (NO.) e a producao fotoquimica de
ozonio (O3) na troposfera (Wildt et al. 1997).

O NO ¢é também produzido por varios organismos vivos, incluindo bactérias,
fungos, plantas e animais (Ninnemann & Maier, 1996). Devido ao crescente
interesse nas funcdes do NO na fisiologia animal, este radical livre tem despertado
grande atencdo como composto sinalizador no desenvolvimento de plantas bem
como nas interacOes planta-patégeno. Por ser extremamente lipofilico, o NO
difunde-se rapidamente através da matriz lipidica das membranas (Leshem et al.,
1997). Aparentemente, uma de suas principais funcoes na célula é a ativacao da
enzima guanilato ciclase, responsavel pela conversao de GTP, resultando em um
mensageiro secundario, a guanosina monofosfato ciclica (cGMP) (Moncada, 1998).

Embora Klepper (1975) tenha relatado a producao de 6xidos de nitrogénio
(NOx) por vegetais, os estudos sobre a producao e funcao do NO em plantas ainda
sao relativamente escassos, limitando-se principalmente as suas origens e papéis
primarios em cadeias de sinalizacao (Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998;
Magalhaes et al., 1999, 2000, 2005). Apesar disso, o envolvimento do NO como
molécula sinalizadora para o desenvolvimento de plantas e para as interacoes
planta-patégeno surgiu em 1998, causando grande impulso para as pesquisas com
plantas. A elucidacao do papel do NO em plantas em condicoes de estresse requer
conhecimento detalhado dos processos potencialmente envolvidos na sua sintese e

sua regulacao.



Em animais, o NO ¢ sintetizado a partir da L-arginina através de uma
oxidacdo complexa catalisada pela NOS (Ignarro, 1996). A enzima NOS catalisa a
oxidacao da L-arginina a NO e L-citrulina dependente de oxigénio e NADPH. Esta
reacao é dependente de, no minimo, seis cofatores incluindo NADPH, FAD, FMN,
tetrahidro-L-biopterina (H4BPT), heme, céalcio e calmodulina. Em células de
mamiferos, varias isoenzimas NOS foram isoladas, purificadas, clonadas, e
seqiienciadas (Moncada, 1998). De maneira geral, as isoenzimas da NOS sao
formadas por proteinas altamente conservadas (Li et al., 2004). Vale destacar que
existem diferentes reacoes possiveis para producao de NO in vivo independente da
NOS. Estas reacoes incluem: (1) a reducao acida do NO." a NO; (2) a reagao entre
arginina e H.O. para formar NO; (3) a reducao do NO.- a NO pela xanthina
oxidase (XO) em condicoes de anodxia e (4) a reducao de NO.- a NO catalisada pela
nitrito redutase (NiR) microbiana, (Zhang et al. 1998). Em vegetais, o NO pode
também ser produzido nos cloroplastos através da conversdao transmembrana de
NO, (Durner et al., 1998).

Em plantas foram descritas atividades enziméticas semelhantes a da NOS
animal (Ribeiro et al., 1999). Por outro lado, é conhecido que plantas adubadas
com NOj™ podem gerar NO como um subproduto da assimilaciao de nitrogénio pela
atividade da enzima nitrato redutase (NR), (NAD(P)H-NR). Inicialmente este
mecanismo parecia ser restrito a NR constitutiva (Dean & Harper, 1988, Klepper,
1990). Atualmente existem evidéncias que a NR induzida também pode produzir
NO (Yamasaki et al., 1999; Magalhaes et al., 2000; Rockel et al., 2002).
Recentemente foi indicada uma via de producao de NO que se baseia nao na
atividade da NR, mas em um transporte de elétrons pela cadeia respiratoria

mitocondrial (Modolo et al. 2005).

2.1.2 — Formas quimicas

As transformacoes quimicas envolvendo o NO, relacionam-se a disposicao
de formas redoxes inter-relacionadas: cations de nitrosonium (NO+), 6xido nitrico
(NO°) e, anion de nitroxyl (NO-). Estes arranjos sao remanescentes das formas

redoxes de dioxigénio e oxigénio singleto: -0, O* e 0,2



Os compostos nitrosos sao amplamente estudados na busca de se
estabelecer critérios para as propriedades e reatividades quimicas de NO+, NO- e
NO-. O nitroprussiato tem um carater NO+ embora, sob condicoes fisiologicas, o
NO possa sofrer interconversoes em diferentes formas redoxes com caracteristicas
quimicas distintas. A forma neutra, NO-, tem um nico elétron em seu orbital 2P-
U, Sua neutralidade facilita sua livre difusdo em meio aquoso e através de
membranas biologicas. Assume-se que a meia-vida biologica do NO* esteja na
ordem de grandeza dos segundos, dependendo criticamente da sua concentracao

inicial (Stanler et al., 1992).

2.1.3 — Interacoes fisiol6gicas associadas a emissao de NO

Fatores ambientais indutores de estresses como ataque de patogenos,
perturbacées mecanicas, seca, alagamento, resfriamento, congelamento, excesso
de sais, metais pesados, 0zOnio, correntes elétricas e certos herbicidas, induzem a
producdo de etileno (Kacperska, 1997), sendo que este estd intimamente
relacionado ao NO como molécula sinalizadora em plantas (Magalhaes et al.,
2000).

A emissao de NO varia com o estidgio de desenvolvimento da planta,
intensidade luminosa e diferentes estresses. Uma tendéncia inversa para NO e
emissao de etileno foi observada na fase da floracao até o inicio da senescéncia
(Magalhaes et al., 2000). Quando as plantas entram em senescéncia, a emissao de
NO diminui. A relacdo inversa entre a emissao de etileno e NO sugere a interacao
entre duas vias de sintese.

Seca e alagamento reduzem drasticamente a emissao de NO (Magalhaes et
al., 2000). No entanto, anoxia em curto prazo ativa a NR, levando ao actimulo de
NO.- e altas taxas de emissao NO pelas folhas e raizes (Rockel et al., 2002). Uma
queda da atividade da NR também foi observada em condicoes de estresse
provocado pela seca (Garg et al., 1998).

Também podemos atribuir a diminuicao da emissao de NO ao declinio da
atividade da NR com a idade da planta (Anburaj & Francis, 1996, Lee et al., 1998,

Yu et al., 1998). A NR em alface mostrou pico de atividade 20 dias apds o plantio



(Lee et al., 1998), uma maneira similar a emissao de NO observada por Magalhaes
et al., (2000).

A NR é uma enzima altamente regulada. Tem uma meia vida curta de
algumas horas e sua inducdo requer NO; e luz (fotossintese). A atividade da
enzima pode ser diminuida em minutos por fosforilacio de um residuo de serina
conservado na regiao 1, e subseqiiente ligacao de uma proteina 14-3-3, que inativa
a enzima. A fosforilacao e inibicao dependem da presenca de cations bivalentes. Se
houver desfosforilacio a enzima volta a sua atividade normal. A degradacao
proteolitica da NR é acelerada quando a enzima esti ligada a proteina 14-3-3
(Magalhaes et al., 2005). In vitro, a NR é inativada por incubacao com MgATP,
eventualmente na presenca de inibidores de proteina fosfatase 2A (PP2A) que
impedem a desfosforilacao. A pré-incubacao com ATP também diminui a producao
de NO dependente de NO--, enquanto a reativacao por desfosforilacio aumenta a
producao de NO (Rockel et al., 2002).

Luz e altos niveis de CO. ativam a NR, o que também leva a altas taxas de
emissao de NO. Os tratamentos artificiais de conhecidos ativadores da NR no
escuro (periodo em que a enzima encontra-se freqiientemente inativa) levam a alta
emissao de NO (também baixa no escuro). Ao lado da anodxia, essas condicOes
podem produzir desacopladores de analogos de 5'-AMP (5-aminoimidazol-4-
carboxiamida-1-B-ribofuranosill 5'-monofosfato). Se a ativacao da NR é impedida
pelo acido okadaico, um inibidor de fosfatases, a emissao de NO é bloqueada
(Rockel et al. 2002). Estes resultados indicam que a modula¢do da NR in vivo
também modula a emissao de NO.

