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RESUMO

A Clitoria ternatea L. é uma trepadeira herbacea e suas flores sdo comestiveis e medicinais. No
Brasil, € principalmente utilizada como forrageira, mas recentemente tém popularizado na
gastronomia, devido ao pigmento azul (antocianina) encontrado nas flores podendo ser
utilizado como corante alimenticio, na forma in natura e em cha. Contudo, umas das principais
limitacGes da expansdo do seu cultivo é a baixa taxa de germinacdo de sementes e vigor de
plantula, devido a semente possuir um tegumento impermeavel, que dificulta a entrada de &gua
e prejudica uma germinacdo uniforme. Uma ferramenta importante que auxilia na
caracterizagdo das sementes, bem como o estdgio inicial de desenvolvimento de plantas
(plantulas) é a técnica de analise de imagem (Biospeckle e GroundEye), que permite de maneira
otimizada analisar os parametros morfologicos das sementes e plantulas. Uma tecnologia que
surge como uma inovacao na area agronémica no tratamento de sementes € a nanotecnologia,
utilizando principalmente o nanotubo de carbono (NTC), que devido sua formacdo cilindrica e
sua escala nano, cria espacos no tegumento da semente, facilitando a entrada de agua no
embrido, melhorando a germinagéo. O objetivo do projeto foi avaliar o efeito do nanotubo de
carbono de paredes multiplas funcionalizado com é&cido carboxilico (Multiwalled Carbon
Nanotubes - MWCNT) na germinacéo e vigor de plantulas de C. ternatea. As sementes foram
tratadas com MWCNT em diferentes concentracdes (0, 100, 200, 400, 800 mg L), buscando
compreender a interagdo do MWCNT com as sementes e plantulas. No primeiro experimento,
foi realizado com as sementes intactas a embebicédo por 24 horas, em diferentes concentracdes
de MWCNT para avaliagdo no teste de germinagdo. No segundo experimento, as sementes
foram escarificadas de forma mecanica antes da embebicdo no MWCNT. No terceiro
experimento, foi realizado o nanopriming (200 mg L™* MWCNT) e hidropriming (4gua) em
sementes intactas e escarificadas. No Ultimo experimento, foram testadas tanto as sementes
intactas, quanto escarificadas a exposicéo cronica ao MWCNT (200 e 800 mg LY), para aferir
se ha toxicidade do produto durante um maior tempo de exposi¢do. Foram avaliados a
germinacao (%), IVG, plantulas normais (%), analise de movimentacéo de fluidos no embrido
(Biospeckle) e pardmetros de crescimento da plantula através da analise de imagem
(GroundEye). O MWCNT (200 mg L-) no primeiro e segundo experimento demonstrou uma
melhora na germinag&o de sementes e desenvolvimento de plantulas, bem como a escarificagéo
mecanica se mostrou um bom método para melhoria na superacao de dorméncia e velocidade
de germinagdo. No terceiro experimento, 0 método do nanopriming associado a escarificacao
mecanica chega a 74% de germina¢do, 0 mesmo encontrado no hidropriming, no entanto, as
caracteristicas de plantula do nanopriming indicam uma melhora nos parametros de
crescimento, apontando uma melhoria no vigor de plantulas. Quanto a avaliacdo da toxicidade
(exposicdo cronica) é possivel afirmar que mesmo a maior dose (800 mg L) ndo possui efeitos
nocivos a germinacéo e vigor de plantulas de C. ternatea. Portanto, o uso de MWCNT pode ser
uma ferramenta valiosa para melhorar o cultivo da C. ternatea e explorar seu potencial
gastrondmico e medicinal.

Palavras-chave: Cunha. Nanotecnologia na agricultura. Nanopriming. Dorméncia tegumentar.



