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RESUMO

Com o0 uso crescente de nanomateriais, principalmente de nanoparticulas de prata (AgNPs)
devido as suas propriedades antimicrobianas, compreender os efeitos dessas nanoparticulas
em plantas comestiveis surge como uma questdo de extrema importancia, visto que, as
nanoparticulas de prata estdo presentes em uma serie de produtos de consumo que sao
inevitavelmente liberados para o ambiente sem nenhuma restricdo. Compreender seus efeitos
nas celulas vegetais além de elucidar questdes referentes a fitotoxicidade também pode
esclarecer davidas a respeito de seus beneficios no crescimento e desenvolvimento das
plantas. Nesse contexto o presente estudo, teve por objetivo avaliar os efeitos das
nanoparticulas de prata no cultivo in vitro de duas espécies frutiferas: Physalis peruviana e
Campomanesia rufa. Para o experimento com P. peruviana, sementes dessa espécie foram
cultivadas em meio MS (Murashige e Skoog) suplementado com diferentes concentragdes de
AgNPs (0,0; 0,385; 0,77; 1,54 e 154 mg L™%). A solucio de AgNPs foi sintetizada e
caracterizada em relacdo ao tamanho das nanoparticulas, Potencial Zeta e Polidispersividade
Foi avaliado o crescimento e desenvolvimento das plantulas, por meio de analises de
crescimento, bioquimicas e anatdmicas. Para o experimento com C. rufa, segmentos nodais
das plantulas estabelecidas in vitro foram cultivados em meio MS, suplementado por BAP
(5,62 uM), diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata (0,0; 0,385; 0,77; 1,54 e 15,4
mg L) ou Nitrato de prata (0,18 g L™). O meio de cultivo com as respectivas concentragdes
de AgNPs foi caracterizado em relacdo ao tamanho das nanoparticulas, Potencial Zeta e
Polidispersividade. Foram realizadas avaliacfes de crescimento, bioquimicas, de microscopia
de luz e varredura das plantas. Os resultados referentes ao experimento com P. peruviana
demonstraram que ao final de 60 dias de cultivo, a germinacéo in vitro dessa espécie nao foi
afetada pela presenca de AgNPs e que na concentragdo de 0,385 mg L™ as AgNPs promovem
um aumento na biomassa das plantulas. No entanto, em concentragfes mais elevadas (15,4
mg L) provoca uma redugdo no tamanho das plantulas e do sistema radicular. Ndo foram
observadas alteragdes no metabolismo antioxidante, no entanto alteragfes no sistema vascular
foram observadas nos tratamentos com AgNPs em relacdo ao controle. No experimento com
C. rufa, foi observado que as AgNPs nas concentracdes de 0,385; 0,77 e 1,54 mg L ndo
afetaram a multiplicacdo in vitro, quanto ao numero, altura e peso fresco dos brotos formados,
entretanto, nos tratamentos com 15,4 mg L de AgNPs e nitrato de prata observou-se uma
reducdo no nimero de brotacGes. Ndo foram observadas alterac6es bioquimicas e anatdmicas
nos brotos formados. A caracterizagdo do meio de cultivo com AgNPs demonstrou que o
processo de esterilizacdo do meio de cultura, promove uma aglomeracdo das AgNPs, o que
consequentemente acarreta no aumento do seu tamanho e, portanto, em menor toxicidade. A
partir do exposto conclui-se que, os efeitos das AgNPs sdo dependentes da concentracdo e que
fatores como temperatura podem promover um aumento das nanoparticulas, e, portanto,
alterar suas propriedades intrinsecas, resultando em efeitos menos pronunciados quando
comparadas com nanoparticulas de prata de tamanhos menores (1 a 100 nm).

Palavras chave: Nanotecnologia. Physalis peruviana. Campomanesia rufa. Cultura de
tecidos.



ABSTRACT

With the increasing use of nanomaterials, mainly silver nanoparticles (AgNPs) due to their
antimicrobial properties, understanding the effects of these nanoparticles on edible plants
arises as a matter of extreme importance, since, silver nanoparticles are present in a series of
products that are inevitably released into the environment without any restrictions.
Understanding its effects on plant cells as well as elucidating questions regarding
phytotoxicity may also cast doubt on its benefits in plant growth and development. In this
context, the present study aimed to evaluate the effects of silver nanoparticles on in vitro
cultivation of two fruit species: Physalis peruviana and Campomanesia rufa. For the P.
peruviana experiment, seeds of this species were cultivated in MS medium (Murashige and
Skoog) supplemented with different concentrations of AgNPs (0.0, 0.385, 0.77, 1.54 and 15.4
mg L™). The AgNPs solution was synthesized and characterized in terms of the size of the
nanoparticles, Zeta Potential and Polydispersivity. Growth and development of the seedlings
were evaluated through growth, biochemical and anatomical analyzes. For the experiment
with C. rufa, nodal segments of the seedlings established in vitro were cultured in MS
medium, supplemented by BAP (5.62 uM), different concentrations of silver nanoparticles
(0.0, 0.385, 0.77, 1.54 and 15.4 mg LY) or silver nitrate (0.18 g L™). The culture medium with
the respective concentrations of AgNPs was characterized in relation to the size of the
nanoparticles, Potential Zeta and Polydispersivity. Growth, biochemical, light microscopy and
scanning microscopy of the plants were performed. The results of the experiment with P.
peruviana demonstrated that at the end of 60 days of cultivation, the in vitro germination of
this species was not affected by the presence of AgNPs and that at the concentration of 0,385
mg L the AgNPs promoted an increase in the biomass of seedlings. However, at higher
concentrations (15.4 mg L) causes a reduction in the size of the seedlings and the root
system. No alterations were observed in the antioxidant metabolism, however alterations in
the vascular system were observed in the treatments with AgNPs in relation to the control. In
the experiment with C. rufa, it was observed that AgNPs at concentrations of 0.385, 0.77 and
1.54 mg L? did not affect the multiplication in vitro, in terms of number, height and fresh
weight of the shoots, however, in the treatments with 15.4 mg L of AgNPs and silver nitrate,
there is a reduction in the number of shoots. No biochemical and anatomical changes were
observed in the shoots. The characterization of the culture medium with AgNPs has
demonstrated that the sterilization process of the culture medium promotes agglomeration of
the AgNPs, which consequently leads to an increase in its size and, therefore, to a lower
toxicity. From the above, it is concluded that the effects of AgNPs are concentration
dependent and that factors such as temperature can promote an increase of the nanoparticles
and therefore alter their intrinsic properties, resulting in less pronounced effects when
compared with silver nanoparticles of sizes (1 to 100 nm).

Keywords: Nanotechnology. Physalis peruviana. Campomanesia rufa. Tissue culture.
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUGCAO GERAL

A Nanotecnologia envolve nanomateriais que apresentem pelo menos uma de suas
dimensdes na escala de 1 a 100 nm e tenha propriedades que ndo sejam compartilhadas por
seus homdlogos de mesma composicdo quimica (ADAMS; BARBANTE, 2013). Estas
propriedades Unicas podem resultar em padrGes ambientais substancialmente diferentes de
destino e comportamento do que os seus homologos em massa (SERVIN; WHITE, 2016).

Os nanomateriais interagem com o ambiente envolvente e consequentemente com as
plantas que sdo um componente basico essencial de todos os ecossistemas. Estes podem ser
absorvidos e acumulados na biomassa vegetal, e afetar seu destino e transporte no meio
ambiente (DE LA ROSA et al., 2017).

Um numero crescente de publicacdes emergiu recentemente sobre as interacfes de
nanomateriais com as plantas, com a maioria desses estudos voltados para a potencial
toxicidade dos nanomateriais nas espécies vegetais, e tanto efeitos positivos quanto negativos
foram observados (MIRALLES; CHURCH; HARRIS, 2012). Os nanomateriais podem
influenciar os principais eventos do ciclo de vida das plantas, incluindo a germinacdo das
sementes, vigor de plantulas, emissdo de raizes, crescimento e reagdes fotossintéticas e podem
melhorar a sobrevivéncia das plantulas sob estresses abidticos (KHAN et al., 2017). Mas
também podem provocar danos celulares a medida que aumentam a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ZUVERZA-MENA et al., 2017).

Embora ja se tenha entrado em consenso de que os efeitos produzidos por esses
materiais sdo dependentes do tipo de nanomaterial, das espécies de plantas e dos meios
envolventes, esses efeitos sdo inconsistentes entre os diferentes estudos, portanto ainda
existem muitos desafios que permanecem ndo resolvidos, envolvendo os efeitos bioldgicos
dos nanomateriais (ARRUDA et al., 2015).

Dentre os nanomateriais mais utilizados nas plantas, tem-se as nanoparticulas de prata,
titanio, zinco e ouro em comparacdo com outros tipos de nanomateriais, de modo que Vvarios
pesquisadores vém trabalhando para entender melhor seus efeitos nas células vegetais
(ARRUDA et al., 2015).

Como as nanoparticulas de prata sdo de longe o nanomaterial mais prevalentemente
utilizado em produtos de consumo devido a sua atividade antimicrobiana (MUSEE;
THWALA; NOTA, 2011), o objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos das
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nanoparticulas de prata na propagacdo in vitro das espécies frutiferas, Physalis peruviana e
Campomanesia rufa. a fim de preencher essas lacunas que permanecem em aberto quando se

trata dos efeitos dos nanomateriais nas células vegetais.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Nanotecnologia

A nanotecnologia inclui nanoparticulas que apresentam uma dimensdo caracteristica
de 1 a 100 nm e tenha propriedades que ndo sejam compartilhadas por particulas maiores de
mesma composicao quimica (AUFFAN et al., 2009).

Suas propriedades fisico-quimicas vao depender significativamente de suas
morfologias tridimensionais (tamanhos, formas e topografia de superficie) dos meios
envolventes, e sua disposi¢cdo no espaco (ADAMS; BARBANTE, 2013).

Dadas essas propriedades Unicas, 0s nanomateriais sdo utilizados em uma variedade de
produtos comerciais e de consumo, incluindo semicondutores, microeletrénicos, catalisadores,
produtos de consumo diarios (cosméticos e protetores solares), em embalagens de alimentos e
produtos alimenticios (HANDFORD, et al., 2014; AZEREDO; ROSA; MATTOSO, 2017) e
aplicagdes em nanomedicina e nanofarmacologia (WANG et al., 2016).

E nos ultimos tempos, devido ao sucesso dos nanomateriais em diversas areas, abriu-
se espaco no campo da agricultura, para melhorias na eficiéncia e produtividade agricola,
melhorando a absorcdo pelas plantas e evitando perdas para o ambiente. Os nanomateriais
podem ser aplicados no revestimento de biofertilizantes, na producdo de formula¢Ges mais
resistentes a dessecacao e na liberacdo controlada de fertilizantes (DUHAN et al., 2017).

Os nanomateriais também podem ser aplicados no encapsulamento de pesticidas,
permitindo uma absorcao adequada do produto quimico pelas plantas (DUHAN et al., 2017) e
também na formulgdo de nanopesticidas (KHOT et al., 2012) e nanoherbicidas (PEREZ-DE-
LUQUE; RUBIALES, 2009).