Em interacoes planta-patogeno, uma das primeiras respostas apos a
inoculacdo do hospedeiro é a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS). Os
radicais superéxido e peroxido de hidrogénio reagem rapidamente com o NO
levando, em parte, a formacao do peroxonitrito; composto extremamente toxico
que desencadeia a nitracdo de aminoacidos aromaticos como a tirosina. A NR
também é capaz de catalisar em baixas taxas, a reducdo de oxigénio molecular a
superoxido (Yamasaki, 2000). No entanto, a producao simultanea de superéxido e
NO leva, inevitavelmente, a formacao de peroxonitrito. Mutantes de tabaco sem

nitrito redutase (NiR), mas com NR normal acumulam nitrito, emitem altas



quantidades de NO e tém um alto grau de nitracao da tirosina (Morot-Gaudry-

Talarmain et al., 2002).

2.2 - Défice hidrico em plantas: Efeitos fisiologicos

Os efeitos fisioldgicos causados pela deficiéncia hidrica em vegetais sao
diretamente proporcionais a duracdo, intensidade e fase ontogenética de sua
ocorréncia. Nos ambientes naturais, essa deficiéncia é gradual afetando primeiro
0s processos mais sensiveis seguindo para os mais resistentes. Em conjunto, a
desorganizacao desses pode determinar o fim do crescimento vegetal (White,
1988).

H4, no entanto, mecanismos diferentes de resposta dos vegetais aos fatores
fisicos do meio ambiente. Entre eles destacam-se entre outros: acaimulo de solutos
em células vegetais (Feng et al., 1994); encurtamento do ciclo de vida
(Bergamaschi et al., 1988); evitamento e tolerancia através do controle da abertura
estomatica (Chaves, 1991).

O estresse hidrico afeta o metabolismo hormonal, especialmente acido
abcisico e citocinina, grandes reguladores das respostas vegetais a deficiéncia
hidrica. Com a ocorréncia do estresse, a atividade da citocinina diminui enquanto a
do ABA aumenta. Esse aumento é responsavel pela reducao na abertura
estomatica; os efeitos da citocinina realizam o oposto (Livne & Vaadia, 1972). Por
essas razoes € que se atribui ao ABA ser o fator inicial das respostas adaptativas
dos vegetais ao estresse hidrico e outros tipos de estresse, uma vez este se acumula
em folhas de todas as espécies vegetais, independente do tipo de estresse sofrido
(Daie & Campbell, 1981).

Embora seja conhecido o efeito do aumento da concentracdo de ABA sobre o
fechamento estomatico em decorréncia do estresse hidrico, essa influéncia é
dependente da acao do ABA apoplastico sobre a plasmalema (Hornberg & Weiler,
1984). O fechamento estomatico provocado pela deficiéncia hidrica foi
primeiramente mostrado por Stalfelt (1955), como associado a diminuicao nas
concentragoes de solutos no interior das células guarda. Em trabalhos com Vicia
faba, Hsiao (1973) mostrou que a perda de ions K+ dessas células coincidiu com o

rapido fechamento estomatico.



Alguns outros efeitos do ABA frente a diferentes tipos de estresse incluem:
aumento da condutividade hidraulica em raizes de girassol submetidas ao frio
(Ludewig et al., 1988); reducdo dos efeitos do estresse hidrico durante o frio,
ocasionado pelo fechamento estomatico e, aumento da resisténcia estomaética
foliar em P. vulgaris (Pardossi et al., 1992). Embora seja notoéria a reducao nas
taxas de crescimento provocadas pelo fechamento estomatico, Makeev et al.,
(1992), acreditam que possa haver algum mecanismo adicional ao ABA na inibicao

da fotossintese além do fechamento estomatico.

2.2.1 — Mecanismos celulares de tolerancia a seca

As habilidades das células vegetais em manter seu metabolismo sob baixas
concentracoes de dgua sao denominadas tolerancia (Subbarao et al., 1995). Dentre
estas, a ultima linha de defesa da planta contra o défice hidrico é o protoplasma
tolerante a seca (Turner & Jones, 1980). A desidratacdo pode levar a uma
irreversivel ~desorganizacdo metabolico-celular, embora algumas reacgoes
fotossintéticas possam ocorrer sob condicoes de severo estresse hidrico em alguns
vegetais mais primitivos (Santarius, 1967).

A tolerancia a desidratacao depende diretamente da habilidade das células
em manter a integridade de suas membranas impedindo a desnaturaciao de
proteinas em condicoes de défice hidrico (Gaff, 1980). Alguns solutos como
acgucares, aminoacidos como prolina, polibis e, compostos quaternarios derivados
da amonia como glicina e betaina, protegem as membranas e enzimas dos danos
induzidos pela desidratacdo (Hsiao et al., 1984). Algumas gramineas que
apresentam maior tolerancia a seca mantém maiores teores de agticares e ions
inorganicos solaveis, do que plantas nao tolerantes a desidratacao (Schwab & Gaff,
1986). A manutencdo da integridade nuclear também é importante para a
tolerdncia a desidratacdo implicando que, a sobrevivéncia em condicées de
estresse hidrico severo, é dependente de mecanismos eficientes de reparo e
reconstrucao de organelas celulares (Boyer, 1983). Isso foi mostrado por Boyer
(1983) ao fazer experimentos com algumas plantas nativas da Africa. Ao serem

submetidas a desidratacao, seus ntcleos permaneciam intactos contrastando com
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diversas plantas menos tolerantes cujos nucleos se desintegram durante a

implantacdo de estresses mais severos.

2.2.2 — Tolerancia Protoplasmatica

Um défice hidrico moderado, que provoque reducdo na turgescéncia da
planta, ou perda de 10 a 15% do seu conteiido em agua induz, em primeiro lugar,
uma reducao ou inibicao do crescimento e do metabolismo, mas, raramente resulta
na morte da planta — a menos que estas condicoes tenham permanéncia por
periodo prolongado de tempo (Mullet & Whitsitt, 1996). Uma vez que membranas
celulares tém um papel fundamental na realizacao das atividades metabolicas da
célula, qualquer dano a sua estrutura é prejudicial ao funcionamento celular e,
consequentemente, a sobrevivéncia vegetal. A base metabdlica da tolerancia a
desidratacao celular reside na capacidade do funcionamento dos mecanismos que
protegem as membranas e a integridade nuclear (Ferrari-Iliou et al., 1984, Boyer,
1983) prevenindo a desnaturacdo de proteinas (Gaff, 1980). E sabido que solutos
compativeis com as “oses” (trealose e sacarose), aminoacidos (prolina), e
compostos quaternarios de nitrogénio (glicina e betaina), protegem as membranas
e suas enzimas dos danos provocados pela desidratacao (Stewart, 1972; Rena &
Masciotti, 1976; Machado et al., 1976; Mullet e Whitsitt, 1996). Além disso, o
prolina poderia atuar como fonte de energia e nitrogénio no periodo
imediatamente pos-estresse (Singh et al., 1973). Algumas proteinas especificas
também podem se acumular nas células durante a desidratacdo, estas sao
geralmente altamente hidrofébicas (dehidrinas ou LEA (late embryogenesis
abundant)) (Dure, 1993; Close, 1997), o que permite a retencdo de agua, o
seqiiestro de ions e a manutencao da estrutura protéica membranar (Bray, 1997).

Um minimo de 28 a 30% de agua é exigido dentro da célula para
manutencao da integridade estrutural da membrana (Blum, 1988). A danificacao
das membranas pode se traduzir em uma modificacio da sua permeabilidade
seletiva e, como conseqiiéncia, perda do conteado celular. A plasmalema e a
membrana cloroplastidica sdo as componentes mais atingidas pela desidratacao
(Pham Thi et al., 1987). Modificacoes na composicao lipidica membranar, além de

alterar sua permeabilidade, afetam sua capacidade de traducdo de energia bem
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como a atividade das enzimas associadas as mesmas (Meyer et al., 1992), o que
acaba por alterar a atividade metabolica celular. A capacidade de sobrevivéncia e
de recuperacdo ap6s uma fase de défice hidrico implica na manutencao da
integridade estrutural e metabolica das células e, em particular, a integridade da
membrana (Bewley, 1979). Como conseqiiéncia, a preservacao da
compartimentalizagdo celular é altamente associada as mudancas quantitativas e
qualitativas que podem se produzir nas classes de lipidios membranares (Leshem,
1992).