ABSTRACT

The Clitoria ternatea L. is an herbaceous vine, and its flowers are edible and medicinal. In
Brazil, it is primarily used as a forage plant, but it has recently gained popularity in gastronomy
due to the blue pigment (anthocyanin) found in its flowers, which can be used as a food dye,
both in its natural form and as a tea. However, one of the main limitations to the expansion of
its cultivation is the low seed germination rate and seedling vigor, due to the seeds having an
impermeable seed coat that hinders water entry and impairs uniform germination. An important
tool that aids in the characterization of seeds, as well as the early stage of plant development
(seedlings), is image analysis techniques (Biospeckle and GroundEye), which allow for
optimized analysis of morphological parameters of seeds and seedlings. Nanotechnology, using
primarily multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS), is a technology that emerges as an
innovation in seed treatment in the agronomic field. Due to its cylindrical structure and nano-
scale, it creates openings in the seed coat, facilitating water entry into the embryo and improving
germination. The objective of the project was to evaluate the effect of multi-walled carbon
nanotubes functionalized with carboxylic acid (Multiwalled Carbon Nanotubes - MWCNTYS)
on the germination and vigor of Clitoria ternatea seedlings. The seeds were treated with
MWCNTSs at different concentrations (0, 100, 200, 400, 800 mg L), aiming to understand the
interaction of MWCNTSs with the seeds and seedlings. In the first experiment, intact seeds were
subjected to 24 hour imbibition at different concentrations of MWCNTSs for evaluation in the
germination test. In the second experiment, the seeds were mechanically scarified prior to
imbibition in MWCNTSs. In the third experiment, nanopriming (200 mg L* MWCNTSs) and
hydropriming (water) were performed on intact and scarified seeds. In the last experiment, both
intact and scarified seeds were subjected to chronic exposure to MWCNTSs (200 and 800 mg L-
1) to assess whether there is toxicity of the product over a longer period of exposure.
Germination (%), IVG, normal seedlings (%), fluid movement analysis in the embryo
(Biospeckle), and seedling growth parameters through image analysis (GroundEye) were
evaluated. MWCNTS (200 mg L) in the first and second experiments showed an improvement
in seed germination and seedling development, and mechanical scarification proved to be a
good method for improving dormancy overcoming and germination speed. In the third
experiment, the nanopriming method associated with mechanical scarification achieved 74%
germination, the same as that found in hydropriming. However, the seedling characteristics of
nanopriming indicate an improvement in growth parameters, indicating an enhancement in
seedling vigor. As for the evaluation of toxicity (chronic exposure), it can be affirmed that even
at the highest dose (800 mg L), there are no harmful effects on the germination and vigor of
Clitoria ternatea seedlings. Therefore, the use of MWCNTS can be a valuable tool to improve
the cultivation of Clitoria ternatea and explore its gastronomic and medicinal potential.

Keywords: Cunh&. Nanotechnology in agriculture. Integumentary numbness.
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1 INTRODUCAO

A espécie Clitoria ternatea L. é uma planta versatil conhecida por sua utilizacdo
tradicional na medicina Ayurvédica, como corante alimentar, como cobertura vegetal, na
restauracdo de &reas degradadas, entre outras utilizagdes. Em todas as partes constituintes da
planta, como nas raizes, sementes, flores e folhas tem potencialidade de uso, principalmente
nos setores farmacéutico e alimenticio (OGUIS et al., 2019).

No Brasil, é principalmente utilizada como forrageira, sendo cultivada no semiarido
(BARROS et al., 2004; MARTINS et al., 2012), no entanto, na atual década tem se observado
também a popularizacdo do uso terapéutico e gastronémico de suas flores (SITI AZIMA;
NORIHAM; MANSHOOR, 2017; MONTEIRO et al., 2020). No entanto ha caréncia de
estudos fitotécnicos que encorajam o cultivo em larga escala comercial visando producao
satisfatoria de flores.

Um ponto importante para o cultivo é ter sementes de boa qualidade. Contudo, a
principal dificuldade na propagacéo da C. ternatea sdo a baixa taxa de germinacéo de sementes
e vigor de plantulas, que sdo associados a impermeabilidade do tegumento, sendo comum na
familia Fabaceae (MAKASANA et al., 2017; SHOBHARANI; SUNDARESWARAN, 2018).
Portanto o uso de técnicas para quebra de dorméncia é imprescindivel no nessa cultura.

