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Resumo

A cultura do milho é uma das mais importantes do cenario agricola mundial e possui papel
fundamental no que se refere a economia de muitos paises. Entretanto, alguns fatores bioticos e
abioticos podem impactar em resultados negativos sobre esta cultura. Um fator abidtico que se
destaca entre os outros, é o déficit hidrico. O Oxido Nitrico é uma molécula que desempenha
diversos efeitos fisiologicos nas plantas, e um desses pode estar envolvido no aumento da tolerancia
ao estresse hidrico. O objetivo do presente estudo foi realizar uma revisdo sistematica com
metanalise para verificar se 0 Oxido Nitrico pode atuar como molécula sinalizadora na tolerancia
ao estresse hidrico em plantas de milho. Trata-se de uma revisdo sistematica com metanalise
desenvolvida de acordo com as orientacGes da recomendacdo PRISMA sob o registro no
International Prospective Register of Ongoing Systematic Reviews (PROSPERO). Ao todo foram
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INTRODUCAO

O cenério agricola vem mostrando que as culturas estdo continuamente submetidas
a diferentes condicdes de estresses abidticos (Teixeira et al., 2020), que ocorrem quando
fatores ambientais prejudicam as condicdes fisiologicas das plantas, sendo denominados de
fatores de estresse ou apenas estresse (Warsi; Howladar; Alsharif, 2023). De todos os
fatores de estresse envolvidos no cultivo de cereais, a disponibilidade hidrica é considerado
o fator de maior destaque a ser estudado, uma vez que had uma grande busca por alternativas
que visam diminuir os impactos causados pela falta de &gua. Além disso, o
desenvolvimento de métodos que ajudem a mitigar os efeitos negativos dos mais diferentes
tipos de estresse é indispensavel para a evolucdo das culturas agricolas (AMARO et al.,
2023).

Na cultura do milho os fatores que estdo mais ligados a reducéo da produtividade
sdo abidticos relacionados ao clima (disponibilidade hidrica, temperatura do ar, umidade
relativa do ar e irradiacdo solar), e o fator com maior frequéncia e intensidade ¢é a
disponibilidade de &gua, gerando consequentemente perdas no rendimento da cultura
(SANTOS et al., 2022).

Para que novos métodos possam ser idealizados a fim de reverter danos causados
por algum tipo de estresse em plantas, torna-se imprescindivel o entendimento detalhado
(fisioldgico e bioquimico) das consequéncias causadas por ele. Pois, € a partir de entdo que
experimentos de varias formas podem ser realizados, com o proposito de gerar resultados
que contribuam para culturas em condicdes de estresse (SILVA et al., 2021).

0 Oxido Nitrico (NO) por exemplo, ¢ uma molécula que pode desempenhar varios
papeis na fisiologia das plantas, uma vez que ndo necessita de um transportador para
atravessar membranas, e é considerado como lipofilico, diatbmico e incolor (KHAN et al.,
2023).

O NO pode ser chamado tambem de monoxido de hidrogénio, e pertence as
moléculas do tipo radical livre por possuir um elétron ndo emparelhado em um de seus
orbitais. Outro aspecto do NO e derivados da molécula é que, direta ou indiretamente, eles

podem estar envolvidos em modificacdes pos-traducionais, incluindo ligacdo a centros
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metalicos, a S-nitrosilagdo de grupos tiol e a nitracdo da tirosina, que por sua vez pode estar
envolvida na sinalizagdo celular em situacgdes de estresse (CORPAS et al., 2011).

O o6xido nitrico endogenamente nas plantas pode ser gerado tanto por mecanismos
enzimaticos quanto ndo enzimaticos (NEILL; DESIKAN; HANCOCK, 2003). Os
mecanismos enzimaticos foram descritos a partir do uso e eficacia de uma série de
inibidores de NOS, dos quais a aminoguanidina foi considerada a mais eficaz. Essas
moléculas catalisam a formacéo de NO a partir da L-arginina, que sofre uma oxidacao de
cinco elétrons, sendo indispensaveis para a reacdo NADPH e oxigénio molecular. Ja a
nitrato redutase gera NO usando como substratos 0 NO2— e NADH (YAMASAKI;
SAKIHAMA; TAKAHASHI, 1999).