Uma maneira interessante de manter a turgecéncia durante um periodo de
estrese é através do ajustamento osmotico (AO). Este pode ser definido como um
acumulo ativo de solutos no tecido vegetal (seja caule, folha ou raiz), em resposta
as reducoes nos valores de potencial hidrico do solo (Ww) (Morgan, 1984), sendo
que a natureza quimica desses solutos varia entre grupos taxonémicos. Esse tipo
de estratégia leva a uma reducao no potencial osmoético (W), permitindo que a
planta extraia 4gua de solos com potenciais mais reduzidos. O AO tem papel
importante por (1) manter o turgor durante flutuacées no Ww do solo, (2) manter a
condutancia estomatica (Gs) e, conseqlientemente a fotossintese, (3) manter o
crescimento, (4) aumentar a tolerancia a desidratacao e (5) aumentar a extracao de
agua do solo (Turner & Jones, 1980; Wright et al., 1983; Ludlow, 1987; Franca et

al., 2000).

2.2.3 — Efeito do défice hidrico sobre a fotossintese

Embora o défice hidrico seja responsavel por reducoes significativas nas
taxas fotossintéticas, Smirnoff (1993) mostrou que em estresses suaves — onde o
conteido relativo em agua permanece acima de 75% — a absorcao de CO. é
limitada apenas pelo fechamento estomaético. J4 em estresses mais severos, essa
absorcao, além de ser limitada pelo fechamento estoméatico, o é também pela
excessiva exposicado dos cloroplastos a elevadas energias de excitacao (Daniel,
1997). O excesso de energia passa entdo a ser dissipado por uma série de
mecanismos protetores como: dissipacao de calor via carotenoides; fotorrespiracao
elevada; movimento foliar, mecanismos CAM de fixacao de carbono e caracteres

morfologicos que minimizem a absorc¢ao de radiacdo luminosa. Em casos onde a
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energia de excitacdo eletronica é muito maior que a capacidade da planta em
dissipa-la e/ou aproveita-la, h4 uma tendéncia para a formacao de reativos de
oxigénio (peroxidos) no interior dos cloroplastos. O excessivo aumento de
peroxidos no interior das células acaba por destruir diversas enzimas antioxidantes
de funcao protetora levando, por fim, a morte da planta (Smirnoff, 1993).

Outro importante fator derivado do fechamento estomaético é a fotoinibicao
dos fotossistemas. Alguns trabalhos como o de Eickmeier et al., (1993) relacionam
a fotoinibicao a intensidades elevadas de radiacao luminosa. No entanto, Casper et
al., (1993) sugerem que, em condicoes de deficiéncia hidrica, niveis baixos de luz
(50 umol m2 s!) podem ser excessivos em virtude da nao fixacao de CO..

Existem trabalhos que mostram diferencas nas respostas estomaticas em
diversas espécies submetidas a défice hidrico. Sharkey & Seemann (1989),
submetendo plantas de feijoeiro ao défice hidrico observaram comportamento
estomatico diferenciado em diversas porcoes da folha. Enquanto algumas partes
permaneceram fotossinteticamente ativas, outras mantiveram os estématos
fechados. No entanto, Gunasekera & Berkowitz (1992), trabalhando com plantas
de espinafre e trigo, observaram um fechamento completo e homogéneo dos
estomatos quando as plantas atingiram [/ w de —1,5 e — 2,3 MPa respectivamente,
indicando que o fechamento estomatico heterogéneo nao é um comportamento
universal como até entao se acreditava.

Posteriormente, Dai et al., (1992) verificaram que os estbmatos podem ter
fechamento nao uniforme até mesmo em plantas irrigadas como conseqiiéncia de
défice de pressao de vapor elevado, causando superestimativas nos calculos de CO-
interno. Ainda que existam diferencas quanto a sensibilidade estomatica, seu
papel como regulador dos processos de fotossintese e transpiracao é evidente. No
desenvolvimento do défice hidrico, hA um aumento do ponto de compensacao de
CO. levando a um aumento nas concentracoes internas do mesmo. Esses aumentos
podem influenciar um sistema quimico de “feedback” de ABA levando, por fim, ao

fechamento estomatico. (Meidner & Mansfield, 1968).
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2.2.4 — Efeito do défice hidrico sobre a germinacao de sementes

A agua é o fator mais determinante sobre o processo de germinacao de
sementes (Carvalho & Nakagawa, 1983), devendo estar disponivel para as
sementes numa quantidade adequada durante o processo germinativo. Para o
estabelecimento de plantulas no campo, tanto o excesso como défice hidrico sao
desfavoraveis (Bradford, 1986). O excesso ou falta de agua, representam situacoes
em que os problemas fitopatologicos podem se agravar nas sementes em
germinacao. No primeiro caso, a embebicao, rapida e em excesso, reduz o periodo
disponivel para que as membranas celulares se reorganizem e, como conseqiiéncia,
h4 uma expressiva liberacao de solutos que passam a agir como substrato para os
microorganismos presentes no ambiente (Peske & Delouche, 1985); no segundo
caso, o retardamento da germinacdo e da emergéncia da radicula, proporcionam
uma ampliacdo do tempo de exposicao a potenciais patogenos (Marcos Filho,
1986), acarretando prejuizos ao desempenho das sementes (Hunter & Erikson,
1952).

Os efeitos da disponibilidade hidrica se prolongam ainda apés a emergéncia
do eixo embrionario, com reflexos no desenvolvimento da planta. De maneira
geral, a deficiéncia hidrica promove danos tanto a raiz quanto a parte aérea (Young
et al., 1983; Silva, 1989). Por outro lado, o excesso hidrico também é prejudicial a
germinagao por restringir o oxigénio — causando estresse por etileno — ou por
causar danos embrionarios provocados pela embebicio demasiadamente rapida
(Peske & Delouche, 1985). A expressao desses prejuizos é revelada por um
retardamento do desenvolvimento radicular (Grabe & Danielson, 1965), e elevacao

da incidéncia de microorganismos nas sementes em germinacao (Norton, 1986).

3 - Material e métodos

3.1 - Material vegetal e condicoes de crescimento

Sementes de feijao (Phaseolus vulgaris) variedade Pérola e caupi (Vigna

\

unguiculata) variedade Epace 10, respectivamente sensivel e tolerante a seca,
cedidas pela EMBRAPA (CNPAF — Centro Nacional de Pesquisa em Arroz e Feijao
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e CNPMN - Centro Nacional de Pesquisa do Meio Norte, respectivamente), foram
postas para germinar em mistura areia:vermiculita (1:1, v/v) sob condicbes de casa
de vegetacao.

Apoés quatro dias da germinacao, trés plantulas foram transferidas para
potes com capacidade de 1L contendo a mistura areia/vermiculita e irrigadas, com
solucdo nutritiva de Hoagland, até o aparecimento do terceiro triflio (25 dias).
Apbs esse periodo, os grupos foram divididos pelos seguintes tratamentos: (1)
plantas de V. unguiculata e P. vulgaris irrigadas diariamente — grupo controle —;
(2) plantas de V. unguiculata e P. vulgaris submetidas ao défice hidrico por
suspensao da irrigacao; (3) plantas de V. unguiculata e P. vulgaris irrigadas
diariamente e que receberam pulverizacdo com NO e (4) plantas de V. unguiculata
e P. vulgaris que receberam NO submetidas ao défice hidrico por suspensao da
irrigacdo. O défice hidrico por suspensao da irrigacao foi mantido até a morte dos
individuos avaliados.