Outra aplicacdo dos nanomateriais que vem gerando varias pesquisas nos ultimos anos
é referente aos efeitos na germinacdo e crescimento das plantas, com o intuito de promover
seu uso na agricultura (KHOT et al., 2012). Alguns tipos de nanomateriais sdo capazes de
penetrar as sementes e com isso aumentar sua taxa de germinagdo ao permitir uma melhor
captacdo de dgua (KHODAKOVSKAYA et al., 2009).
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Também foi observado que as algumas espécies de plantas, quando tratadas com
nanomateriais apresentam protecdo contra varios estresses abioticos. A aplicacdo exdgena de
nanoparticulas de TiO2 em concentracdes apropriadas, pode aumentar a tolerancia a seca nas
plantas com melhorias no seu processo fisiologico (AGHDAM; MOHAMMADI,
GHORBANPOUR, 2016), melhorar o estado redox em plantas submetidas a baixas
temperaturas, podendo aumentar a tolerancia ao frio nas culturas (MOHAMMADI; MAALI-
AMIRI; ABBASI, 2013) e melhorar a fotossintese através da regulacdo da dissipacdo de
energia e aumento na condutancia de H2O e na taxa de transpiragdo das folhas em plantas
submetidas ao estresses térmico (QI; LIU; LI, 2013).

A aplicacdo foliar de nanoparticulas de ZnO aumentou a &rea foliar, 0 peso seco, a
taxa de assimilacéo liquida de dioxido de carbono (CO>), a concentragdo sub-estomética de
CO», o teor de clorofila, o contetdo de Fv / Fm e de Zn e diminui o conteldo de Na nas
folhas, quando as plantas sdo submetidas a estresse de salinidade (TORABIAN; ZAHEDI,
KHOSHGOFTAR, 2016).

E as nanoparticulas de prata promoveram um maior desempenho no crescimento da
soja durante a inundacdo, ao aumentar o crescimento das plantulas e afetar a abundancia de
proteinas associadas ao estresse, sinalizacdo e metabolismo celular (MUSTAFA; SAKATA;
KOMATSU, 2016).

2.1.1. Absorcao e translocacdo de nanomateriais pelas plantas

Os nanomateriais podem penetrar os tecidos das plantas através das raizes ou folhas e
sua absorc¢do pode ser facilitada ou dificultada, em decorréncia de varios fatores, relacionados
ao tipo de nanomaterial, a fisiologia da planta e pela interacdo dos nanomateriais com
microorganismos ou compostos do ambiente de cultivo das espécies vegetais (PEREZ-DE-
LUQUE, 2017).

Para penetrar as células vegetais os nanomateriais podem se ligar a proteinas
transportadoras ou através de aquaporinas, por canais ionicos, por endocitose, por ligacdo a
substancias orgénicas presentes no solo, pelo plasmodesma e até mesmo pela formacéo de
novos poros gque acabam favorecendo a entrada de agua na célula (RICO et al., 2011).

Os nanomateriais podem seguir as vias apoplasticas e/ou simplasticas para mover-se
pelo corpo da planta e movimentar de um caminho para o outro (MONTES et al., 2017). No
entanto, esse movimento é dependente de barreiras quimicas e fisioldgicas que restringem o

tamanho das particulas capazes de ultrapassa-las (WANG et al., 2016).
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Compreender como 0s nanomateriais se movem dentro das plantas é importante para
estabelecer quais partes da planta estes podem alcancar e se acumular. Nanoparticulas que sdo
transportadas através do xilema, provavelmente se moverdo da raiz para as folhas, devendo,
portanto, ser aplicadas nas raizes, e as nanoparticulas que se movem atraves do floema, devem
ser aplicadas via pulverizagéo foliar (PEREZ-DE-LUQUE, 2017).

2.1.2. Toxicidade dos nanomateriais

O uso crescente dos nanomateriais iniciou uma discusséo a respeito de seus potenciais
efeitos adversos nos ecossistemas. Visto que, da mesma forma que 0s nanomateriais podem
promover melhoras no crescimento e desenvolvimento das plantas, devido ao seu tamanho
pequeno, que Ihes confere propriedades Unicas, podem também causar efeitos deletérios em
células vegetais (TRIPATHI et al., 2017).

Os nanomateriais podem ser toxicos para os tecidos das plantas, devido a efeitos
quimicos, mecanicos, cataliticos e efeitos superficiais (DIETZ; HERTH, 2011). Os efeitos
quimicos estdo relacionados a dissolucdo de ions metalicos, que podem interagir com
biomoléculas ou causar desequilibrios no potencial redox das células. A toxicidade mecéanica
esta relacionada a associacdo com estruturas celulares ou por obstrucdo de poros em paredes
ou membranas celulares (AKEN, 2015).

Os efeitos cataliticos sdo causados pela catalise de reacdes bioquimicas, como reacdes
de reducdo-oxidacdo, que podem induzir efeitos fitotoxicos pela geracdo de metabolitos
modificados. Os efeitos superficiais estdo relacionadas a superficies dos nanomateriais, que,
quando carregados negativamente, podem se ligar a grupos funcionais positivos e levar a
inativacdo de proteinas (AKEN, 2015).

Os sintomas mais comumente observados da toxicidade dos nanomateriais incluem o
entupimento de poros e barreiras na corrente apoplastica, reduzindo assim a absorcdo de
nutrientes e diminuicdes na transferéncia hidraulica, reducdo nos processos fotossintéticos e
geracgdo de espécies reativas de oxigénio e danos nas estruturas de DNA (AKEN, 2015).

Esses efeitos toxicos dos nanomateriais nas plantas dependem principalmente do
tamanho, concentracdo, estrutura quimica do nanomateiral e do meio quimico dos locais sub-
celulares nos quais os nanomateriais sdo depositados, quando absorvidos pelas plantas
(DIETZ; HERTH, 2011).

Na perspectiva toxicologica, o tamanho das particulas e a area superficial, sdo os

pontos mais criticos da toxicidade de um nanomaterial (NEL et al., 2006). J& foi demonstrado
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que a absorcdo e a fitotoxicidade dos nanomateriais dependem do tamanho das particulas,
sendo que as particulas menores provocam niveis mais altos de toxicidade (LARUE et al.,
2012). E que nanoparticulas carregadas positivamente sdo melhores absorvidas pelas raizes
das plantas, enquanto que as carregadas negativamente sdo mais eficientemente translocadas
para a parte aérea das plantas(ZHU et al., 2012).

Apesar das inimeras publica¢des sobre nanotoxicologia, os resultados obtidos ainda
apresentam-se contraditérios e mostram-se insuficientes para determinar os potencias efeitos
dos nanomateriais no ambiente. Sendo necessario estudos que abordem sistemas mais
realistas com exposi¢Oes mais longas (SERVIN; WHITE, 2016) para investigar a toxicidade e
a transferéncia trofica dos nanomateriais. Além disso, é importante entender como as
propriedades fisicas e quimicas dos nanomateriais governam suas interacfes e respostas para
quantificacdo dos riscos de sua utilizacdo (ADAMS; BARBANTE, 2013), a fim de garantir
seu uso adequado nos diferentes setores nos quais séo empregados.

2.2. Nanoparticulas de prata

Dentre 0s nanomateriais, as nanoparticualas de prata sdo amplamente difundidas
devido as suas propriedades antimicrobianas. Os efeitos antibacterianos dos sais de prata
foram notados desde a antiguidade, e atualmente sdo usados para controlar o crescimento
bacteriano em uma série de aplicacdes incluindo tratamentos dentarios, curativos de feridas e
como revestimento de dispositivos médicos (PRABHU; POULOSE, 2012).

Com o surgimento de bactérias resistentes a antibidticos, as nanopaticulas de prata
surgiram como novos agentes antimicrobianos devido a sua elevada relagdo area / volume e as
propriedades fisicoquimicas distintas (MORONES et al., 2005).

Em decorréncia dos efeitos bactericidas das nanoparticulas de prata também
comecaram a ser comumente empregadas na agricultura como pesticidas. O mecanismo de
toxicidade ainda nédo é totalmente esclarecido, mas acredita-se que as nanoparticulas de prata
possuem a capacidade de penetrar a parede celular bacteriana e causar alteragdes estruturais,
gerando espécies reativas de oxigénio, que levam a morte celular (PRABHU; POULOSE,
2012).

2.2.1. Sintese de nanoparticulas de prata
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Diferentes métodos podem ser empregados para a sintese dessas nanoparticulas, tais
como reducdo quimica de ions de prata em solugBes aquosas, com ou sem agentes
estabilizadores (LIZ-MARZAN; LADO-TOURINO, 1996), decomposi¢do térmica em
solventes organicos (ESUMI et al., 1990), fotorreducdo em micelas reversas (SUN;
ATORNGITJAWAT; MEZIANI, 2001) e reducdo via radiacdo quimica (HENGLEIN, 2001).
Sendo que, a reducdo quimica de ions de prata em solucGes aquosas, € a técnica mais
empregada, a partir da qual pode-se utilizar uma variedade de agentes redutores organicos e
inorgéanicos, como o borohidreto, o citrato, o ascorbato e o hidrogénio elementar (SONDI;
GOIA; MATUEVIC, 2003; GUZMAN; DILLE; GODET, 2009) .

As nanoparticuals de prata ainda podem ser sintetizadas a partir de métodos biolégicos
utilizando microorganismos (VIGNESHWARAN et al., 2007), enzimas (WILLNER;
BARON; WILLNER, 2006) ou extratos vegetais (BAR et al., 2009; SONG; KIM, 2009) que
ndo envolvem agentes quimicos e consequentemente ndo afetam o meio ambiente.

Dependendo do método escolhido, as nanoparticulas de prata podem apresentar
diferentes morfologias, tamanhos e formas. A sintese quimica baseada no método de Lee and
Meisel (1982) que é uma variacdo do método de Turkevich (1951), onde o nitrato de prata é
usado como fonte do metal para sintese de nanoparticulas de prata, produz particulas com
uma ampla distribuicdo de tamanhos. J& 0 método de Creighton (1979) onde as nanoparticulas
de prata sdo sintetizadas via reducdo de AgNO3z por NaBHa produz particulas de 10 nm com
reduzida distribuicdo de tamanho (EVANOFF; CHUMANOV, 2005).

2.2.2. Efeito das nanoparticulas de prata em células vegetais

Em relacdo aos efeitos das nanoparticulas de prata nas células vegetais, ainda pouco se
sabe. Estudos abordando a fitotoxicidade em diferentes espécies vegetais vem sendo
realizados, todavia os resultados até 0 momento nao sdo conclusivos, visto que, a acdo desses
nanomateriais podem depender da especie vegetal e da concentracdo de nanoparticulas de
prata a qual sdo submetidas.

Existem trabalhos que retratam tanto aspectos positivos quanto negativos dessas
nanoparticulas no crescimento e desenvolvimento vegetal. Em Brassica juncea (SHARMA et
al. 2012), Boswellia ovalifoliolata (SAVITHRAMMA; ANKANNA; BHUMI, 2012), Eruca
Sativa (VANNINI et al., 2013), constatou-se um aumento no crescimento das plantas. Em
Trigonella foenum-graecum (JASIM et al., 2017) além de aumentar o crescimento das plantas

promoveu um aumento na sintese de diosgenina, atuando como um nanoelicitor. Ja em soja
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(MUSTAFA; SAKATA; KOMATSU, 2016) induziu o crescimento radicular em condigdes
de alagamento (estresse hidrico).