De acordo com a Regra de Analise de Sementes é indicado a escarificagdo quimica das
sementes de C. ternatea, utilizando Acido sulfurico até 15 minutos para quebra de dorméncia
(BRASIL, 2009). Este reagente requer um extremo cuidado por ser corrosivo aos tecidos do
corpo humano, além de ser nocivo ao meio ambiente, no entanto, quando utilizado o método
atinge cerca de 90 % de germinacdo. Buscando metodologias alternativas a utilizacao do acido,
a escarificacdo mecénica é um método eficaz que promove em média 85% na germinacédo,
sendo que a taxa de germinacdo média de sementes ndo tratadas é de apenas 13% de sementes
germinadas (DIAS, 1996).

O processo de escarificagdo mecénica pode ser feito de forma manual com auxilio de
uma lixa, sendo um processo meticuloso e demorado, mas em comparacdo com meétodo
quimico, tem uma metodologia mais sustentavel. No entanto, dependendo da regido da semente
onde é realizada a escarificagdo, pode causar danos ao desenvolvimento inicial da plantula
(DIAS, 1996; SHOBHARANI; SUNDARESWARAN, 2018).

A este respeito, a nanotecnologia vem desempenhando um papel importante na

promocdo da agricultura sustentavel. O uso da nanotecnologia na germinacdo de sementes e
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desenvolvimento de plantas é uma realidade e vem se destacando ao longo dos anos (YOUNIS
et al., 2021). As nanoparticulas (NPs) sdo particulas especializadas que possuem uma faixa de
tamanho entre 1 e 100 Nm, possuem diferentes composi¢des (Zn, Ag*®, Nanotubo de carbono,
oxido de grafeno, etc) e caracteristicas, que vem sendo exploradas para melhorar as condicdes
de cultivo de culturas em geral (ASANDA et al., 2018; SILVA et al., 2019a; TIMOTEO et al.,
2019a; PAIVA et al., 2023).

Possui diferentes formas de aplicacdo na agricultura, com destaques na criacdo de
diversos produtos, como: pesticidas, herbicidas, fertilizantes, micronutrientes, atuando
qualidade de sementes, plantas e solo, tem se destacado por ser um processo mais simples,
econémico e inovador (TIMOTEO et al., 2019b; SILVA et al., 2019b; SILVA et al., 2019c;
YOUNIS et al., 2021).

Na germinacédo de sementes, as NPs, principalmente a base de carbono na concentracao
ideal melhoraram a germinacdo e crescimento das plantas (RASTOGI et al., 2019; KHAN et
al., 2020). Esta tecnologia vem sendo utilizada na agricultura e estudos encorajam a sua
utilizacdo na condu¢do do manejo de plantas, sendo uma alternativa a utilizacdo de produtos
nocivos ao meio ambiente.

A fim de elucidar os entraves sobre sua germinacdo e desenvolvimento, é importante
aferir de forma precisa e rapida sobre a qualidade de sementes. Neste sentido, a técnica de
analise por imagens tem sido utilizada para classificacfes mais eficazes sobre caracteristicas
que influenciam na qualidade fisioldgica das sementes (VENORA et al., 2007).

A andlise de imagem é uma técnica que tem por objetivo coletar informacdes
guantitativas sobre a morfologia e a estrutura das sementes. Esta técnica é uma ferramenta
importante na avaliacdo da qualidade das sementes, uma vez que permite a identificacdo de
anomalias e imperfei¢cGes que podem afetar a germinacéo (LUZ et al., 2022). Este método vem
sendo aplicado em alguns trabalhos utilizando espécies de diferentes segmentos, como no milho
(ANDRIAZZI et al., 2020), em feijao (MONDO et al., 2009) e em arbéreas (LIMA et al., 2018).

A dissertacdo tem como objetivo principal investigar a dificuldade de propagacéo da
especie C. ternatea, utilizando o nanotubo de carbono como uma forma alternativa de
tecnologia para melhorar a germinacao das sementes, enquanto a técnica de anélise de imagem
permitird uma avaliacdo objetiva da qualidade das sementes e plantulas.

A nanotecnologia pode fornecer resultados significativos para a melhoria da qualidade
das sementes e a superacdo da dorméncia, tornando-as mais eficientes e viaveis para a produgéo

de mudas. Espera-se que este estudo possa contribuir para a melhoria da qualidade de sementes
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de C. ternatea e para 0 avango na area de pesquisa envolvendo nanotecnologia e analise de

imagem.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Clitoria ternatea L.