Todos os tratamentos foram mantidos, durante o experimento, em
ambiente coberto - 500 [ mol m2 s (+ 100 [ mol m2 s). Os experimentos foram
conduzidos entre Dezembro e Janeiro de 2005-2006. As temperaturas médias na
area de cultivo foram de 26 + 3,0 °C com média de 65 + 5% de umidade relativa do

ar.

3.2 - Tratamentos com 6xido nitrico

Nitroprussiato de sédio (SNP), um sal com alta solubilidade em agua foi
utilizado como doador de NO. Apos solubilizacao, este sal apresenta uma liberacao
gradual de NO com um pico de liberacao 2h apo6s sua dissolucao. A liberacao de
NO declina gradativamente cessando 4 a 5h apos seu inicio (Magalhaes et al.,
2005).

Solucoes de SNP nas concentragoes de 10-3M e 104M foram utilizadas nos
seguintes processos: (1) aspersao (1 ao dia) da solu¢do na concentracao de 104M,
1th 30’ a 2h ap6s seu preparo, sobre as plantas estudadas com auxilio de um
aspersor farmacéutico padrao e (2) embebicao de sementes de V. unguiculata e P.
vulgaris em solucoes de SNP nas concentracoes de 10-3M e 104M, para posterior

analise quantitativa da germinacao.
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3.3 — Germinacao de sementes

Experimentos de germinacao de sementes foram realizados para se avaliar o
efeito do NO em situacOes de défice hidrico. Para a inducdo do défice hidrico,
utilizou-se de solucdo de polietilenoglicol (PEG-6000), preparada para imposicao
de um potencial osmoético (Wr) de -0,6MPa (a escolha desse potencial foi baseada
em estudo prévio com as mesmas espécies).

Grupos de 100 sementes em 04 repeticoes de 25 sementes cada, para V.
unguiculata e P. vulgaris, foram divididos pelos seguintes tratamentos: (1)
sementes embebidas em 4agua; (2) sementes embebidas em PEG -0,6MPa; (3)
sementes embebidas em SNP 104M; (4) sementes embebidas em SNP 10-3M; (5)
sementes embebidas em SNP 104M + PEG -0,6MPa e (6) sementes embebidas em
SNP 10-3M + PEG -0,6 MPa.

A embebicdo das sementes foi realizada por um periodo de 24h. Em
seguida, as sementes foram transferidas para caixas de germinacao, tipo “gerbox”,
contendo trés camadas de papel filtro umedecidos com as respectivas solucoes e
entdo transferidas para camara de germinacao a 25°C. O processo da germinacao
foi considerado efetivado por meio da protusao da radicula. Sementes germinadas

foram descartadas e o experimento mantido por 120h.

3.4 - Condutancia estomatica

Avaliacoes da condutancia estomatica (Gs) foram realizadas na face abaxial
de trifélios adultos de V. unguiculata e P. vulgaris submetidos aos tratamentos
descritos no item 3.1. As medidas foram realizadas sempre na parte da manha
entre 9:00 e 10:00h, durante todo o periodo experimental com o auxilio de um

porometro AP4 (AT Devices, Cambridge, Inglaterra).

3.5 - Eficiéncia fotossintética

Avaliagoes da eficiéncia fotossintética foram realizadas por meio da
fluorescéncia da clorofila a. As medidas foram tomadas diariamente, no escuro e

no claro, durante todo o experimento, em 04 plantas de cada tratamento. Foi
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utilizado um medidor de fluorescéncia modulada (MINI PAM photossynthesis
yield analyser, Walz Mess und Regeltechnik). Para as medidas realizadas no
escuro, as plantas foram aclimatadas por periodo minimo de 30 minutos antes da
realizagdo das mesmas.

Além das medidas de fluorescéncia imediata e valores maximos de
fluorescéncia (FMax) determinou-se, a cada dois dias contados do terceiro dia de
experimento (tempo 1; 2; 3 e 4 correspondentes aos 3°; 5°; 7° e 9° dias de
exerimento, respectivamente), a performance fotossintética em funcao de niveis
crescentes de luz (ETR). Niveis crescentes de luz foram aplicados as folhas de
plantas submetidas aos tratamentos propostos durante 04 minutos, em oito
estadios de 30 segundos cada. Ao final de cada estadio, um pulso saturante de luz
(6000 pmol m= s?) foi aplicado para determinacdo dos parametros de
fluorescéncia.

A performance fotossintética também foi analisada em segmentos
destacados de plantas de V. unguiculata e P. vulgaris submetidas a choque hidrico

em solucao de PEG-6000 com e sem adicao de NO. Item 3.7.3.

3.6 - Conteudo relativo de agua

Medidas de contetido relativo de agua (CRA) foram tomadas diariamente
pela manha3, ao longo do experimento, em plantas de cada um dos tratamentos.
Discos foliares de 0,4cm de diametro foram retirados da porcao média das folhas
dos cultivares selecionados, e pesados em balanca de precisao. Em seguida,
colocados em placas de Petri contendo agua destilada suficiente para cobri-los, e
armazenados a 4°C por periodo minimo de 24h, para serem novamente pesados.
Logo apos, colocados em estufa de circulacao forcada de ar a 70°C também por
periodo minimo de 24h, para serem pesados pela tltima vez. Dessa maneira foram
determinados respectivamente, os pesos das massas fresca, targida e seca dos

discos foliares. O CRA foi dado em porcentagem segundo a expressao:

CRA = (PF - PS)/(PT - PS) x 100
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Onde PF é o peso da massa fresca dos discos foliares, PT o peso da massa targida e

PS o peso da massa seca.

3.7 — Tolerancia Protoplasmatica

3.7.1 - Ensaio de tempo de lavagem

Um ensaio para avaliacado da fuga de eletrélitos (FE) foi efetuado para
estimativa do tempo de lavagem dos discos de foliolos de plantas adultas de feijao
(Phaseolus vulgaris) variedade Pérola e caupi (Vigna unguiculata) variedade
Epace 10 necessario para a avaliacao da tolerancia protoplasmatica em condicoes
de défice hidrico. Sementes de P. vulgaris e V. unguiculata foram colocadas em
recipientes do tipo “gerbox” com papel filtro no fundo e embebidas em agua
deionizada para pré-germinacao. Apos a emissao da radicula as sementes foram
transferidas para bandejas plasticas em substrato contendo vermiculita e areia 1:1
e irrigadas sempre que necessario. Vinte dias ap6s a emergéncia das plantas (DAE)
realizou-se uma adubacao com solucido de Uréia e fosfato de potassio na
concentracdo de 2mM repetida 15 dias apds (35 DAE). Aos 48 DAE foram
coletados 17 discos foliares de 1cm de diametro de diferentes foliolos superiores
adultos de plantas. Desses foi tomada a massa fresca e em seguida, os mesmos
foram acondicionados em tubos do tipo Falcon de 50mL e em cada um deles foi
acrescentado 20mL de agua deionizada sendo em seguida medida a condutividade
elétrica (EC,) através do condutimetro (Digimed DM-3 - Digicron Analitica LTDA).
A fuga de eletrolitos foi determinada da seguinte forma: FE=(EC15-ECo)/pf onde
ECo e EC15 representam, respectivamente, a EC inicial (tempo 0) e a EC ap6s 15
minutos de lavagem. O mesmo ensaio de lavagem foi realizado com 2o0mL de
solucao de nitroprussiato de sédio (SNP) na concentracao 104M, preparado com 1
hora de antecedéncia, em substituicio a agua deionizada. O experimento foi
realizado em laboratério com ambiente aos 20°C a fim de evitar interferéncia das
variacoes de temperatura e 04 repeticoes por andlise foram feitas. Foram

realizadas lavagens até os 90 minutos decorridos da ECo.
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3.7.2 — Indice de dano membranar