No entanto as nanoparticulas de prata interferiram nos processos de divisdo celular em
Allium cepa (KUMARI; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN, 2009) e Vicia faba
(PATLOLLA et al., 2012) causando alteracbes no indice mitético. Em Oryza sativa foi
observado alteracOes fisioldgicas e moleculares com reducdo do crescimento das raizes
(NAIR; CHUNG, 2014). Em Lolium multiflorum as AgNPs de 6 nm inibiram mais fortemente

o0 crescimento das plantulas do que as nanoparticulas de 25 nm (YIN et al., 2011).

2.2.3. Nanoparticulas de prata na cultura de tecidos

Na cultura de tecidos vegetais as AgNPs comecaram inicialmente a serem utilizadas
para o controle de contaminantes, devido as suas propriedades antimicrobianas. Estudos
demonstraram que AgNPs de 35 nm, foram efetivas no controle de contaminantes para
desinfestacdo de segmentos nodais de Valeriana officinalis, sem efeitos deletérios no
crescimento das plantas (ABDI; SALEHI; KHOSH-KHUI, 2008).

Em Araucaria excelsa R. Br. a adicdo de AgNPs no meio de cultivo reduziu a
contaminacdo bacteriana de 81,25% no tratamento controle para 18,75% na concentracdo de
400 mg L de AgNPs, sem efeitos adversos no crescimento e desenvolvimento da planta
(SARMAST; SALEHI; KHOSH-KHUI, 2011).

Na concentragdo de 100 mg L™ as AgNPs adicionadas ao meio de cultivo, para a
propagacdo in vitro de Rosa hybrida L., reduziu a contaminacdo bacteriana e a taxa de
exsudacéo fenolica e na concentracdo de 200 mg L™ foi eficiente na esterilizagdo superficial
dos explantes (SHOKRI et al., 2015).

As AgNPs também mostraram potencial na multiplicacdo in vitro de Tecomella
undulata (Roxb.) Seem, ao serem adicionadas ao meio de cultivo promoveram um aumentou
no nimero de brotos por explante e o tempo de vida da planta, devido a sua a¢do na inibicéo
do etileno (AGHDAEI; SALEHI; SARMAST, 2012).

No entanto, j& foi relatado que as AgNPs inibiram o alongamento das raizes e a
expansdo da folha de Arabidopsis thaliana, quando adicionadas ao meio de cultivo, em niveis
acima de 300 mg L, além de diminuir a eficiéncia fotossintética (SOSAN et al., 2016).

Esses resultados demonstram que mais estudos sdo necessarios, a fim de melhor
compreender a influéncia das AgNPs nas células vegetais e seus potenciais efeitos no

crescimento e desenvolvimento das plantas e com isso potencializar ou ndo a sua utilizagéo,
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uma vez que a acdo desse nanomaterial pode variar muito em decorréncia da espécie, do

tamanho da nanoparticula e da concentragdo empregada.

2.3. Physalis peruviana L.

Physalis peruviana L., também conhecida como tomate-de-capucho, pertence a
familia Solanaceae, uma das principais familias botanicas, que abrange espécies de interesse
comercial como a batata, o tabaco e o tomate.

Seus frutos podem ser consumidos in natura ou na forma de sucos, geleias e
sobremesas (RABIE et al., 2015). E tem sido amplamente utilizada na medicina popular para
o tratamento de doengas como a diabetes, maléria e pneumonia (MAOBE et al., 2012).

Essa espécie é conhecida devido a sua acdo antioxidante e anti-inflamatdria
(OLIVARES-TENORIO et al., 2017), sendo utilizada como antiespasmadico, antidiurético,
antisséptico, sedativo, analgésico, fortalecedor do nervo Optico, alivio para inflamagdes de
garganta e eliminacéo de parasitas intestinais (PUENTE et al., 2011).

E j& mostrou atividade citotoxica seletiva contra células tumorais, relacionadas ao
cancer de prostata e carcinoma renal (XU et al., 2017). Espécies do género Physalis possuem
esteroides denominados Physalins que apresentam atividade anticancerigena, inibindo a
proliferacdo de linfdcitos e a producdo de citocinas pré-inflamatérias, o que ajudaria a
diminuir a inflamacdo e a fibrose, sendo atil no tratamento de doengas imunomediadas
(PUENTE et al., 2011).

Ja foi comprovado também que essa espécie desempenha um papel protetor na
toxicidade hepatorenal induzida por cadmio em ratos, reduzindo a peroxidacéo lipidica, o
Oxido nitrico e o aumento das atividades enzimaticas e moléculas antioxidantes nao
enzimaticas nos tecidos hepéticos e renais de ratos infectados por cadmio (DKHIL et al.,
2014). P peruviana também demonstrou um papel protetor contra a toxicidade reprodutiva
induzida pelo tetracloreto de carbono em ratos, fornecendo evidéncias de seu papel
terapéutico nas doencas mediadas por radicais livres e infertilidade (MONEIM, 2016)

Além disso alguns estudos comprovam que P. peruviana pode ser utilizada na
fitorrremediacio de locais contaminados por metais pesados (LEGUIZAMO; GOMEZ;
SARMIENTO, 2017).

Recentemente P. peruviana foi utilizada na sintese verde de nanoparticulas de prata,
com formacdo de particulas de forma esférica com didmetro variando de 31 a 52 nm
(RASHID; SABIR, 2014).
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2.4. Campomanesia rufa (O. Berg) Nied.

Campomanesia rufa (O. Berg) Nied, popularmente conhecida como casaqueira,
gabiroba ou guabiroba é uma espécie endémica do Brasil que pertence a familia Myrtaceae, é

encontrada em Mata Atlantica e Cerrado do estado de Minas Gerais (Figura 1).

Figura 1-Campomanesia rufa (O. Berg) Nied, conhecida popularmente como gabiroba, no
campus da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A familia Myrtaceae se encontra entre as dez familias mais diversas de angiospermas
gue ocorrem no Brasil, apresentando 707 espécies endémicas no pais (FORZZA et al., 2010).
Essa familia apresenta um potencial econdmico consideravel, com espécies cultivadas para
obtencdo de madeira e de papel, esséncias aplicadas em antissépticos e produtos de limpeza
(Eucalyptus spp.) e também como espécies ornamentais (Melaleuca leucadendra, Callistemon
citrinus, Leptospermum scoparium, Eucalyptus ficifolia, Eugenia sprengelii e Syzygium
aromaticum) (SOUZA; LORENZI, 2008).

Dentre as espécies frutiferas tem-se o Psidium guajava (goiaba) com potencial
econdmico bastante difundido e outras como Myrciaria cauliflora, Eugenia uniflora,
Campomanesia phae, Campomanesia spp. Psidium cattleyanum e Eugenia cerasiflora, que
possuem potencial semelhante, mas que ainda necessitam de domesticacdo para plantio em
escala comercial (SOUZA; LORENZI, 2008).

Uma das caracteristicas marcantes apresentadas pelas espécies pertencentes a familia

Myrtaceae € a presenca de glandulas transllcidas distribuidas na folha que atuam como
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cavidades secretoras e contém terpendides e compostos aromaticos de interesse farmacologico
e cosmético. A presenca de metabolitos secundérios ja foi descrita em espécies do género
Campomanesia, destacando-se C. quazumaefolia, C. pubescens, C. xanthocarpa
(SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1995), C. pubescens e C. adamantium (CARDOSO et al.,
2010).

Além do potencial farmacoldgico, as espécies do género Campomanesia também
podem ser utilizadas como matéria prima na producédo de doces, sorvetes, aguardente, licores
e refrescos (VALLILO et al., 2005), apresentando, portanto, um grande potencial para cultivo
em escala comercial. Quanto ao aspecto ecoldgico, os frutos sdo consumidos por passaros e
mamiferos.

Entretanto apesar de apresentar um grande potencial econémico e ecoldgico é pouco
explorada, devido a falta de conhecimentos acerca da espécie, sendo considerada deficiente de
dados segundo a lista vermelha da ITUCN. A vista disso, estudos relacionados a C. rufa s&o
importantes para melhor compreender as potenciais aplicacdes dessa espécie no ambito
ecologico e na industria alimenticia.

Além disso, C. rufa apresenta um padrdo de frutificacdo anual, de forma que a
utilizacdo de técnicas de cultivo in vitro surge como uma importante ferramenta de

propagacao, permitindo o aumento da producao.
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Resumo

Com o advento da nanotecnologia e 0s constantes avancos na utilizagdo de nanomateriais em
diversos setores industriais, surgiram embates sobre a toxicidade desses materiais na cadeia
trofica, visto que € inevitavel o seu descarte no meio ambiente. O que torna importante
compreender os impactos desses nanomateriais para as células vegetais, uma vez que as
plantas séo a base da cadeia alimentar. Nesse contexto, o presente estudo tem por objetivo
elucidar os efeitos de nanoparticulas de prata (AgNPs) no cultivo in vitro de Physalis
peruviana. Para tal, sementes de P. peruviana foram cultivadas em meio MS (Murashige e
Skoog) suplementado por diferentes concentragcdes de AgNPs (0,0; 0,385; 0,77; 1,54 e 15,4
mg L™). Sendo avaliado o crescimento e desenvolvimento das plantulas, por meio de analises
de crescimento (germinacdo, tamanho das plantulas e biomassa), bioquimicas e anatdmicas.
Ao final de 60 dias de cultivo foi observado que a germinacdo in vitro dessa espécie nao é
afetada pela presenca de AgNPs e que em baixas concentragdes (0,385 mg L?) pode
promover um aumento na biomassa das plantulas. No entanto, em concentracdes mais
elevadas (15,4 mg L) leva a uma reducdo no tamanho das plantulas e do sistema radicular,

mas ndo foram observadas alteracbes no metabolismo antioxidante e na anatomia das
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plantulas. A partir do exposto conclui-se que as AgNPs podem inibir ou estimular o
crescimento das plantas a depender da concentragdo empregada.

Palavras chave: AgNPs, Nanomateriais, Nanotecnologia, Fitotoxicidade, Cultura de tecidos.

1. Introducgéo

Com o crescente desenvolvimento da nanotecnologia a aplicacdo de nanomateriais em
varios campos expandiu significativamente. Os nanomateriais possuem uma ou mais
dimensdes na escala de 1 a 100 nm (Amenta et al., 2015). O que lhes confere novas
propriedades, diferentes daquelas do atomo isolado e de sua dimensdo em escala
macrométrica (Albrecht et al., 2006).

Devido a essas propriedades Unicas dos nanomateriais, uma grande variedade de
materiais na escala nano, estdo sendo desenvolvidos incluindo, nanotubos de carbono,
nanoparticulas de ferro, aluminio, cobre, ouro, prata, silica, zinco, éxido de zinco, dioxido de
titanio, entre outras.