As revisdes sistematicas sdo evidéncias de alta qualidade, que resumem em um
unico estudo os resultados de pesquisas originais desenvolvidas em uma determinada area,
no qual sdo construidas de forma metddica, transparente e reaplicavel (DONATO;
DONATO, 2019). Em alguns casos, a metanalise, que consiste em um método estatistico
empregado através da combinacao dos resultados originais com intuito de elucidar questdes
sobre o tema proposto, pode ser realizada junto com a revisdo sisteméatica (BALDUZZI;
RUCKER; SCHWARZER, 2019).

Considerando a relevancia da cultura do milho no ambito mundial e a potencialidade
do Oxido nitrico enquanto sinalizador, o objetivo do presente estudo foi conduzir uma
revisdo sistematica com metanalise para verificar se o Oxido Nitrico pode atuar como

molécula sinalizadora na tolerancia ao estresse hidrico em plantas de milho.

I\/I ETODOLOGIA

A revisao sistemética foi realizada de acordo com as orientagdes da recomendagéo
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analyses) (MOHER
et al., 2015), sob o registro no International Prospective Register of Ongoing Systematic
Reviews (PROSPEROQO) de numero CRD42022335324. A busca foi realizada com os
termos: nitric oxide, maize Zea mays, drought e water stress nas bases de dados PubMed,

Scielo e ScienceDirect. Foram feitas buscas com e sem os operadores booleanos. As buscas
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foram realizadas com o filtro no intervalo de tempo de 1 de janeiro de 2002 a 13 de maio
de 2022.

A estatistica da andlise bibliografica foi feita no BioEstat 5.0, no qual para
classificar a tendéncia do numero de publicacédo por ano, tanto geral, quanto da China, foi
adotado 0 método proposto por Antunes e Cardoso (2015). Na analise utiliza-se a formula
y = b0 + b1X, onde y equipara-se ao valor da série temporal, X ao ano, b0 ao intercepto da
reta com eixo vertical e bl a inclinacdo da reta. A linha de tendéncia, assim como o valor
de bl e a diminuicdo da heterogeneidade de variancia dos residuos foram executados
mediante software estatistico. Segundo Antunes e Cardoso (2015), a tendéncia é dada como
crescente quando o valor de B1 é positivo e o nivel de significancia <0,05, decrescente
guando negativo com significancia <0,05 e estacionaria quando p for maior que 0,05.

Foram removidos os registros desenvolvidos sem estresse abidtico, ou seja, 0s
classificados como “outros” e também foram excluidos os artigos que ndo apresentavam
nenhum tipo de doador, ou quantificacdo do NO. Além disso, foi verificado ainda
cautelosamente se cada documento relatava metodologias consistentes e adequadamente
referenciadas, contendo pelo menos a descricdo do delineamento experimental, material
vegetal utilizado e condi¢bes experimentais de cada analise executada. Os critérios de
analise de risco de viés foram avaliados segundo as orientacGes de Sterne et al. (2019).

RESU LTADOS E DISCUSSAO

Na etapa de busca foram encontrados 1.843 titulos. Como esperado, a maior parte
dos artigos foi encontrada na base Science Direct (1.457), seguido da PubMed (340) e da
Scielo (31). Nesse momento é importante esclarecer a escolha dessas trés bases de dados.
Os critérios para o recorte temporal foram baseados na trajetoria das pesquisas com Oxido
Nitrico em plantas.