Apobs a determinacdo do melhor tempo de lavagem dos discos foliares,
realizou-se um ensaio para determinar a capacidade de tolerancia ao défice hidrico
(indice de dano membranar) do P. vulgaris e V. unguiculata na presenca de NO.
As plantas utilizadas neste ensaio foram cultivadas como descrito no item 3.7.1.
Obteve-se 17 discos foliares de 1cm de diametro de diferentes foliolos superiores
adultos de plantas que foram acondicionados em tubos Falcon de s50mlL,
acrescentou-se 20mL de agua deionizada e foram submetidas ao tempo de
lavagem determinado no ensaio anterior (15 minutos) em agitador orbital do tipo
“shaker” a 100 rpm. Apos a lavagem, retirou-se a agua da lavagem dos discos com
uso de uma peneira e os discos foram retornados aos tubos Falcon onde se
adicionou 20mL de solucoes de polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) nas seguintes
concentracoes (M): 0,0 (4gua deionizada); 0,0248; 0,0372 e 0,0495 equivalentes a
um potencial osmoético (MPa) de o; -0,3; -0,9 e -1,8. Os calculos para a
concentracao de PEG-6000 foram realizados de acordo com Mooney (1989). Para
este trabalho, além de pulverizar as plantas 15 minutos antes da coleta dos discos
como descrito anteriormente, acrescentou-se SNP nas solucoes de PEG-6000, para
obtencao de uma concentracdo final de 104M. ApoOs acrescentar as diferentes
solucdes, os tubos foram colocados sob auséncia de luz a uma temperatura de
20°C por um periodo de 15 horas seguindo o mesmo procedimento de Bajji et al.
(2001). Ao fim das 15 horas em contato com a solucao de PEG, os discos foram
retirados e lavados com agua destilada corrente por 20 segundos em peneira de
plastico e colocados em tubos de vidro com fundo conico com 6mL de agua
deionizada. Foi realizada a medicao de EC logo que os discos foram colocados nos
tubos (ECi) e apos 0,5; 1,5; 3,5; 7,5 € 22,5 horas de rehidratacdo. Depois de 22,5
horas de rehidratacao, os discos foram autoclavados em panela de pressao por 30
minutos, quando foram retirados e colocados a temperatura ambiente até que
chegassem aos 20°C para a medicao da EC dos tubos apés a autoclavagem (EC:). O
ensaio contou com 8 tratamentos (sendo 4 concentracoes de PEG 6000 e a

presenca ou auséncia de SNP), 2 cultivares e 4 repeticoes, totalizando 64 amostras.

O indice de dano membranar (IDM) foi calculado da seguinte forma:
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IDM = [(EC:— EC;) / (EC:— ECi)] * 100

3.7.3 - Eficiéncia fotossintética em discos foliares

Para avaliacdo da eficiéncia fotossintética, foram coletados segmentos (1,5 x
2,5cm) dos foliolos superiores adultos de plantas de P. vulgaris e V. unguiculata
cultivados como descrito no item 3.7.1. As plantas utilizadas para o tratamento
com NO foram pulverizadas com SNP a 104M, seguindo o mesmo procedimento
seguido no item 3.7.2. Este tecido foi colocado em placas de petri (4 segmentos por
placa) e embebidas em 20mL das solucées de PEG-6000 com e sem SNP, nos
potenciais hidricos (¥w) de o0; -0,6; -1,2MPa para P. vulgaris e 0; -0,9; -1,8 MPa
para V. unguiculata, e mantidas sob auséncia de luz por 15 horas. Apos esse
periodo, os segmentos foram lavados em agua destilada corrente por 20 segundos
com auxilio de peneira pléstica e colocadas novamente nas placas de petri, desta
vez com 20mL de 4gua deionizada para rehidratacao durante trés horas sob baixas
intensidades de luz. Decorridas trés horas de rehidratacao nas condicoes citadas,
as placas foram colocadas em ambiente aberto por mais uma hora. Depois das
quatro horas em agua deionizada, avaliou-se a eficiéncia fotossintética da clorofila

a conforme descrito no item 3.5.

3.8 — Tratamento estatistico

Os dados primarios, apos verificacdo de distribuicdo normal e variancia
homocedastica, foram submetidos a anélise estatistica de variancia (ANOVA) para
cada parametro estudado. Médias foram comparadas através de testes t Student e
de Tukey. Todas as analises estatisticas foram efetuadas pelo programa Systat 8.0

(1998) e figuras foram criadas através do programa GraphPad Prism 2.0 (1995).
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4 - Resultados

4.1 — Efeito do défice hidrico

Ao longo do estabelecimento do défice hidrico, as plantas submetidas ao
estresse hidrico apresentaram caracteristicas morfologicas de murcha e queda de
folhas, sintomas comuns de plantas sob este tipo de restricao.

A suspensao da irrigacao pelo periodo proposto (10 dias) levou a um severo
estresse hidrico o que provocou a morte das plantas avaliadas ao final do periodo
de estudo. As plantas de P. vulgaris que nao receberam aplicacao exdgena de NO
apresentaram morte fisiol6gica anterior (8° dia) aos demais grupos sendo seguido
pelas plantas de V. unguiculata (9° dia) sob auséncia de NO. As plantas de V.
unguiculata e P. vulgaris sob défice hidrico e que receberam solucao de SNP

mantiveram-se vivas por um periodo maior (10° dia).

4.2 — Germinacao de sementes

A embebicao de sementes em solucoes de SNP nas concentracoes utilisadas
(103M e 104M) aumentou a porcentagem de germinacdo das sementes quando
associadas a solucao de PEG -0,6MPa, embora tenha apresentado valores
significativamente menores que a do controle em sua auséncia (Tabela 1).

Sementes de V. unguiculata e P. vulgaris apresentaram porcentagens de
germinacao elevadas (aproximadamente 80% apo6s 120h) com periodos de
germinacao aproximados. Quando embebidas em solucao de SNP 10-3M e 104M,
as taxas de germinacdo ao final do experimento cairam para aproximadamente
70%, sem influéncia nos periodos de germinacao.

As associagoes de SNP + PEG embora nao tenham se mostrado tao
eficientes para a germinacdo das sementes, apresentando taxas de germinacao de
37% para P. vulgaris e 50% para V. unguiculata, foram significativamente maiores
que aquelas apresentadas por sementes embebidas apenas em solucao de PEG -

0,6 MPa, 11% e 15% respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Porcentagem de germinacao de sementes de V. unguiculata e P.
vulgaris sob diferentes tratamentos de nitroprussiato de sédio (SNP) e
polietilenoglicol (PEG-6000) (-0,6 MPa), avaliada em intervalos de tempo de
24h.

Tempo de 24 48 72 96 120
germinacao (h)
Tratamentos P. vulgaris
I 47+15aC 51+16aC 61+12bD 63+13bD 79*1,8cE
| 3+1,2aA 5+1,3aA 5+0,9aA 8+0,7aA 11*1,2bA
1] 50+2,2aC 55+23Ac 57+21aD 66+19bD 71+1,7bD
v 49+27aC 51+28aC 55+3,0aD 63+3,1bD 65+3,0bC
Vv 20+3,0aB 25+2,7bB 27+24bC 30+26bB 37%*24cB
Vi 15+22aB 20+21bB 24+22bC 28+20bB 36*1,8cB
V. unguiculata
I 50+2,2aC 55+20aC 57+18aD 77+15bE 83%2,0bE
| 5+1,0aA 5+11aA 10+x09bB 13+x12bA 15%1,0bA
1] 56+2,0aC 60+21aD 60+19aD 69+18bD 70+1,8bD
v 556+3,0aC 61+34aD 63+32aD 64+31aD 73+29bD
Vv 15+2,0aB 30+15bB 33+1,7bC 46+21cC 50*21cC
Vi 20+15aB 30+16bB 35+21bC 50+22cC 51%22cC

Tratamentos: I - 4gua destilada; II - solucao de PEG; III - solucao de SNP
104M; IV - solucao de SNP 103M; V - solucao de PEG + SNP 104M; VI -
solucdo de PEG + SNP 10-3M. Cada valor corresponde a média de 4 repeticoes
de 25 sementes cada. Letras mindsculas comparam valores em uma mesma
linha P<o0,05.