Dentre os nanomateriais, as hanoparticualas de prata sao amplamente utilizadas devido
as suas propriedades antimicrobianas, sendo relatado a presenga de AgNPs em mais de 400
produtos comercializados (Vance et al., 2015). Com aplicagdes no tratamento de dgua e aguas
residuais (Ahmed et al., 2014; Loo et al., 2015), embalagens de alimentos (de Moura et al.,
2012), medicina (Ge et al., 2014; Zhang et al., 2016), cuidados pessoais (Papakostas et al.,
2011) e na agricultura (Prasad et al., 2017).

Diante dessa ampla utilizacdo é inevitavel que as AgNPs sejam lancadas ao meio
ambiente, o que vem gerando preocupacfes acerca de possiveis consequéncias ambientais.
Nesse contexto estudos vem sendo realizados a fim de avaliar a toxicidade de AgNPs em
organismos vivos (Das et al., 2018; Jung et al., 2018) e principalmente em células vegetais,
visto que, as plantas sdo a base da cadeia alimentar (Cvjetko et al., 2017; Li et al., 2018). No
entanto ainda existem lacunas a respeito de seus efeitos em células vegetais, cujos resultados
apresentam-se contraditorios, com efeitos positivos e negativos a depender da espécie vegetal,
da concentracdo empregada e do tamanho da nanoparticula (Cox et al., 2017).

Entre os aspectos positivos, foi demonstrado que as AgNPs podem melhorar o
crescimento e o desenvolvimento de Solanum tuberosum cultivado in vitro (Bagherzadeh
Homaee and Ehsanpour, 2015); estimular o crescimento de Brassica Juncea (Pandey et al.

2014; Sharma et al. 2012), Phaseolus vulgaris e Zea mays (Salama 2012), estimular o
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crescimento radicular em Eruca sativa (Vannini et al., 2013), Panicum virgatum e Phytolacca
americana (Yin et al., 2012) e aumentar o tempo de vida e a multiplicagédo dos brotos de
explantes de Tecomella undulata cultivados in vitro (Sarmast et al., 2015). E ao inibir a
proliferacdo de bactérias as AgNPs podem aumentar o tempo de vida de flores de Gerbera
jamesonii cv. 'Dune’ (Solgi et al., 2009) e de Rosa hybrida L. (Nazemi Rafi and Ramezanian,
2013).

Em relacdo aos efeitos negativos foi relatado que as AgNPs reduziram
significativamente o crescimento de Cucumis sativus L. (Tripathi et al., 2017a) e Spirodela
polyrhiza ao afetar o desempenho fotossintético e aumentar o estresse oxidativo (Jiang et al.,
2017), reduzir o crescimento e o teor de nutrientes em Raphanus sativus (Zuverza-mena et
al., 2016), inibir o alongamento da raiz de Arabidopsis thaliana e a expanséao da folha, o que
resulta na diminuicdo da eficiéncia fotossintética, além de promover uma acumulacao de ions
Ag" nos tecidos da planta (Sosan et al., 2016). As AgNPs também inibiram o crescimento, 0s
pigmentos e a fotossintese de Pisium sativum (Kumar et al., 2017) e induziram varias
aberracdes cromossdmicas nas células mitoticas e meidticas de Allium cepa (Saha and Dutta
Gupta, 2017).

A vista disso fica evidente a necessidade de estudos a fim de compreender a
influéncia das AgNPs nas células vegetais, com o intuito de avaliar os efeitos das
nanoparticulas no ambiente, uma vez que, a introducdo de AgNPs é cada vez mais crescente
em produtos de uso comum, que sdo inevitavelmente e descuidadamente descartados no
ambiente.

Nesse contexto objetivou-se analisar o efeito de AgNPs no desenvolvimento in vitro
de Physalis peruviana L. uma espécie com grande potencial para estudos de fitotoxicidade,
visto que, apresenta propriedades fisico-quimicas ja elucidadas na literatura, e pertence a
familia solanaceae, que abrange espécies de interesse comercial como a batata, o tomate e 0

tabaco.
2. Material e métodos
2.1. Sintese das nanoparticulas de prata
As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram sintetizadas conforme metodologia descrita

por (Turkevich et al., 1951) com adaptagOes. Foi preparada uma solugdo com Nitrato de prata

(0,18 g L) e carboximetilcelulose sédica (0,6 g L), que permaneceu sob aquecimento e
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agitacdo constantes. Ao atingir 95°C, foi adicionado a esta, uma solugéo aquosa de citrato de
sodio (1%). A concentracdo da solugdo de AgNPs foi quantificada por espectroscopia de
absorcéo de UV-VIS (modelo UV-1800, Shimadzu).

2.2. Caracterizacao das nanoparticulas de prata

A solucdo estoque de nanoparticula de prata foi caracterizada por meio de
Espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial Zeta. E as analises morfologicas das AgNPs
foram obtidas por microscopia eletronica de transmissao (MET).

O DLS e o potencial Zeta foram analisados em um equipamento Malvern 3000
Zetasizer durante 2 meses a fim de verificar a estabilidade das nanoparticulas e o tamanho
médio das AgNPs no decorrer do tempo de armazenamento. Para essas anélises, 0,5 mL da
solucdo estoque de AgNPs foi diluida em 100 ml de agua deionizada e dispersada por
sonificacdo em uma ponteira de ultrassom (Brason) por 1 minuto a poténcia de 450W.

A morfologia das AgNPs foi analisada ap6s 15 dias de sintese, em um microscopio
eletronico de transmissdo (Magellan 400L). As amostras foram diluidas na mesma
metodologia para as analises de DLS e potencial Zeta. As suspensdes foram depositadas em
um grid de cobre 400 mesh.

2.3. Cultivo in vitro de Physalis peruviana L.

Sementes de P. peruviana foram retiradas manualmente de frutos maduros adquiridos
em mercados locais. A mucilagem das sementes foi removida em &gua corrente e estas foram
armazenadas em geladeira até 0 momento de utilizacao.

Em fluxo laminar as sementes foram desinfestadas primeiramente em alcool 70° GL
por 30 segundos e posteriormente imersas em solucdo de 1% (v/v) de hipoclorito de sodio
comercial e 2 gotas de tween 20 por 10 minutos. Apos passarem por 3 enxagues em agua
deionizada autoclavada as sementes foram inoculadas em meio de cultura MS (Murashige and
Skoog, 1962) acrescido de 30 g L™ de sacarose e por diferentes concentragdes de AgNPs (0,0;
0,385; 0,77; 1,54 e 15,4 mg L), e solidificado por 7 g L™ de 4gar. O pH do meio de cultura
foi ajustado para 5,7 £ 0,1 e submetido a esterilizacdo em autoclave a temperatura de 121°C e
1 atm de presséo por 20 minutos.

ApoOs a inoculagdo, o material foi transferido para sala de crescimento onde

permaneceu durante 60 dias a uma temperatura de 25° C, em fotoperiodo de 16 horas
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(lampadas fluorescentes de 36 umol de fotons m™ s) para germinacéo e desenvolvimento das

plantulas até posterior avaliagdes.

2.4. Andlises de crescimento

Ap0s 45 dias de cultivo foram analisados a taxa de germinagdo das sementes, nimero
de plantas normais, massa fresca e seca das plantulas, tamanho da parte aérea e raiz principal
e teor de clorofila das plantulas obtidas. As plantulas foram consideradas normais quando
apresentavam folhas completamente expandidas e raizes formadas.

A massa fresca (mg) foi obtida imediatamente apés a retirada das plantulas dos tubos
de ensaio e a massa seca (mg) apds 24 horas de desidratacdo das plantas em estufa (100°C). O
tamanho da parte aérea e da raiz principal foi obtido de forma automatizada pelo equipamento

GroundEye®. E o teor de clorofila foi medido por um clorofildmetro portéatil atLEAF.

2.5. Microscopia de luz

Para os estudos anatdmicos, amostras foliares, caulinares e radiculares, com 60 dias de
cultivo, foram coletadas e armazenadas em alcool 70% (v/v) até a realizagdo dos cortes
anatémicos. Para confeccdo das laminas permanentes, amostras das folhas, caules e raizes
foram seccionadas em cerca de 0,5 cm? e estas foram desidratadas em série etilica crescente e
incluidas em metacrilato (Historesina, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha).

Os cortes transversais das folhas, caule e raizes foram realizados em micrétomo
manual com espessura de 8um, corados com azul de toluidina (O’Brien et al., 1964) e as
laminas seladas utilizando verniz vitral incolor (Acrilex).

As laminas confeccionadas foram observadas e fotografadas em microscopio Zeiss
Scope AX10® acoplado a camera digital e fotomicrografadas em software Axio Vision R.L.

4.8®. Foram analisadas a presenca ou auséncia de danos celulares.

2.6. Analise bioquimica do metabolismo antioxidante e peroxidacao lipidica

Aos 60 dias de cultivo, amostras da parte aérea das plantulas foram congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80° C para analises bioguimicas posteriores.
O extrato enzimatico para analise bioquimica foi obtido pela maceracdo em nitrogénio

liquido de 200 mg de material fresco da parte aérea das plantulas germinadas in vitro, ao qual
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foi adicionado 1,5 mL do tamp&o de extracdo, composto por: tampéo fosfato de potéssio (400
mM) em pH 7,8; 15 uL de EDTA (10 mM); 75 pL de é&cido ascorbico (200 mM) e 1035 pL
de agua (Biemelt, Keetman, and Albrecht 1998). O extrato foi centrifugado a 13.000 g por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante coletado para analise da peroxidase do ascorbato (APX),
conforme metodologia de Nakano and Asada (1981), catalase (CAT), segundo Havir and
McHale (1987) e dismutase do superdxido (SOD) avaliada de acordo com Giannopolitis and
Ries (1977).

A peroxidacao lipidica foi determinada, conforme metodologia de Buege and Aust
(1978), onde o material fresco da parte aérea (200 mg) das plantulas foi macerado em
nitrogénio liquido, acrescido de PVPP e homogeneizado em 1,5 mL de &cido tricloroacético
(TCA) 0,1% (m/v). A peroxidacéo lipidica foi expressa em Nmol de MDA.g*MF.

2.7. Delineamento estatistico

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Com
30 repeticdes por tratamento, sendo considerada uma planta por repeticdo. Os dados foram
analisados pelo programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2014).

3. Resultados

3.1. Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

A caracterizagdo e a anélise da estabilidade das AgNPs sdo importantes para avaliar o
seu modo de acdo em espécies vegetais. Visto que as respostas referentes ao efeito das
nanoparticulas em tecidos vegetais podem variar conforme o tamanho destas.

A distribuicdo do tamanho das AgNPs variou durante o periodo de armazenamento da
solucdo sintetizada (Figura 1), apresentando um tamanho médio de 121,6 nm. O indice de
Polidispersividade também demonstrou uma variacdo na polidispersdo das nanoparticulas
(Figura 2), com um valor médio de 0,45. E potencial Zeta, proximo de zero (Figura 3), indica
uma solugdo que permanece instavel durante o periodo de armazenamento. Essas
caracteristicas indicam que as nanoparticulas de prata sintetizadas tendem a se agregar, o que

acarreta no aumento do tamanho das nanoparticulas.
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Figura 1. Distribuicdo de tamanhos de Nanoparticulas de prata (AgNPs) apds periodos de

armazenamento da solucéo sintetizada.
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Figura 2. indice de polidispersividade (PDI) de Nanoparticulas de prata (AgNPs) ap6s periodos de
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Figura 3. Potencial Zeta de Nanoparticulas de prata (AgNPs) apds periodos de armazenamento da

solugdo sintetizada.