A cunha (Clitoria ternatea L.) € uma leguminosa perene, com nimero cromossémico
diploide 2n = 16 (JOSON; RAMIREZ, 1991). Possui sua origem um tanto controversa,
entretanto, o epicentro especifico € uma referéncia a Ilha de Ternate, situada nas llhas Molucas
do leste da Indonésia, considerada como territdrio nativo. Independentemente da origem nativa,
hoje possui conhecimento Pantropical devido a suas diversas potencialidades (COOK et al.,
2005).

Pertencente a familia da Leguminosae (Fabaceae), tribo Phaseoleae, e subtribo
Clitoriinae (COOK et al., 2005). Possui crescimento herbaceo, sendo uma trepadeira voluvel,
perene, totalmente glabra, com ramos finos desprovidos de estruturas de fixagéo, de 2-3 m de
comprimento. Folhas compostas imparipinadas, pecioladas, com 3-5 foliolos cartaceos,
elipsoides, levemente discolares, de 3,5-6,0 cm de comprimento. Flores curto-penduculadas,
axilares, solitarias ou em curtos racemos de 2-3 flores, de cor azul-violeta com a garganta
branca. Frutos do tipo legume deiscente, oblongo e quase reto, de 5-10 cm de comprimento
(KINUPP; LORENZI, 2014).

A Clitoria ternatea L. é uma planta versatil conhecida por sua utilizacao tradicional na
medicina Ayurvédica, corante alimentar, cobertura vegetal, restauracdo de areas degradadas,
entre outras utilizacBes. Varios estudos foram realizados nas raizes, sementes, flores e folhas
de C. ternatea demonstrando suas potencialidades (OGUIS et al., 2019).

O extrato de raizes possui capacidade neuroprotetora, devido a propriedades ligadas ao
aumento da memoria do cérebro dos mamiferos, retardando indiretamente a ocorréncia de
doencas neurodegenerativas (TARANALLI; CHEERAMKUZHY, 2000; RAI et al., 2002;
OGUIS, 2019). O estudo sobre cultivo in vitro com aplicagdo de auxina sintética propiciou uma
boa produtividade de raizes adventicias, com desenvolvimento rapido comparado ao cultivo da
planta em campo. Em andlise do extrato das raizes adventicias in vitro, demonstrou que

possuem metabolitos secundarios valiosos, como pentaciclicos, triterpendides, flavonoides,
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fitosterol e acidos graxos ligados as propriedades de aumento de memoria de C. ternatea (LEE
etal., 2021).

Tem potencial de atividade antimicrobiana em extratos (raizes, folhas, flores e raizes)
contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus agalactiae e Aeromonas hydrophila. Ou seja, toda a
planta tem capacidade antibidtica e pode ser utilizada como medicamento (JAMILL; PA’EE,
2018). Muitas bactérias, virus e fungos patogénicos sdo 0s principais agentes que causam
doencas em humanos. Portanto, desenvolver medicamentos naturais, através de extratos de
plantas é uma realidade.

Na india, a flor é tradicionalmente utilizada no tratamento de problemas respiratorios.
O extrato etandlico das flores de C. ternatea tem potencial antialérgico e antitlssico em animais
experimentais (cabras) acometidos com asma alérgica. O estudo revela que o extrato atua com
poder antioxidante e antinflamatorio na regido da traqueia dos animais e pode ser considerada
uma alternativa terapéutica para atenuar os sintomas da asma alérgica (SINGH et al., 2018).

As flores da C. ternatea possuem uma quantidade significativa de compostos fenélicos
e antocianinas que sdo consumidas em forma de cha, utilizadas como corantes e no
enriquecimento nutricional de diversos alimentos e bebidas (NASCIMENTO et al., 2021). Na
flor fresca, sdo encontrados de 12,0 a 19,0 g de proteina, 6,1 a 8,1 g de gordura, 71,8 g de
carboidrato e 3,5 a 5,0 g de fibra, por 100 g de Massa Fresca. J& no que diz respeito aos
micronutrientes, ha quantidade significativa de K, Mg, Fe, Mn e Cu. Também sdo encontrados
compostos bioativos do tipo flavondides (123,75 mg. g -), saponinas e antocianinas
(NITHIANANTHAM et al., 2013).