4.3 - Condutancia estomatica

Durante o periodo experimental, e a medida que o défice hidrico se
estabelecia, os valores de condutancia estomatica (Gs) mostraram-se sempre
decrescentes (Fig. 1). Os valores de Gs comecaram a diminuir a partir do 2° dia de
experimento. Este progressivo fechamento estomatico mostrou-se relativamente
constante a partir do 6° dia do défice hidrico. As plantas de P. vulgaris e V.
unguiculata que nao receberam aplicacdo exégena de NO, tiveram minimos
valores de Gs aos 8° e 9° dias de experimento, respectivamente. Nas plantas sob
défice hidrico e que receberam aplicacao exdgena de SNP, os valores de Gs foram
proximos a zero apenas no 10° dia de experimento (Fig. 1). Houve diferencas
significativas entre os valores médios de Gs — 580 e 620 mmol m2 s para V.
unguiculata sem e com NO respectivamente; 490 e 580 mmol m=2 s para P.

vulgaris sem e com NO respectivamente —, embora o desvio padrao tenha sido
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menor na presenca do NO tanto nos tratamentos controle quanto nos tratamentos

sob défice hidrico.

V. unguiculata
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Dias de estresse

P. vulgaris

800
700+
600
500+
400+
300+
200
100+

Gs (mmol m'zs'1)

Dias de estresse

Figura 1. Valores de condutancia estomatica (Gs) medidos em V. Unguiculata e
P. vulgaris sob diferentes tratamentos ao longo do experimento. C — plantas
irrigadas; STR — plantas submetidas ao estresse; NO — indica tratamento com
solucao de SNP 104M. Cada valor corresponde a média de 04 repeticoes. P<0,05.
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4.4 — Eficiéncia fotossintética

Tanto para V. unguiculata quanto para P. vulgaris, nao houve diferencas
significativas entre os valores maximos de ETR entre os tratamentos irrigados,

com e sem NO durante o experimento (Fig 2).
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Figura 2. Taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) em funcao da radiacao
fotossinteticamente ativa (PAR) medidos nas plantas irrigadas (C) com (NO) e sem
aplicacao exogena de solucdao de SNP 10-4M. Cada valor corresponde a média de 04
repeticoes, P<0,05.

Os valores de intensidade luminosa medidos na area de cultivo nao foram
elevados, permanecendo em torno de 500 [/mol m=2 s (+ 100 [Imol m=2 s?)
durante o periodo experimental. As temperaturas médias do ar mantiveram-se
estaveis, em torno de 26 °C (+ 3 °C) e a umidade relativa do ar, 65% (+ 5%) ao
longo do experimento. Ao longo do estabelecimento do estresse e concomitante
com a reducao dos valores de ETR (5° e 6° dias de experimento), foram observados
quadros de fotoinibicio em todas as plantas submetidas a deficiéncia hidrica
(valores de rendimento quantico potencial — Fv/Fm - inferiores a 0,8 em

medicoes no escuro) (Fig 3).
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Figura 3. Rendimento quantico potencial (Fv/Fm) ao longo do experimento em
plantas irrigadas (C) e plantas submetidas a deficiéncia hidrica (STR), com (NO) e
sem aplicacdo de solucdo de SNP 104M. Cada valor corresponde a média de 4
repeticoes, P<0,05.

O défice hidrico imposto as plantas levou a uma significativa reducao nos
valores maximos da taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) in vivo (Fig 4).
Para as plantas submetidas ao estresse hidrico a reducao nos valores de ETR foi
significativa a partir do 5° dia de experimento (STR2) cessando primeiro nas

plantas de P. vulgaris que nao receberam aplicacao exdgena de NO (STR3). Nessas
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plantas também nao houve diferencas significativas entre os valores maximos de
ETR com aplicacao e sem aplicacio de SNP, mas, repetiu-se a tendéncia dos
valores maximos de ETR serem maiores em V. unguiculata que em P. vulgaris

tanto na auséncia quanto na presenca de NO (Fig 4).
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Figura 4. Taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) em funcao da radiacao
fotossinteticamente ativa (PAR) medidos em plantas de V. unguiculata e P.
vulgaris submetidas ao défice hidrico com (NO) e sem aplicacdo exdgena de
solucdao de SNP 104M. (D) corresponde ao dia de experimento (3°;5° 7°e 9 ©
dias). Cada valor corresponde a média de 04 repeticoes, P<0,05.

No entanto, para os segmentos foliares submetidos ao choque hidrico em
tratamento com PEG-6000, o NO aumentou os valores de ETR quando

comparados as plantas controle, em Ww de 0 e -0,6MPa para P. vulgaris e em Wy
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de 0 e -0,MPA para V. unguiculata. Nos potenciais hidricos de -1,2MPa para P.
vulgaris e -1,8MPa para V. unguiculata, o NO causou efeito inverso, diminuindo a
ETR em relacao as plantas que nao receberam aplicacao exégena de SNP (Figs. 5 e
6).
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Figura 5. Taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) em funcdo da
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) medidos em segmentos foliares de
plantas de V. unguiculata submetidas a choque hidrico (WYw) com (NO) e sem
aplicacao exogena de solucao de SNP 10-4M. Cada valor corresponde a média de
04 repeticoes. P<0,05.
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Figura 6. Taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) em funcao da radiacao
fotossinteticamente ativa (PAR) medidos em segmentos foliares de plantas de P.
vulgaris submetidas a choque hidrico (Ww) com (NO) e sem aplicacdo exdgena de
solucao de SNP 10-4M. Cada valor corresponde a média de 04 repeticoes, P<0,05.

Nao houve diferencas significativas entre os valores maximos de
fluorescéncia emitidos pela clorofila a entre as plantas nao submetidas a

deficiéncia hidrica ou entre os tratamentos avaliados. Os valores maximos
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observados foram de 703umol m=2 s e 705umol m2 s para V. unguiculata e P.
vulgaris, respectivamente. A queda nos valores maximos de fluorescéncia nas
plantas submetidas ao estresse acompanhanhou a reducao dos demais parametros

fotossintéticos (Fig 7).
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Figura 7. Valores maximos de fluorescéncia emissiveis pela clorofila a medidos
em V. unguiculata e P. vulgaris em funcdo do défice hidrico. Cada valor
corresponde a média de 4 repeticoes, P<0,05.



4.5 - Conteudo relativo de agua

Os valores do contetido relativo de 4gua (CRA) permaneceram constantes

(aproximadamente 80%), sem diferencas significativas entre espécies ou

tratamentos, nas plantas irrigadas (dados nao mostrados). Nas plantas submetidas

ao estresse, o declinio dos valores de CRA iniciou-se ao 2° dia de experimento

sendo progressivo até a morte das plantas. Nas plantas sob défice hidrico, houve

uma tendéncia dos valores de CRA de V. unguiculata serem ligeiramente

superiores aos valores encontrados para o P. vulgaris, fato que condiz com sua

maior aptidao para tolerancia a seca (Fig 8).
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Figura 8. Contetdo relativo de agua (CRA) medidos ao longo do experimento nas

plantas submetidas aos tratamentos com e sem aplicacdo de NO. Cada valor

expressa a média de 4 repeticoes, P<0,05.
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4.5 — Tolerancia protoplasmatica

A fuga de eletrolitos (FE) foi maior nos primeiros 15 minutos sendo
relativamente mais alta em V. unguiculata onde foi adicionado NO (Fig 9). Nao
houve diferencas significativas entre os tratamentos para P. vulgaris. Nos tempos
subsequentes, a remocao de solutos permaneceu relativamente constante,
apresentando leve decréscimo. As menores remocgoes de soluto ocorreram nos

ultimos dois intervalos, 60-75 e 75-90 minutos de lavagem dos discos foliares.
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Figura 9. Fuga de eletrolitos (FE) em plantas de V. unguiculata e P. vulgaris em

funcao do tempo de lavagem de discos foliares, com e sem adicao de solucao de
SNP [104M].
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O indice de dano membranar (IDM) foi diretamente proporcional as
concentracoes de PEG utilizadas. Plantas de P. vulgaris sofreram mais com o
estresse imposto que V. unguiculata, atingindo valores aproximados de 50% de
dano a um potencial de -1,8MPa comparados a 38% ao mesmo potencial (Fig 10).
Em estresse moderado, -0,0MPa, foi observada uma reducdo do IDM em P.

vulgaris que recebeu aplicacao exdgena de NO.
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Figura 10. Indice de dano membranar (IDM) em funcdo do potencial hidrico
imposto para P. vulgaris e V. unguiculata com e sem adicao de solucao de SNP
[104M], P<0,05.
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5 - Discussao

Em vegetais, estudos envolvendo mecanismos de tolerancia ao défice
hidrico se restringem, quase que exclusivamente, a parametros fisiologicos. A
associacdo de outros componentes moleculares como o NO nesses estudos, € algo
relativamente novo, porém, como aqui demonstrado, pode ser efetivo como um
mecanismo adicional as defesas naturais da planta contra situacées de deficiéncia
hidrica. Neste trabalho foram avaliadas algumas das respostas ao défice hidrico
que podem ser mediadas pelo NO.