34

Por meio das imagens obtidas por meio da microscopia eletronica de transmisséo,
realizada apo6s 15 dias de armazenamento da solugdo estoque, foi observado que as AgNPs

formadas pela sintese quimica, apresentaram uma morfologia esférica (Figura 4).

Figura 4. Morfologia das nanoparticulas de prata (AgNPs), 15 dias apds a sintese da solucéo
estoque.

3.2. Anélises de crescimento

A presenca de AgNPs no meio de cultura ndo afetou a germinacdo in vitro de
sementes de P. peruviana, visto que observou-se 100% de germinacdo e de plantas normais
em todos os tratamentos (Figura 5). Entretanto, a exposicao continua as nanoparticulas afetou
0 comprimento da parte aérea das plantulas obtidas nas maiores concentracdes AgNPs

(Figuras 5; 6A). Uma reducdo de 67% no comprimento das raizes foi observado na

concentracio de 15,4 mg L™ quando comparadas a plantulas cultivada na auséncia de AgNPs
(Figuras 5; 6B).

Figura 5. Plantulas de Physalis peruviana aos 45 dias de cultivo, submetidas a diferentes
concentracdes de AgNPs A: 0,0; B: 0,385, C: 0,77, D: 1,54 e E: 154 mg L* de
Nanoparticulas de prata.
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Figura 6. Comprimento da parte aérea (A), e da raiz (B), massa fresca (C) e massa seca (D)
de plantulas de Physalis peruviana cultivadas in vitro na presenca diferentes concentracGes de
nanoparticulas de prata. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Plantulas expostas ao tratamento com 0,385 mg L' de AgNPs apresentaram um
aumento de cerca de 36% e 28 % em sua massa fresca e seca respectivamente, quando
comparadas ao tratamento com auséncia de nanoparticulas (Figuras 6C; 6D). E
correspondentemente, a massa fresca e seca das plantulas submetidas a 15,4 mg L™ de AgNPs
foi reduzida em quase 50% quando comparadas ao tratamento com auséncia de nanoparticulas
(Figuras 6C; 6D).

Uma reducdo significativa no teor de clorofila foi observada nas maiores

concentragdes (1,54 e 15,4 mg L) de nanoparticulas de prata utilizadas (Figura 7).
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Figura 7. Teor de clorofila de folhas de Physalis peruviana cultivadas in vitro na presenca de
Nanoparticulas de prata. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

3.3. Microscopia de luz

Observa-se que as folhas de P. peruviana cultivadas in vitro na presenca de diferentes
concentracdes de AgNPs apresentam estdbmatos na face adaxial e abaxial, sendo classificadas como
folhas anfiestomaticas, com os estdmatos ocorrendo em maior quantidade na face abaxial. O
parénquima apresentou células de formato irregular, com grandes espacgos intercelulares,
sendo dificil a classificacdo entre parénquima palicadico e lacunoso devido ao ambiente de
cultivo in vitro (Figuras 8A; 8D). Plantas cultivadas in vitro geralmente apresentam pouca
diferenciacéo foliar e 0 mesofilo com alta proporcéo de espacos intercelulares (Wetzstein and
Sommer, 1982).

Os caules e raizes apresentaram crescimento primario, e nos tratamentos com AgNPs
foi observado a presenca de estdmatos nos caules. No tratamento com auséncia de AgNPs
observa-se um melhor desenvolvimento dos feixes vasculares nos caules, com formacao
evidente dos feixes ao redor da medula (Figuras 8B; 8E). Ademais ndo foram observados
danos celulares nos cortes foliares, caulinares e radiculares de plantas cultivadas na presenga
de AgNPs, independentemente da concentragdo utilizada, em relacéo as plantulas cultivadas

na auséncia de AgNPs (Figura 8).
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Figura 8. Cortes transversais de folha, caule e raiz de plantulas de Physalis peruviana cultivadas in
vitro na presenca de nanoparticulas de prata (AgNPs). A, C e E: Cortes de folha, caule e raiz,
respectivamente de plantulas cultivadas na auséncia de AgNPs. B, D e F: Cortes de folhas, caule e raiz
respectivamente de plantulas cultivadas em 15,4 mg L™ de AgNPs. Barras: 10 M.

3.4. Analise bioquimica do metabolismo antioxidante e peroxidacao lipidica

A exposicdo de plantas a AgNPs pode levar a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, assim a analise do metabolismo antioxidante € uma importante ferramenta para
determinar os efeitos das nanoparticulas nos tecidos vegetais.

Quanto a resposta das enzimas antioxidantes, a atividade da dismutase do superdxido

(SOD) e da peroxidase do ascorbato (APX) ndo diferiu significativamente entre os
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tratamentos. Entretanto, a atividade da catalase (CAT) apresentou-se menor nos tratamentos
com 0,385 e 15, 4 mg L™* de AgNPs (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade das enzimas antioxidantes dismutase do superoxido (SOD), Atividade da
catalase (CAT) e Atividade da peroxidase do ascorbato (APX).

Concent(r;g;cln_g;e AgNPs SOD (Mg MF) CAT (Lrlnn;oll I\I-/Ili:c))z mint  APX (;;gcil@s:f\ mint
0 0,88a 191a 10,68 a
0,385 0,82a 1,25b 9,54 a
0,77 0,84 a 2,26a 12,15a
1,54 0,86 a 201la 8,38 a
15,4 0,80 a 0,83b 10,51a

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade.

Avaliacdes das taxas de peroxidacdo lipidica ndo mostraram alteracdes significativas
nos niveis de MDA na parte aérea de P. peruviana, apresentando uma média de 229,3 nmol
MDA mg?! MF.

4. Discussao

Foi observado que a exposicdo a AgNPs ndo afeta a germinacdo in vitro de P.
peruviana, e que em baixas concentracGes pode melhorar o desenvolvimento das plantulas in
vitro, visto que a concentracdo de 0,385 mg L* aumentou consideravelmente a biomassa das
plantulas obtidas. Esse efeito dependente da dose também foi observado em Arabidopsis
thaliana onde a exposicdo a AgNPs promoveu um aumento significativo de biomassa em
concentragdes de 1,0 e 2,5 mg L, e uma reducio em exposicdes de 5,0 a 20 mg L (Kaveh et
al., 2013). De forma semelhante em Brassica juncea, concentracdes de 25 e 50 mg L*
aumentaram substancialmente o crescimento de plantas cultivadas in vitro na presenca de
AgNPs e mostraram-se toxicas em maiores concentracdes (Sharma et al., 2012).

Em estudo realizado por Syu et al. (2014) com A. thaliana observou-se que as AgNPs
podem atuar como fitoestimuladoras, ao aumentar a acumulacdo de proteinas relacionadas

ao ciclo celular, a biogénese do cloroplasto e ao metabolismo de carboidratos. Estas podem
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afetar positivamente diferentes vias celulares de importantes processos nas células vegetais,
promovendo portanto, um melhor desenvolvimento da planta em baixas concentragoes.

No entanto, na concentracdo de 15,4 mg L™ as AgNPs mostraram-se prejudiciais ao
desenvolvimento in vitro de raizes em plantulas de P. peruviana, posto que, observa-se uma
reducdo de 67% no tamanho das raizes em plantas expostas a essa concentracdo. Reducdes no
sistema radicular também foram observadas em Vicia faba e Zea mays, onde raizes expostas a
AgNPs apresentaram danos no seu desenvolvimento (Patlolla et al., 2012; Pokhrel and
Dubey, 2013).

As raizes sdo os tecidos primarios através dos quais as AgNPs entram nas plantas,
sendo assim o 6rgdo mais responsivo aos seus efeitos. Em A. thaliana foi relatado que as
AgNPs acumulam-se nas células iniciais da columela da raiz, o que impede a divisao celular e
consequentemente o crescimento das raizes (Geisler-Lee et al., 2012). Em relacdo ao
transporte de AgNPs pelas raizes foi relatado a presenca destas em plasmodesmos e na parede
celular das raizes, o que resultaria em um bloqueio fisico no transporte simplastico e
interrupcdo da comunicacgdo intercelular e consequentemente no transporte de nutrientes
nesses locais (Geisler-Lee et al., 2014).

A vista desses resultados, a reducdo no tamanho das raizes observadas em P.
peruviana quando exposta a 15,4 mg L™ de AgNPs, pode estar relacionado a esse actimulo de
AgNPs na columela. O que potencialmente impediria o crescimento das raizes e/ou a presenca
de AgNPs nos plasmodesmos impedindo o transporte de nutrientes nesses locais, visto que,
também se observa uma reducdo de aproximadamente 50% de massa fresca nas plantas
expostas a essa mesma concentragao.

Foi observado que as AgNPs alteraram a absorcdo de ions metalicos, importantes para
0 desenvolvimento vegetativo (Qian et al., 2013). Em Raphanus sativus foi observado uma
reducdo na absor¢do de Ca, Mg, B, Cu, Mn e Zn (Zuverza-mena et al., 2016). E em
Lycopersicon esculentum, o teor de K, Na, NO3z e CI" foi reduzido quando as plantas foram
expostas a AgNPs (Karami Mehrian and Karimi, 2017). O que também levaria a uma reducao
no desenvolvimento da planta, como foi observado em P. peruviana, a parte aérea das plantas
foi reduzida quando expostas a 1,54 e 15,4 mg L de AgNPs.

O conteddo de pigmentos fotossintéticos também pode ser afetado por AgNPs.
Conforme observado em P. peruviana o teor de clorofila foi reduzido nos tratamentos com
1,54 e 15,4 mg L de AgNPs. Resultados semelhantes foram verificados em plantas de
Spirodela polyrhiza, onde o contetdo de pigmentos fotossintéticos diminui significativamente

na presenca de AgNPs (Jiang et al., 2012). E em plantulas de A. thaliana cujo teor de
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clorofila também foi reduzido quando estas foram submetidas a AgNPs, foi observado
alteracbes estruturais nos cloroplastos, e assim levar a alteracbes no metabolismo
fotossintético e consequentemente afetar o desenvolvimento das plantulas (Nair and Chung
2014; Qian et al. 2013).

Em alguns casos, a fitotoxicidade de AgNPs pode estar associada a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e peroxidacgdo lipidica (Hossain et al., 2015; Jiang et al.,
2014). A superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a ascorbato peroxidase (APX) séo
antioxidantes enzimaticos que catalisam a decomposicdo de EROs para evitar danos celulares.
A SOD catalisa a remocdo de O2™ por decomposic¢do em Oz e H2Oz e as enzimas CAT e APX
catalisam a dismutagéo de H202 em H20 e Oz (Das and Roychoudhury, 2014).

Em Solanum tuberosum, também pertencente a familia Solanaceae foi relatado um
aumento significativo das atividades da SOD, CAT, APX e glutationa redutase (GR) em
decorréncia do aumento do estresse oxidativo, causado pelo aumento das EROs, em plantas
cultivadas in vitro na presenca de AgNPs (Homaee and Ehsanpour, 2016).