A descoberta do d6xido nitrico é relativamente recente Koshland Jr (1992), embora
alguns efeitos dessa molécula fossem conhecidos anteriormente. Em 1992 o NO foi
considerado a molécula do ano pela Revista Science. A partir disso, os estudos se

intensificaram também nos vegetais, ja que havia indicios de que o NO atuava também nas
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plantas. Ao final dessa década, diferentes trabalhos demonstraram que, de fato, o NO é uma
molécula sinalizadora importante nos vegetais. Desde entdo, o numero de estudos
associando o NO as plantas s6 aumentou. Embora houvesse, ainda, muitas controvérsias,
principalmente sobre 0os mecanismos de sintese do NO em plantas, a partir dos anos 2000
ndo havia mais duvida que o NO é um importante sinalizador em plantas.

A partir da identificagdo dos estudos seguiram-se as etapas de selecdo e
elegibilidade. Estudos duplicados e que ndo atenderam aos critérios de inclusdo foram
excluidos. Foram selecionados entdo 67 artigos para a revisdo bibliométrica. Os critérios
de inclusdo foram a descricdo da metodologia e do delineamento experimental, e a
experimentacdo associando 0xido nitrico, milho e estresses abioticos. Assim, na etapa de
inclusédo, restaram 32 artigos que foram divididos em 6 grupos, considerando o tipo de
estresse estudado em cada um deles.

A tendéncia no nimero de publicagdes a respeito do Oxido Nitrico e a planta de
milho sob algum tipo de estresse abi6tico ou como modelo de estudo, apresentou-se
crescente entre os anos de 2002 a 2021 (anos completos usado para levantamento neste
estudo), com bl de 0,1584 (IC95% 0.049; 0.0068) (p = 0.0068). Ao todo foram
selecionados para analise de publicacBes 67 artigos, sendo o ano de 2020 o que mais se
destacou, tendo 7 publica¢des. Nenhuma publicacéo foi evidenciada em 2005.

O oxido nitrico ¢ uma molécula multifacetada e a primeira demonstracdo de sua
producdo em organismos vivos ocorreu ha 68 anos (BAALSRUD; BAALSRUD, 1954).
Com a descoberta de que o NO é responsavel pela vasodilatacdo da musculatura lisa de
vasos sanguineos, houve intensa pesquisa a respeito do tema naquela época e o NO foi
designado a molécula do ano em 1992 pela revista Science (FURCHGOTT; ZAWADZKI,
1980; IGNARRO et al., 1987). Um pouco antes, em 1979, surgiu a evidéncia da produgéo
de NO em folhas de soja tratadas com herbicida (KLEPPER, 1979).

Em milho, um dos trabalhos pioneiros com oxido nitrico foi realizado por Gouvéa
e colaboradores em 1997, que demonstraram efeito dependente do NO no crescimento de
segmentos de raizes. Esse efeito foi ainda relacionado a vias de sinalizagdo comuns a
auxina. Considerando a importancia da cultura do milho como fonte de alimento,

biocombustivel e modelo de estudo Li et al. (2013), ndo surpreende que o nimero de
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trabalhos relacionando essa cultura ao éxido nitrico seja crescente. Inclusive, esse nimero
pode até ser considerado modesto.

Quanto aos locais de realizacdo dos estudos, os documentos selecionados foram
resultantes do desenvolvimento de pesquisas em 18 paises diferentes, sendo a China o pais
destaque no que diz respeito ao maior nimero de investiga¢fes. A China s6 ndo publicou
estudos nos anos de 2002, 2005, 2009 e 2014 observando assim uma constancia nas
pesquisas executadas no pais.

No entanto, quando analisada isoladamente, a China ndo apresenta tendéncia
crescente relacionada ao nimero de publicagcfes, mas sim estacionéria com bl de -0,0351
(1C95% -0,110; 0,040) (p = 0.3410), inferindo dessa forma que, 0 aumento do ndmero de
publicacdes por ano é devido a aderéncia de novos paises as pesquisas sobre o Oxido
Nitrico/planta de milho.