A associacdo do NO com a germinacao de sementes ainda é muito
especulativa. Os resultados apresentados evidenciam que o NO tem um papel na
reducao dos efeitos do défice hidrico (Tabela 1), porém, o mesmo NO nao
demonstrou efeito algum quando na auséncia do estimulo de estresse. Existem
muitas evidéncias de que o NO tenha uma ligacao direta com o metabolismo do
nitrogénio (N) absorvido e que, durante a germinacao, o embrido faca uso do N
proveniente das reservas do endosperma, inviabilizando alguma atuacao do NO
(Beligni & Lamattina, 2000). A reducdo nas taxas de germinacdo de sementes
embebidas em solucdes de NO e nao submetidas ao défice hidrico, pode estar
relacionada com um papel regulatério do proprio NO associado a espécies reativas
de oxigénio (ROS). Alguns estudos (Aver’yanov & Lapikova, 1990; Michan et al.,
2002; Wang & Higgins, 2005) mostram um efeito de NO e ROS associados ao
retardamento da germinacdo. Embora o NO tenha um papel protetor do estresse
oxidativo (Morot-Gaudry-Talarmain et al., 2002) acredita-se que até uma inibicao
da germinacdo possa ser causada pelo desbalanco de ROS (Wang & Higgins,
2005).

Adicionalmente, as vias dependentes de cAMP, fosfolipase C e MAPK,
embora envolvidas no desenvolvimento embrionario, ndo apresentam evidéncias
suficientes do envolvimento do NO como molécula sinalizadora e a via sinalizadora
de ¢cGMP, a qual o NO esta diretamente ligado, ndo apresenta associacdo com a
germinacao de sementes (Warwar & Dickman, 1996; Yang & Dickman, 1997;
Tucker & Talbot, 2001; Barhoom & Sharon, 2004).

O decréscimo nos valores de condutancia estoméatica demonstrou

semelhanca com outros estudos em plantas sob efeito do défice hidrico (Grzesiak
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et al., 1997; Repeli et al., 1997; Franca et al., 2000). O decréscimo gradual da Gs
nas plantas dos tratamentos com deficiéncia de irrigacao (Fig. 1) se relaciona
diretamente com a instalacdo do estresse e, principalmente, com a reducao da
abertura estomaética.

Durante a instalacao dos efeitos do défice hidrico, h4 uma inducao do
fechamento estomatico a partir do momento que as folhas tém a percepcao da
restricao hidrica, especialmente apos a reducao do potencial hidrico foliar a valores
abaixo de um limite. A producao de acido abscisico (ABA) estimula um aumento
da concentracao citosolica de Ca2+ nas células guarda por duas vias distintas, uma
dependente da transducao de sinal via inositol 3-fosfato (IP3) e outra dependente
de ADP-ribose ciclica (cCADPR). (Muir & Sanders, 1996; Grill & Himmelbach, 1998;
Leckie et al., 1998).

Em animais, NO é responsavel por um aumento das concentracoes internas
de Ca2+ em vias dependentes e independentes de cGMP. Esses aumentos foram
reportados como conseqiiéncia da absorcido de Ca2+ presente nos espacos
intercelulares (via canais de membrana tipo L), ou devido a liberacdo do mesmo de
reservatorios intracelulares (via cADPR ou IP3) (Ishii et al., 1997; Volk et al., 1997;
Berkels et al., 2000). Em plantas, existem evidéncias de que NO aumenta os niveis
de ¢cGMP, responsaveis por estimular a expressao de genes de defesa da planta,
incluindo genes relacionados a tolerancia ao estresse. Alguns desses genes também
foram induzidos por cADPR, sugerindo que essa molécula possa ser um
mensageiro secundario do NO (Durner et al., 1998; Klessig et al., 2000).

Mata e Lamattina (2001) ao adicionarem c-PTIO (um quelante de NO) a
epiderme foliar de plantas de P. vulgaris colocadas no escuro, mostraram uma
inibicao do fechamento estomatico, sugerindo a participacao do NO end6geno nos
mecanismos de movimentacdo estomatica. O controle da abertura e fechamento
estomaticos, sob qualquer conjunto de condi¢oes ambientais, ¢ uma funcao
complexa das interagdes entre os niveis hormonais, e as vias de transducao de sinal
iniciadas por estimulos mecanicos e bioquimicos (Mott & Buckley, 2000). Como
nao ha uma resposta estomatica individual a esses estimulos, acredita-se em uma
teoria de movimento estomatico em blocos, onde os estomatos respondem de
maneira diferente em funcdo de sua localizacao. Dessa maneira o NO teria um

papel fundamental na propagacdo desse tipo de estimulo uma vez que é uma
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molécula pequena, de meia-vida curta e altamente solivel em membranas
biologicas (Mata & Lamattina, 2001), o que poderia explicar o comportamento
diferenciado entre os desvios-padrao entre a Gs das plantas dos tratamentos com e
sem aplicacao exdgena de NO (Fig. 1).

A aplicacao de NO exo6geno conferiu uma maior adaptacdo as condicoes de
dessecacao tanto na planta tolerante (V. unguiculata) quanto na planta sensivel (P.
vulgaris). Como relatado por Bray (1997), a resiténcia ao défice hidrico se da
quando o individuo é capaz de resistir ao estresse imposto por um periodo de
tempo maior que outros individuos nao adaptados, através de mecanismos que
permitam uma tolerancia ou um evitamento da situacdo. Neste caso, as plantas
que receberam aplicacao exdégena de NO através de SNP, suportaram, por um
periodo de tempo maior (48h para P. vulgaris e 24h para V. unguiculata), ao
estresse imposto mantendo, em média, 10% mais agua que aquelas que nao
receberam NO (Fig. 6). Assim, as diferencas observadas entre V. unguiculata e P.
vulgaris no que diz respeito ao decréscimo de CRA apontam para uma melhor
adaptabilidade do primeiro as condicoes de deficiéncia hidrica. Vale ressaltar, que
mesmo sendo P. vulgaris naturalmente menos adaptado a condicdo da restricao
hidrica, os valores do CRA mantiveram-se mais elevados em relacao aqueles das
plantas que nao recebeam NO.

Na avaliacdo da eficiéncia fotossintética por meio de medidas da
fluorescéncia da clorofila a, com a imposi¢cao do défice hidrico, observou-se uma
acentuada reducao nos valores da taxa aparente de transporte de elétrons (ETR)
(Figs. 4, 5 e 6). Uma das principais conseqiiéncias dessa diminuicao e nao
funcionabilidade do aparato fotossintético é a formacdao de ROS, contribuindo
ainda mais para danos aos fotossistemas. Estresses oxidativos sdo uma
consequéncia comum do estresse hidrico em vegetais. O papel do NO como
atenuador de varias consequéncicas severas do estresse oxidativo como clorose,
fragmentacao de DNA e apoptose, ja foi evidenciado (Laxalt et al., 1997; Beligni &
Lamattina, 1999a, 1999b). Outra consequéncia do estresse oxidativo é o
extravasamento de ions para os compartimentos intercelulares (Halliwel &
Gutteridge, 1984). Um fato interessante observado foi um aumento da ETR tanto
em V. unguiculata quanto em P. vulgaris nos testes em segmentos foliares na

presenca do NO (Figs. 5 e 6). Este fato evidencia o papel atenuador do NO em
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estresses moderados (Ww de -0,6MPa para P. vulgaris e -0,MPa para V.
unguiculata). A auséncia desse fendOmeno nos experimentos em plantas intactas
mostra que, nesses casos — em segmentos foliares — o NO estaria absorvendo ROS
formados impedindo danos aos fotossistemas (Beligni & Lamattina, 1999a, 1999b),
0 que nao acontece quando o estresse é gradual e/ou severo (Fig. 4).