Entretanto no presente estudo, ndo foram observadas diferencas significativas entre o
tratamento controle e as demais concentracdes de AgNPs em relacdo as enzimas SOD e APX.

Em mudas de Brassica sp. observou-se a inibicdo da APX e da CAT quando
cultivadas na presenca de AgNPs (Vishwakarma et al., 2017). E em A. thaliana a expressao
de genes de enzimas antioxidantes tambem foram reprimidos a uma exposi¢do continua ou em
altas concentracdes de AgNPs (Qian et al., 2013). Na mesma espécie também ndo foram
observadas a formacdo de EROs (H202) em folhas e raizes de plantas expostas a 100 uM de
AgNP (Wen et al., 2016).

Todavia, no caso do presente estudo as culturas foram expostas a luz (60 dias), logo
esse longo periodo de exposicdo sob irradiacdo luminosa poder ter alterado o tamanho das
AgNPs e consequentemente diminuir sua toxicidade. Em Tetrahymena pyriformis foi
analisado a influéncia da luz sobre a toxicidade de AgNPs, cujos resultados demonstraram
que a irradiacdo da luz poderia induzir o crescimento de AgNPs e provocar uma aglomeracéo
em massa, isso diminuiria a area de superficie e 0 nimero de ions Ag * liberados de AgNPs, o
que levaria portanto a uma menor toxicidade de AgNPs (Shi et al., 2012).

Diante disto, com uma menor taxa de toxicidade, o estresse oxidativo ndo seria
observado aos 60 dias de cultivo em P. peruviana, o que poderia explicar, portanto, a
atividade semelhante das enzimas do metabolismo antioxidante (SOD, CAT e APX) entre as

plantas cultivadas na auséncia e presenca de AgNPs. Como ja foi demonstrado a toxicidade
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das AgNPs estd intimamente relacionada ao tamanho e a concentragdo do nanomaterial no
meio de cultivo (Wang et al., 2013).

Os resultados anatdmicos demonstraram que as AgNPs ndo provocaram danos
celulares em folhas, caules e raizes de plantulas de P. peruviana. Estes resultados corroboram
com as andlises de peroxidacdo lipidica, onde ndo foram observadas diferencas significativas
entre as plantulas cultivadas na presenca e auséncia de AgNPs.

A partir dos resultados obtidos, observa-se que as AgNPs ndo se mostraram
potencialmente téxicas a P. peruviana, em baixas concentracfes, fator este que pode estar
relacionado a aglomeracgdo das nanoparticulas de prata provocadas pela exposicdo das culturas
a radiacdo luminosa, ao tamanho das nanoparticulas obtidas pela sintese quimica empregada,
pelo tipo de revestimento de superficie das AgNPs utilizado no presente estudo (citrato de
sodio) e também pela carga superficial das nanoparticulas obtidas pelo potencial zeta. O
Potencial zeta médio de -4,58 mV indica uma solucdo instavel, como consequéncia tem-se
uma maior agregacdo das nanoparticulas, promovendo o aumento do seu tamanho e
diminuindo a toxicidade de AgNPs.

Nanoparticulas revestidas com citrato de s6dio mostraram-se menos toxicas do que
AgNPs revestidas por brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) ou polivinilpirrolidona (PVP)
em Allium cepa, ao promover a formacdo de nanoparticulas de prata de tamanhos maiores
durante a sintese (Cvjetko et al., 2017). Como ja foi verificado AgNPs de tamanhos menores
sdo mais toxicas do que AgNPs de tamanhos maiores (Wang et al., 2013). E no presente
estudo, as AgNPs apresentaram um tamanho médio de 121,6 nm.

Portanto devido ao seu maior tamanho, alto potencial de agregacdo que foi aumentado
pela exposicdo a luz, as AgNPs sintetizadas nesse trabalho ndo apresentaram toxicidade as
plantulas de P. peruviana, exceto em concentracdes elevadas cujo efeito estd relacionado a

quantidade de ions de Ag” liberados.

5. Conclusotes

Baixas concentracbes de AgNPs ndo afetam a germinacdo in vitro de Physalis
peruviana, ndo causam danos celulares e podem promover um aumento da biomassa. No
entanto em concentracdes elevadas, o excesso de fons Ag* afeta o crescimento e

desenvolvimento das plantulas in vitro.
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Os resultados deste estudo demonstram que a concentracdo de AgNPs influencia
significativamente no efeito do nanomaterial no crescimento e desenvolvimento das plantulas

cultivadas in vitro.
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Resumo

Com o avanco da nanotecnologia, 0s hanomateriais comecaram a ser empregados em
diferentes ramos da ciéncia, incluindo a cultura de tecidos. Dentre 0s nanomateriais as
nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo amplamente utilizadas devido aos seus efeitos
antibactericidas. No entanto ainda pouco se sabe sobre seus efeitos no cultivo in vitro de
espécies vegetais. Nesse contexto o presente estudo tem por objetivo analisar os efeitos de
AgNPs na propagacdo in vitro de Campomanesia rufa (O. Berg) Nied, uma espécie frutifera
do Cerrado. Segmentos nodais de plantulas de C. rufa estabelecidas in vitro, foram
seccionados e cultivados em meio de multiplicagdo MS para inducdo de brotacGes. O meio
MS foi suplementado por BAP (5,62 uM), diferentes concentracdes de nanoparticulas de
prata (0,0; 0,385; 0,77; 1,54 e 15,4 mg L) ou nitrato de prata (0,18 g L™?). As AgNPs foram
sintetizadas e caracterizadas em funcdo do tempo para se compreender seu comportamento
durante os ensaios de micropropagacdo no meio de cultura. Os brotos formados foram
analisados quanto ao numero, altura e peso fresco. E também foram realizadas avaliaces
bioquimicas e microscopia de luz e eletrénica de varredura. As AgNPs nas menores

concentracdes ndo afetaram a multiplicacdo in vitro de C. rufa, visto que ndo foram
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observadas diferencas significativas entre os tratamentos com 0,385; 0,77 e 1,54 mg L? de
AgNPs em relacdo ao controle, quanto ao quanto ao nimero, altura e peso fresco dos brotos
formados, entretanto nos tratamentos com 15,4 mg L™ de AgNPs e nitrato de prata observou-
se uma reducdo no numero de brotos. Ndo foram observadas alteracbes bioquimicas,
morfolégicas e anatdbmicas nos brotos formados, independentemente da concentracdo de
AgNP ou nitrato de prata. Os dados da caracterizacdo de AgNPs demonstram que 0 processo
de aquecimento para esterilizacdo do meio de cultivo, promove uma aglomeragdo das AgNPs,
aumentando, portanto, seu tamanho. Dessa forma conclui-se que as AgNPs nao afetaram a
multiplicac@o in vitro de C. rufa, em baixas concentragdes, mas podem causar mais danos ao

desenvolvimento vegetal do que 0 AgNOs a depender da concentragdo empregada.

PALAVRAS CHAVE: AgNP, Nanotecnologia, Gabiroba, Cultura de tecidos.

1. Introducéo

Os nanomateriais possuem propriedades fisico-quimicas Unicas que os diferem
distintamente de suas contrapartes macroscopicos ou mesmo ibnicas. Essas propriedades
geralmente resultam do tamanho pequeno, forma, composicdo quimica, elevada éarea
superficial e reatividade (Ma et al. 2010). Dadas essas propriedades Unicas, 0S nanomateriais
tém sido amplamente utilizados para melhorar a germinacdo das sementes, (Lahiani et al.
2013; Siddiqui and Al-Whaibi 2014), aumentar o crescimento e o rendimento das plantas
(Kole et al. 2013), possibilitar modificacfes genética em células vegetais (Torney et al. 2007)
e melhorar a eficiéncia fotossintética (Sharma et al. 2012).

Na cultura de tecidos de plantas, h& indicativos positivos da utilizacdo da
nanotecnologia. Nanoparticulas de ferro, por exemplo, melhoraram o desenvolvimento in
vitro de plantulas de morango submetidas a estresse hidrico (Mozafari et al. 2018). E
nanoparticulas de CuO estimularam a producéo in vitro de compostos bioativos em Stevia
rebaudiana (Javed et al. 2017) e Brassica rapa spp. pekinensis (Chung et al. 2018).

E tendo em vista que o sucesso in vitro de uma cultura vegetal depende de uma gama
de fatores, incluindo o tipo de meio de cultura e reguladores de crescimento vegetais para
efetivamente conseguir micropropagar espécies de interesse (Satish et al. 2015;
Venkatachalam et al. 2015; Scalzo et al. 2016; Yu et al. 2017). A aplicacdo de nanomateriais
seria uma alternativa para otimizar protocolos de embriogénese somatica, organogénese,

inducdo de brotos e raizes, desinfecgdo superficial de explantes para o cultivo in vitro,
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producdo de metabolitos secundarios e até mesmo melhorar a variagdo somaclonal dos
explantes in vitro (Kim et al. 2017).

Dentre os nanomateriais as nanoparticulas de prata (AgNPs), devido as suas
propriedades fisioldgicas atraentes e sua reconhecida agdo antimicrobiana tem despertado
interesse em processos de desinfecgéo superficial de explantes para o cultivo in vitro (Sarmast
and Salehi 2016). Mostrando-se eficientes na reducéo da contaminagéo bacteriana em Vanilla
planifolia Jacks. Ex Andrews (Spinoso-Castillo et al. 2017) e no controle de contaminantes
para o cultivo in vitro de Valeriana officinalis (Abdi et al. 2008) e Olea europaea (Rostami
and Shahsavar 2009).

As AgNPs também foram eficientes na multiplicacdo in vitro de Alternanthera sessilis
L. (Venkatachalam et al. 2017), na inducdo de embriogénese somatica e regeneracao de
plantas de Gloriosa superba L. (Mahendran et al. 2017) e através da melhora no estado
antioxidante de Brassica juncea promoveu seu crescimento in vitro (Sharma et al. 2012).

E além de atuarem diretamente na propagacao in vitro, as nanoparticulas de prata
também podem atuar como inibidoras do hormonio etileno (Syu et al. 2014; Sarmast et al.
2015). Este fitohormonio € acumulado nos recipientes de cultivo e pode afetar o crescimento e
desenvolvimento in vitro de algumas espécies (Biddington 1992).

No entanto, as respostas da exposicdo de nanoparticulas de prata em organismos
vegetais tém sido estudadas principalmente em relacdo a toxicidade (Cvjetko et al. 2017), e
pouca atencdo tem sido dada a possibilidade das nanoparticulas de prata ajudarem no
crescimento in vitro de espécies vegetais.