Liderando o ranking do nimero de publicacdes, a China apresentou 38,81% do total
de documentos selecionados, em seguida a Italia (8,96%), Africa do Sul (7,46%), Argentina
(5,97%) e Brasil com 4,48% das publica¢Ges. Grande parte dos estudos foram produzidos
utilizando o milho como modelo para investigacdo de interacdes do Oxido Nitrico, néo
possuindo estes quaisquer tipos de estresse sobre a planta de milho ou inferéncias de
producdo. Em relacdo as revistas, ao todo foram encontrados registros em 36 periddicos
diferentes, tendo a maioria apenas um artigo relacionando o Oxido Nitrico & planta de milho
sob algum tipo de estresse ou como modelo de estudo. Alguns periddicos apresentaram dois
ou até mais artigos sobre o tema, como por exemplo o Journal of Plant Physiology e o Plant
Physiology and Biochemistry que se destacaram com 6 artigos cada. Os fatores de impacto
variaram entre 0,175 a 25,617.

Os autores mais citados de cada categoria de estresse foram: Kaya et al. (2020) com
84 citagOes em estresse por metal, Zhang et al. (2006) com 418 em estresse salino, Zhang
et al. (2011) com 186 em déeficit hidrico, Tossi, Lamattina e Cassia (2009) com 186 em
radiagcdo UV, Li et al. (2013) com 212 em estresse térmico. Com a confirmacdo do NO
como um importante sinalizador em plantas, o grande desafio da comunidade cientifica
passou a ser desvendar os varios mecanismos de producgdo dessa molécula, bem como sua

homeostase. Em animais, esta bem esclarecida que ha uma enzima responsavel pela sintese
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de NO a partir do amino&cido arginina. Essa enzima, denominada 6xido nitrico sintase
(NOS), foi devidamente caracterizada, tanto nas suas isoformas constitutivas quanto
indutivas (WANG; HIGGINS, 2005).

Era de se esperar, com isso, que houvesse uma intensa busca por uma enzima
semelhante nas plantas. Contudo, o que se observou nos anos subsequentes foi que os
mecanismos geradores de NO nas plantas eram amplamente variados. Embora muitos
trabalhos demonstram a influéncia de inibidores do 6xido nitrico sintase na producéo e/ou
efeitos do NO, ndo foi caracterizada nas plantas até 0 momento, uma enzima semelhante a
NOS presente em animais, apesar de ter sido publicado o mutante de Arabidopsis AtNOS1
como sendo uma planta deficiente em NO sintase. Esse mutante, porém, foi posteriormente
renomeado para ATNOAL (associado ao NO) diante da impossibilidade de caracterizacao
da enzima (CRAWFORD et al. 2006).

Os artigos incluidos na metanalise foram oriundos de estudos realizados no Canada,
China e Paquistédo, sendo que a maioria (66,67%) foi desenvolvida na China, pais que € um
dos maiores produtores de milho no mundo. Os Estados Unidos que também sdo um grande
produtor de milho e possuem grande impacto na ciéncia mundial, ndo apresentaram até o
momento nenhuma pesquisa associada diretamente a esse tema. Entretanto, ha registros na
literatura de pesquisas envolvendo outros tipos de mecanismos que visam promover a
tolerdncia a estresses abidticos em plantas de milho (NODARI; GUERRA, 2003). Os
periddicos nos quais os manuscritos foram publicados possuem fatores de impacto que
variam de 3.686 a 9.106, mostrando dessa forma que séo revistas renomadas no ambito
cientifico. Através da extracdo dos dados de cada estudo e execucdo da metanalise, pode-
se obter novos resultados mediante o cruzamento de duas ou mais pesquisas.

Quando uma planta esta em condigdes de estresse hidrico, um dos danos que ocorre
é a peroxidacdo lipidica, isso, devido a produgdo descontrolada de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (ZHANG et al., 2011). Um dos marcadores da produgdo de ROS é o
malondialdeido (MDA).