O NO mostrou-se eficiente também como atenuador dos efeitos lesivos do
estesse hidrico/oxidativo, evidenciado pela observacio do fenomeno de
fotoinibi¢ao (Fig. 3). A ocorréncia deste em concomitincia com a reducao dos
valores maximos de fluorescéncia da clorofila a (Fig. 7), em periodos diferentes
para as plantas sob estresse que receberam aplicacao exégena de SNP e as plantas
que nao receberam SNP, sugere a participacao do NO no processo. Folhas expostas
a altas densidades de fluxo de fétons sempre exibem um decréscimo no
rendimento quantico do fotossistema II (FSII). Assim, um decréscimo no
rendimento quantico potencial (Fv/Fm) pode resultar ora de uma diminuicao nas
taxas constantes da fase fotoquimica da fotossintese, ora de um aumento nas taxas
nao fotoquimicas de dissipacao de excesso de energia — refixacao de CO. (Daniel,
1997). Com os estOmatos praticamente fechados e conseqiliente acimulo de ATP e
poder redutor — NADPH — em virtude do nao funcionamento do ciclo de Calvin
dada a auséncia de CO., era de se esperar que ocorresse fotoinibi¢do nas plantas
submetidas ao défice hidrico (Genty et al., 1987).

Sendo as membranas biologicas um dos primeiros alvos do estresse hidrico,
a avaliacdo de sua integridade permitiu confirmarmos a ocorréncia de danos
severos. Ao se estudar os melhores tempos de lavagem de discos foliares,
observamos que a maior parte dos eletrolitos foi liberada nos primeiros 15 minutos
(Fig. 9), o que pode ser atribuido aqueles aderidos a superficie celular e também
aqueles presentes em células, vasos e apoplasto, danificados durante o processo
(Borochov & Borochov, 1991). O fato da FE ter sido ligeiramente maior nas
solucoes onde foi adicionado NO, pode ser explicado pela leve interacao do mesmo
com um aumento da liberacdo intracelular de Ca2+, principalmente em V.
unguiculata, (Garcia-Mata et al., 2003) que atuaria como mensageiro modulando
um influxo de K+ através de canais e transportadores (Zhao et al., 2007), ions

consequentemente liberados durante a lavagem.
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O estresse hidrico modifica a estrutura fisico-quimica de membranas
(Lauriano et al., 2000) levando a alteracoes nas taxas de fuga de eletrolitos. Esse
dano pode ser amenizado por mecanismos diversos, destacando-se o acimulo de
acucares (Bajji et al., 2000). Alguns autores sugerem que esses acucares,
principalmente dissacarideos nao redutores como a sacarose e a trealose,
interagem com as membranas celulares aumentando sua estabilidade (Nilsen &
Orcutt, 1996), ao associarem-se com grupos fosfolipidicos diminuindo sua fluidez
lateral (Leopold & Vertucci, 1986). No entanto, esses fatores nao tém interagao nas
vias onde o NO tem participacao como evidenciado na figura 10.

O fato da FE ter sido diferente em fun¢do da concentracdo de PEG e do
tempo de exposicao, e ter sido influenciada pela presenca de NO em P. vulgaris
sob estresse moderado sugere: (1) o estresse induzido pelo PEG teve um impacto
diferente em transportadores especificos envolvidos na translocacao de ions
através de membranas (Bajji et al.,, 2001), (2) o papel protetor do NO em P.
vulgaris sob estresse moderado pode ser atribuido a acao direta sobre canais de
Ca2*, e consequentemente K+, (Martinoia et al., 1986). A inobservancia deste efeito
em V. Unguiculata evidencia sua maior adaptabilidade as condicoes de seca.

Além do NO, podem estar atuando outros mecanismos protetores. Existem
estudos que comprovam um efeito protetor do aparato fotossintético exercido pela
fotorrespiracao e refixacdo de CO.. Ambas podem agir como um dreno para os
produtos da cadeia transportadora de elétrons ao estimular o aumento de um
gradiente protoionico transtilacdide pelo favorecimento de um fluxo ciclico de
elétrons ao redor do fotossistema I (FSI) (Leegood et al., 1995; Daniel, 1997).

De uma maneira interessante é possivel associar o NO, entdo tido como
potencialmente danoso (dada sua facil difusao através de membranas bioldgicas e
seu elevado potencial redox), a papéis protetores em situacbes comuns
experimentadas pelos vegetais em ambiente natural. No entanto, estudos mais
profundos sobre as interacoes moleculares do NO também devem ser realizados. A
associacdo do NO como regulador hormonal, principalmente no mecanismo de
sinalizacao de deficiéncia hidrica via ABA e nos estresses onde o etileno atua como
fitoregulador, sua interacdo molecular com jasmonatos, e seu papel nas vias de

transducao de sinal MAPK e IP3 ainda devem ser explorados.
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6 — Conclusoes

1. A aplicacdo exdgena de NO através de seu doador SNP nas concentragoes
utilizadas foi efetiva em promover um retardamento dos efeitos do défice
hidrico (24 e 48h) em V. unguiculata e P. vulgaris respectivamente.

2. Foi possivel detectar uma interacdo positiva entre presenca do NO e
aumento da resisténcia a seca tanto em planta tolerante (V. unguiculata)
quanto em planta sensivel (P. vulgaris), ainda que os mecanismos de
tolerancia operem de maneiras diferenciais entre as espécies.

3. Respostas mais evidentes ao défice hidrico foram observadas pela analise
dos valores de ETR e condutancia estomatica quando comparadas com
presenca e auséncia de NO.

4. NO favoreceu um pequeno aumento nas taxas de germinacdo de sementes
de V. unguiculata e P. vulgaris quando submetidos a deficéncia hidrica
moderada (Ww de -0,6MPa), bem como efeito protetor nas taxas de IDM em

P. vulgaris sob estresse moderado.

7 - Consideracoes finais

A aplicacao exogena de NO através de seu doador SNP em baixas
concentragdoes mostrou-se como uma possibilidade efetiva para o prolongamento
da tolerancia a seca em V. unguiculata e P. vulgaris.

Outros estudos ainda precisam ser levados em consideracdo, no entanto. E
necessario um entendimento mais profundo dos mecanismos de atuacao do NO na
tolerancia a seca. Esses estudos deveriam se focar em canais de Calcio e sua
modulacdo intracelular, no controle do conteido osmético da célula vegetal, bem
como nas participagoes do NO como sinalizador de outros tipos de estresse.

Além desses estudos, sdo necessarios conhecimentos mais profundos acerca
das origens intrinsecas do NO (atividade da Nitrato redutase / Nitrito redutase e
NO sintase) e sua participacao em vegetais nao submetidos a estresse.

Por fim, torna-se evidente a necessidade de maiores investigacoes sobre a
relacdo entre o NO e as respostas vegetais a deficiéncia hidrica. Uma vez que essa

interacdo for bem conhecida tanto em plantas tolerantes quanto em plantas
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sensiveis, e compreendida a interacdo com outros fatores ambientais, o papel do
NO nessas questbes se tornara mais evidente. Em um primeiro momento,
aplicacoes exogenas de NO como mediador das respostas a seca podem ser
indicadas e, em um segundo momento, a transferéncia de genes de interesse,

comprovadamente envolvidos no processo, a outros vegetais.
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