Nesse contexto, o presente estudo tem por objetivo analisar o efeito de nanoparticulas
de prata na micropropagacdo de Campomanesia rufa (O. Berg) Nied, uma espécie frutifera do
Cerrado, com potencial para comercializa¢do alimenticia, mas que apresenta dificuldades de

propagacdo em ambiente natural.
2. Material e métodos
2.1. Sintese de nanoparticulas de prata
As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram sintetizadas conforme metodologia descrita
por Turkevich (1951) com adaptacGes. Foi preparada uma solucdo com Nitrato de prata (0,18

g L) e carboximetilcelulose sodica (0,6 g L), que permanecera sob aquecimento e agitacio

constantes. Ao atingir 95°C, foi adicionado a esta, uma solucdo aquosa de citrato de sédio
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(1%). A concentracdo da solucdo de Nanoparticulas de prata foi quantificada por
espectroscopia de absorcdo de UV-VIS (modelo UV-1800, Shimadzu).

2.2. Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

O meio de cultura contendo a solucdo de Nanoparticula de prata nas concentracdes
correspondentes, ap0Os autoclavagem, foram caracterizados por meio de Espalhamento
Dinamico de Luz e Potencial Zeta, realizados no equipamento Malvern 3000 Zetasizer.

Para andlises das solugdes, 0,5 ml das suspensdes das amostras foram adicionadas em
100 ml de &gua deionizada, sonificadas em ponteira de ultrassom (Brason) por 1 minuto a
poténcia de 450W.

2.3. Inducéo de brotacdes

Brotacbes (4 cm) induzidas a partir de plantulas estabelecidas in vitro de
Campomanesia rufa, foram transferidos para meio de multiplicacdo: meio de cultura MS
(Murashige and Skoog 1962) acrescido de 30 g L de sacarose, 5,62 uM de BAP (6-
Benzylaminopurine), suplementado por diferentes concentracbes de nanoparticulas de prata
(0,0 mg L%, 0,385 mg L, 0,77 mg L, 1,54 mg Lt e 15,4 mg L) ou Nitrato de prata na
concentracio de 0,18 g L™, que corresponde a mesma concentragio empregada para sintese da
solugdo estoque de AgNPs. Essa concentragdo equivale a 0,114 g Lt de ions Ag*.

O Meio de cultura foi solidificado por 7,0 g L™ de 4gar, o pH ajustado para 5,7 + 0,1
antes da autoclavagem e submetido a esterilizacdo em autoclave a temperatura de 121°C e 1
atm de pressdo por 20 minutos.

A cultura foi mantida em sala de crescimento, durante 90 dias, a uma temperatura de
25° C, em fotoperiodo de 16 horas (Iampadas fluorescentes de 36 umol de fotons m? s?) para
multiplicacdo dos brotos e posteriores avaliacGes de crescimento, bioquimica e microscopia

de luz e varredura.

2.3.1. Analises de crescimento

Ao final de 90 dias foi analisado o nimero e tamanho dos brotos formados e a massa

fresca total das brotagdes. O tamanho dos brotos foi aferido com auxilio de uma régua.
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2.3.2. Analise bioquimica do metabolismo antioxidante

Aos 90 dias de cultivo amostras dos brotos formados foram retiradas para analises
bioquimicas e armazenados em freezer a - 80° C até a realizacao das analises.

O extrato enzimatico para analise bioquimica foi obtido pela maceracdo em nitrogénio
liquido de 200 mg de material fresco da parte aérea dos brotos formados, ao qual foi
adicionado 1,5 mL do tampdo de extracdo, composto por: tampdo fosfato de potéssio (400
mM) em pH 7,8; 15 pL de EDTA (10 mM); 75 uL de acido ascorbico (200 mM) e 1035 uL
de agua (Biemelt, Keetman, and Albrecht 1998). O extrato foi centrifugado a 13.000 g por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante coletado para andlise da dismutase do superdxido (SOD)
avaliada de acordo com Giannopolitis and Ries (1977).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducao
do azul de nitrotetrazdlio, NBT, (Giannopolitis and Ries 1977). Aliquotas de 5 mL do
sobrenadante referente aos tratamentos com diferentes concentracdes de AgNPs e Nitrato de
prata, foram adicionadas ao meio de incubacao contendo tampédo fosfato de potassio 100 mM
e pH 7,8, metionina 70 mM, EDTA 10 uM, NBT 1 mM, Riboflavina 0,2 mM e agua. As
amostras e o0 controle, composto pelo mesmo meio de reacdo sem a amostra, foram
iluminados com lampada fluorescente de 20 W por 7 minutos. A leitura foi realizada a 560
nm, onde uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima necessaria para inibir em

50% a fotorreducdo do NBT nas condig¢des do ensaio.

2.3.3. Microscopia de luz

Para os estudos anatdmicos, amostras foliares e caulinares com 90 dias de cultivo,
foram coletadas e armazenadas em alcool 70% (v/v) até a realizacdo dos cortes anatémicos.
Para confecgdo das ldminas, amostras das folhas e caules foram seccionadas em cerca de 0,5
cm? e estas foram desidratadas em série etilica crescente e incluidas em metacrilato
(Historesina, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha).

Os cortes transversais das folhas e caules foram realizados em micrétomo manual com
espessura de 8um, corados com azul de toluidina (O’Brien et al. 1964) e para confeccéo de
laminas permanentes, estas foram seladas utilizando verniz vitral incolor (Acrilex).

As laminas confeccionadas foram observadas e fotografadas em microscopio Zeiss
Scope AX10® acoplado a camera digital e fotomicrografadas em software Axio Vision R.L.

4.8®. Foram analisadas a presenca ou auséncia de danos celulares.
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2.3.4. Microscopia eletrénica de varredura

Segmentos foliares e caulinares dos brotos obtidos foram fixados em solucdo aquosa
de Karnovsk por 24 horas, posteriormente o material permaneceu em glicerol por 30 minutos.
Apos esse periodo, os segmentos caulinares e foliares foram segmentados em nitrogénio
liquido. Em seguida realizou-se a desidratacdo em série crescente de acetona (25, 50, 75 e
100%), por um periodo de 10 minutos.

Na etapa seguinte o material foi levado ao equipamento de ponto critico para secagem
com COz, e os cortes foram aderidos aos stubs e recobertos por uma camada de ouro metélico.

Os segmentos foram observados em microscopio eletronico de varredura JEOL T200.

3. Resultados

3.1. Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

Com a anélise de EDS verificou-se a presenca de nanoparticulas de prata no meio de
cultivo tanto na menor (0,385 mg L) quanto na maior (15,4 mg L) concentracio, o que
indica a presenca de ions prata no meio de cultivo utilizado para inducéo de brotacdes em C.
rufa.

As AgNPs presentes no meio de cultura apresentaram tamanhos superiores em
comparacdo as AgNPs da solucdo estoque (155,2 nm). Esse aumento de tamanho esta
relacionado a autoclavagem do meio de cultura. O aquecimento elevado (121 ° C) para
esterilizacdo promoveu a aglomeracdo dessas nanoparticulas, o que resultou no aumento de

tamanho das AgNPs em detrimento da solugéo estoque de AgNPs ndo autoclavada (Figura 1).
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Figura 1. Diametro médio das AgNPs nas concentragdes 0,385 mg L%, 0,77 mg L, 1,54 mg
L1 e 15,4 mg L no meio de cultura apds autoclavagem, 10 dias apos a sintese.

O Potencila Zeta, préximo de zero, e o indice de polidispersividade (PDI) revelam que
a solucdo sintetizada apresenta-se instavel e tende a agregar-se. A instabilidade da solucéo,
associada a alta temperatura a qual as AgNPs foram submetidas para esterilizacdo do meio de

cultura, sdo fatores que contribuiram para o aumento das AgNPs (Figuras 2 e 3).
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Figura 2. Potencial Zeta das AgNPs, nas concentragdes de 0,385 mg L%, 0,77 mg L%, 1,54
mg L e 15,4 mg L no meio de cultura, ap6s autoclavagem, 10 dias apds a sintese.
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Figura 3. Indice de polidispersividade das AgNPs, nas concentracdes de 0,385 mg L?, 0,77
mg L%, 1,54 mg L e 15,4 mg L no meio de cultura, apds autoclavagem, 10 dias apos a
sintese.

3.2. Analises de crescimento

A exposicao de segmentos nodais de C. rufa a diferentes concentracdes de AgNPs ndo
alterou a inducdo de brotagGes nas concentracdes de 0,385, 0,77 e 1,54 mg L, quando
comparadas ao tratamento com auséncia de AgNPs. No entanto, na concentracdao de 15,4 mg
L1 e no tratamento com nitrato de prata ocorreu uma reducdo de aproximadamente 90% no
namero de brotos obtidos (Figuras 4, 5).

Consequentemente com a redu¢do no numero de brotos, a massa fresca total também
foi reduzida em cerca de 80% nos tratamentos com nitrato de prata e com 15,4 mg L de
AgNPs, quando comparados ao tratamento com auséncia da prata (Figura 6). Entretanto, o
comprimento dos brotos obtidos ndo foi alterado pela exposicdo as nanoparticulas de prata,

apresentando um tamanho médio de 1,1 cm.
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Figura 4. Numeros de brotos obtidos de Campomanesia rufa aos 90 dias de cultivo, induzidos a partir
de BAP (5,6 uM) e submetidos a Nitrato de prata (180 mg L?) ou diferentes concentracdes de
Nanoparticulas de prata (0,385, 0,77, 1,54 e 15,4 mg L). As médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 5. Aparéncia dos brotos de Campomanesia rufa aos 90 dias de cultivo induzidos a partir de
BAP (5,6 uM) e submetidos a diferentes concentracfes de Nanoparticulas de prata. Da esquerda para
direita, 0,0; 180 mg L* de AgNOs; 0,385; 0,77; 1,54 e 15,4 mg L' de Nanoparticulas de prata,
respectivamente.
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Figura 6. Massa fresca total dos brotos obtidos de Campomanesia rufa aos 90 dias de cultivo,
induzidos a partir de BAP (5,6 uM) e submetidos a Nitrato de prata (0,18 g L™) ou diferentes
concentracdes de Nanoparticulas de prata (0,385, 0,77, 1,54 e 15,4 mg L™!). As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.

3.3. Anélise bioquimica do metabolismo antioxidante

Néo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos, referente a
atividade da dismutase do superdxido (SOD) pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade, sendo que esta apresentou uma atividade média de 0,51 U SOD mg-1 MF.

3.4. Microscopia de luz

Observa-se nas fotomicrografias da lamina foliar de C. rufa, epiderme unisseriada,
com estOmatos presentes somente na face abaxial, mesofilo heterogéneo dorsiventral,
composto de uma camada de parénquima palicadico e duas de lacunoso (Figura 7).

C. rufa possui glandulas secretoras abundantes nas folhas e caule. Em Campomanesia
xanthocarpa foi relatado que estas glandulas apresentam contetdo lipidico (Gogosz et al.
2010). N&o foram observados danos celulares nas folhas e caules, independentemente da

concentracdo de AgNPs ou do nitrato de prata em comparagdo ao tratamento controle.
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Figura 7. Cortes transversais de segmentos foliares e caulinares de Campomanesia rufa aos 90 dias de
cultivo, resultantes da inducdo de brotos s a partir de BAP (5,6 uM), submetidos a Nitrato de prata
(0,18 g L) ou Nanoparticulas de prata (AgNP). A e B: Controle, C e D: Nitrato de Prata, E e F: 0,77
mg LT AgNP. PP (Parénquima palicadico), PL (Parénquima lacunoso). Em B destaque para os
estdmatos e em F destaque para Glandula secretora. Barra: 10 uM.