Além disso, ha uma grande correlacdo entre a peroxidacdo lipidica com a atividade
de enzimas antioxidantes, na qual outros trabalhos relacionam o aumento da atividade de
enzimas antioxidantes como mecanismo de defesa, degradando espécies reativas de
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oxigénio e favorecendo a diminuigdo da peroxidacao lipidica (Anjum et al., 2015). O radical
superoxido é uma das primeiras EROs produzidas nos sistemas bioldgicos devido a reducéo
incompleta do oxigénio molecular.

Em plantas, a producdo do radical superoxido esta amplamente relacionada a
diferentes estresses abioticos. O radical superoxido, em si, ndo € muito nocivo visto que sua
reatividade é relativamente baixa. Contudo, a partir dessa molécula sdo produzidos o
perdxido de hidrogénio e o radical hidroxila, este Gltimo altamente reativo e deletério. As
plantas possuem um amplo e sofisticado sistema de defesa para evitar os efeitos danosos
das EROs (ANJUM et al. 2015).

A linha de frente desse sistema de protecdo é formada pela superdxido dismutase
(SOD), que remove o radical superdxido convertendo-o em perdxido de hidrogénio. Para
completar o trabalho de detoxificacdo existem nas plantas diferentes peroxidases que
removem o perdxido de hidrogénio e evitam o aumento dos niveis do radical hidroxila.
Sendo assim, a atividade da SOD é um importante indicativo da resposta da planta ao
estresse. (TAN et al. 2023).

Resultados trazidos por diversos autores como Hao et al. (2008), Majeed et al.
(2020) e Sang et al. (2008), mostram que, em qualquer alteracdo que ocorra com a planta,
a SOD aumenta a sua atividade, e tal fato esta relacionado com os mecanismos de preparo
que a planta adquire para se defender de possiveis condicfes de estresse.

A presenca do NO é o fator principal de analise nos estudos, e sua concentracdo
também foi mensurada por alguns autores. Majeed et al. (2020) e Shao et al. (2018),
verificaram a eficacia do doador SNP em amostras estressadas. A concentragcdo do NO
aumentou significativamente nas amostras em que o SNP foi aplicado.

Os mesmos autores e também Sang, Wang e Shangguan (2008), examinaram a
concentracdo do NO comparando amostras controle com amostras estressadas, o resultado
mostrou que, o estresse hidrico € capaz de aumentar a concentragdo de NO endogenamente,
apontando dessa forma que o NO possui algum papel no processo fisiologico da planta em

condig&o de estresse.
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Desta forma, pode se dizer que, o fator estresse, juntamente com a aplicacdo de SNP
promove uma concentragdo maior de NO, pois nessa condicdo h& duas variaveis

importantes, que juntas favorecem tal resultado.

CONCLUSC)ES

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que, o Oxido Nitrico (NO) pode
atuar como molécula sinalizadora na tolerancia ao estresse hidrico em plantas de milho,
pois, ha diferencas significativas nos resultados referentes as condi¢des que indicam tal
resultado. A diminuicdo no teor de MDA, e 0 aumento da atividade SOD apés a aplicacao
de SNP sdo situacOes que revelam o poder de agdo do NO. Apenas o0 estado de estresse
hidrico na planta, também é um fator que influencia na producdo de NO endogenamente,

mostrando assim, que a planta também tem seus préprios mecanismos de defesa.

O nimero de publicagdes a respeito de pesquisas sobre o Oxido Nitrico e planta de
milho sob algum tipo de estresse abidtico ou como modelo de estudo, vem crescendo nos
ultimos anos, mostrando dessa forma que existe interesse por parte de determinados grupos
em utilizar o NO como alternativa para reducdo de perdas na producdo de grdos
relacionadas a esses tipos estresse. Por se tratar de um gas de dificil manuseio, se destacam
alguns doadores de NO, como por exemplo 0 SNP, que consegue desempenhar um papel

eficiente.

Os resultados obtidos foram condizentes com o objetivo proposto pelo estudo e
diante dos mesmos, podemos dizer que, o Oxido Nitrico (NO) pode atuar como molécula

sinalizadora na tolerancia ao estresse hidrico em plantas de milho.
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