3.5. Microscopia eletrénica de varredura

Observa-se nas fotomicrografias a presenca de muitos tricomas simples, nao
ramificados e unisseriados, tanto na face adaxial, quanto na face abaxial das ldaminas foliares
de C. rufa, cultivadas in vitro, independentemente dos tratamentos. Localizando-se tanto nas nervuras

como nas entrenervuras (FIGURA 8).
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Figura 8. Fotomicrografia de microscopia eletrnica de varredura da superficie abaxial de segmentos
foliares de Campomanesia rufa aos 90 dias de cultivo, resultantes da inducdo de brotos a partir de
BAP (5,6 uM), submetidos a Nitrato de prata (0,18 g L™) ou diferentes concentracdes de
Nanoparticulas de prata (AgNP). A: Controle, B: Nitrato de Prata, C: 0,385 mg Lt AgNP, D: 0,77 mg
LT AgNP, E: 1,54 mg Lt AgNP e F: 15,4 mg L™ AgNP. Ponta de setas: em B: estomato e em C:
tricoma.

Os estbmatos foram observados somente na face abaxial das folhas, sendo
classificados como paraciticos, apresentando-se mais salientes do que as celulas epidérmicas
fundamentais, com células-guarda reniformes (FIGURA 8).

Os estdbmatos das folhas tratadas com nitrato de prata apresentaram uma maior abertura

estomatica em relacdo ao tratamento controle e os demais tratamentos com AgNPs. Ndo foram
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observados danos na superficie das folhas, independentemente da concentracédo de AgNPs ou
da presenca do nitrato de prata, em comparacdo ao tratamento controle.

4. Discussao

N&o foram observadas alteracGes significativas entre o tratamento sem adicdo de
AgNPs e os tratamentos com baixas concentracdes de AgNPs (0,385; 0,77 e 1,54 mg L),
guanto ao namero, altura e peso fresco dos brotos formados.

Essa baixa toxicidade das AgNPs pode estar relacionada ao tamanho das AgNPs,
como observado pela caracterizacdo do meio de cultivo, ao autoclavar o meio de cultura
suplementado por AgNPs, a alta temperatura promove uma aglomeracdo das nanoparticulas,
obtendo-se, portanto, particulas que ndo se encontram somente na escala nano (1 a 100 nm). E
conforme ja foi demonstrado, o tamanho das nanoparticulas interferem nos efeitos de AgNPs
em células vegetais.

Em um estudo realizado com Arabidopsis verificou-se que AgNPs de 455 nm
promoveram uma maior taxa de crescimento com menor indugdo de estresse oxidativo,
quando comparadas a AgNPs de 8+2 nm que causaram a maior taxa de inibicdo do
crescimento e 0s niveis mais altos de estresse oxidativo (Syu et al. 2014). E com Spirodela
polyrhiza foi demonstrado que microparticulas de prata ndo causavam estresse oxidativo em
detrimento das nanoparticulas de prata, e consequentemente ndo foram observadas alteraces
no metabolismo antioxidante em comparacao ao controle (Jiang et al. 2014).

Esses resultados podem estar relacionados ao tamanho dos poros das paredes das
células vegetais que geralmente compreendem uma faixa de alguns nanémetros (Carpita et al.
1979; Adani et al. 2011), que é muito menor que o tamanho das particulas de prata. Desse
modo é possivel supor que devido ao tamanho das particulas de prata, estas ndo poderiam
penetrar facilmente a parede celular das plantas e consequentemente por esse motivo,
causariam menos danos do que as AgNPs que devido ao seu tamanho pequeno néo
encontraram essa barreira ao serem expostas as células vegetais.

Nos tratamentos com 15,4 mg L de AgNPs e nitrato de prata (180 mg L) observou-
se resultados significativamente semelhantes. Em ambos os tratamentos foi observado uma
reducdo no nimero e na massa fresca dos brotos formados. No entanto, a concentracdo de
AgNO:3 é superior a concentracdo de AgNPs, o que demonstra que as AgNPs podem ser mais

toxicas do que o AgNO3 para as espécies vegetais.
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Resultados semelhantes foram relatados para Lolium multiflorum, onde observou-se
que, em concentracBes similares, as AgNPs eram mais toxicas para as plantas do que o
AgNO3 em Lolium multiflorum e que a toxicidade da AgNP provocou reducdes significativas
na taxa de crescimento das raizes e alteracbes na morfologia do sistema radicular (Yin et al.
2011). Da mesma forma, o AgNOz mostrou-se mais eficaz na melhoria dos indices de
crescimento (comprimento da raiz e parte aérea e area foliar) do que as AgNPs para o cultivo
in vitro de Solanum tuberosum (Bagherzadeh Homaee and Ehsanpour 2015).

Em Allium cepa, o0 AgNOz apresentou-se mais toxico do que as AgNPs revestidas por
citrato, polivinilpirrolidona (PVP) ou brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) (Cvjetko et al.
2017). O AgNO3 também mostrou-se mais toéxico do que AgNPs em Brassica sp., devido a
menor acumulacdo de AgNPs e melhor atividades de APX e CAT, que resultaram em menor
estresse oxidativo (Vishwakarma et al. 2017). Em Brassica Juncea L., foi observada uma
inibicdo no comprimento da raiz e no teor de clorofila em plantas expostas a AgNO3 nas
mesmas concentracGes de AgNPs (Pandey et al. 2014).

Para Cucumis sativus L. a degeneracdo das células corticais e a desintegracdo da
endoderme nos tratamentos com AgNOsz mostraram-se mais proeminentes do que em
tratamentos com AgNPs, apesar de ambos apresentarem-se toxicos para 0 crescimento e
desenvolvimento dessa espécie (Tripathi et al. 2017).

Em Capsicum annuum L. tanto as AgNPs quanto os ions Ag" afetaram de forma
similar o desenvolvimento da planta, diminuindo sua altura e biomassa em decorréncia do
aumento do conteldo total de Ag* nos tecidos da planta (Vinkovi¢ et al. 2017).

Com esses dados fica claro que o efeito das AgNPs e do nitrato de prata, ainda é
controverso, com resultados que variam muito de espécie para espécie. Esses resultados
deixam evidente a necessidade de mais estudos para compreender os efeitos das AgNPs nas
células vegetais e afim de explorar melhor as propriedades intrinsecas das nanoparticulas.

Em relagio ao metabolismo antioxidante ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos, independentemente da concentragdo de AgNPs ou do
nitrato de prata.

No entanto j& foi relatado que a exposicéo das plantas a nanomateriais pode aumentar
a producdo de espécies reativas de oxigénio, como oxigénio singleto (*O2), superéxido (O2*),
peroxido de hidrogénio (H20.) e radical hidroxila (OH") (Hossain et al. 2015).

As EROs influenciam o crescimento e o desenvolvimento de uma planta, de modo que
precisam sem rapidamente metabolizadas pelo sistema antioxidante, para evitar condic¢des de

estresse oxidativo. O metabolismo enzimatico para a desintoxicacdo de EROS em plantas é
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essencial para a protecdo de células vegetais e suas organelas contra os efeitos toxicos das
EROs (Mittler 2017). Assim quando uma planta é submetida a algum tipo de estresse abidtico
é notavel o aumento da atividade das enzimas antioxidantes (Gill et al. 2015). Mediante esse
contexto € importante avaliar as condigdes fisiologicas das células vegetais, visto que essas
condigdes refletem no seu crescimento e desenvolvimento.

A SOD constitui a primeira linha de defesa do sistema antioxidante, catalisando a
decomposigédo de O.* em Oz e H20», e as enzimas CAT e APX catalisam a dismutagdo de
H20. em H20 e O, (Das and Roychoudhury 2014).

E relatado que os ions Ag* liberados de AgNPs induz o estresse oxidativo através da
geracdo de EROs. Na multiplicacdo in vitro de cana de acucar por imersdo temporaria, foi
relatado um aumento de EROs e de peroxidacgdo lipidica, em que diferentes concentracdes de
AgNPs foram adicionadas ao meio de cultivo MS (Bello-Bello et al. 2017). Em Solanum
tuberosum também foi observado um aumento de H>O> e peroxidagéo lipidica em explantes
cultivados in vitro na presenca de AgNPs ou nitrato de prata (Bagherzadeh Homaee and
Ehsanpour 2015).

Entretanto, no presente estudo é possivel aferir que provavelmente as AgNPs néo
estavam provocando a producdo de EROs em plantulas de C. rufa cultivadas in vitro, visto
que, a atividade da SOD ndo foi significativamente alterada pela adi¢cdo de AgNPs ou nitrato
de prata. E por meio da analises das imagens obtidas pela microscopias de luz e de varredura
ndo foram observados danos celulares nas células vegetais, que seriam provocadas pela
producdo de H20-, que potencialmente causa morte celular nas células das plantas, quando
produzido em altas concentracoes.

A maior abertura dos estdmatos no tratamento com nitrato de prata esta relacionada ao
efeito positivo do AgNO3z na reducdo da hiperidricidade, ja foi relatado que a presenca do
AgNOs no meio de cultura reduz a hiperidricidade dos explantes cultivados in vitro, ao
promover uma maior abertura estomatica, a maior abertura dos estbmatos resulta em uma
maior saida de agua das plantulas e reduz o acimulo de agua nos tecidos (Gao et al. 2017).

Em Bacopa monnieri (Linn.) Wettst. também ndo foram observadas alteragdes
morfoldgicas ou efeitos toxicos em plantas tratadas com AgNPs ou nitrato de prata pela
microscopia eletrbnica de varredura, no entanto na microscopia de luz foram observadas
pequenas alteracdes nos elementos do xilema em caules e raizes de plantas tratadas com
AgNPs e AgNO3 (Krishnaraj et al. 2012). Ja em Oryza sativa a presenca de AgNPs de 150
nm a 10 e 100 mg L provocaram alteracbes na anatomia da folha da plantula formada
(Thuesombat et al. 2014).
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Esses resultados demonstram que tanto o tamanho quanto a concentracdo de AgNPs
podem afetar o desenvolvimento de espécies vegetais. Evidenciando a necessidade de mais
estudos para compreender exatamente os efeitos das AgNPs, visto que na literatura os

resultados ainda se mantém controversos e inconclusivos.

5. Conclusédo

As AgNPs ndo afetaram a multiplicagéo in vitro de C. rufa, em baixas concentragdes,
e 0s resultados referentes ao nitrato de prata (180 mg L™) foram significativamente
semelhantes aos resultados da concentracdo de 15,4 mg L de AgNPs. Esses resultados indicam
que as AgNPs podem causar mais danos ao desenvolvimento vegetal do que o AgNO3 a
depender da concentragdo empregada.

Com a caracterizacdo do meio de cultivo com AgNPs, observa-se que o tratamento
térmico altera drasticamente o tamanho das AgNPs e que isso pode alterar significativamente
as propriedades Unicas presentes somente em nanoparticulas. Esses resultados sdo importantes
porque ajudam a entender o comportamento das AgNPs sob altas temperaturas e abre um
leque para futuras pesquisas a respeito das propriedades das AgNPs apds o tratamento térmico

em células vegetais.
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