Diante disto, as flores podem ser uma fonte natural de antioxidantes e/ou como possivel
suplemento na industria de alimentos e farmacéutica (JEYARAJ et al., 2021). Um estudo sobre
a utilizacdo de extrato de flores na parboilizagéo de diferentes variedades de arroz, revela o
método como agente de fortificacdo de fenodlicos e flavondides favorece a retencdo de
fitonutrientes nos gréos de arroz, tornando-o um alimento funcional (RAMLI et al., 2021).

Uma empresa (Backery) que produz bolos (pao de 16) apreciados por consumidores de
todo 0 mundo, desenvolveu uma pesquisa com intuito de incorporar mais compostos bioativos
para melhorar sua qualidade. Observou-se que a adicdo de extrato das flores de C. ternatea na
receita aumentou o teor de polifenois e atividade antioxidante concomitante com reducéo da

peroxidacdo lipidica. Os resultados sugerem que o extrato pode ser uma fonte potencial de
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compostos benéficos a saude humana, bem como aumenta a durabilidade dos bolos devido seu
potencial antioxidante (PASUKAMONSET et al., 2018).

Foram desenvolvidos filmes (peliculas) de amido sensiveis ao pH, devido a
incorporacdo de pigmento antocianina extraido da flor de C. ternatea (Indicador de pH),
funcionando como uma embalagem inteligente. As embalagens foram utilizadas com amostras
de camardes armazenadas durante 6 dias, no fim do armazenamento a cor do filme mudou de
rosa claro para verde, indicando a deterioracdo do alimento (MARY et al., 2020).

A utilizacdo de biofilmes com este extrato vem sendo utilizado também para medir a
deterioragdo do leite. Portanto, o filme comestivel sensivel ao pH pode fornecer de forma
didatica o monitoramento da qualidade dos alimentos em relacéo a deterioracdo dos alimentos,

aumentando a seguranca na inddstria de alimentos (CHO et al., 2021).

2.2 Propagacao e caracteristicas do cultivo

O principal método de propagacdo € através das sementes, mas também pode ser
propagada por estaquia e in vitro, e a planta pode ser cultivada com ou sem suporte (MORRIS,
2009). E uma espécie rustica e de fécil cultivo, uma trepadeira que demanda pouco espago e
ainda pode ser consorciada com outras espécies, utilizando o milho como tutor por exemplo
(KINUPP; LORENZI, 2014).

A espécie possui raizes profundas, bem adaptada a uma variedade de tipos de solo (pH
5,5-8.9) incluindo solos calcarios e argilosos. Sobrevive em locais de chuvas prolongadas ou
regides em periodos prolongados de seca (GOMEZ; KALAMANI, 2003; GUPTA et al., 2010).

Para uma maior longevidade da espécie, é indicado o plantio por sementes. Para
alcancar uma maior germinagdo e maturidade fisiologica, deve ser colhida quando os legumes
estdo secos e de coloragdo marrom-claro. Esta cor € importante para a colheita das sementes
uma vez que representa um indicador de maior taxa de germinagdo (TURNOS, 2021). O
rendimento de flores e consequentemente de sementes esta relacionado a densidade de plantas.
O espacamento indicado para uma producéo com alto rendimento de sementes é de 25 cm entre
plantas e 25 cm entre linhas (CONTRERAS et al., 2012).

A descricdo fenologica da espécie é pouco abordada e quase inexistente na literatura,
entretanto, foi observado na Venezuela em condic¢des de campo, que a fase vegetativa durou
em média 30 dias, marcado pelo desenvolvimento dos primeiros ramos laterais. Aos 45 dias

formam os ramos da segunda ordem. A emissdo de folhas pentafoliolada (cinco foliolos)
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indicam o inicio da floracéo, no entanto, isto pode variar de acordo com 0 manejo e localidade
do cultivo (SUAREZ et al., 2012).

O manejo da espeécie utilizando bioinsumos como fertilizante € uma tendéncia. Quando
o cultivo é tratado com diferentes tratamentos biologicos e produtos comerciais destinados a
agricultura organica, demonstrou bons resultados na produgdo de biomassa. Tais estudos
encorajam a expansdo do manejo ecologicamente sustentdvel (ESPINOZA-CORONEL et al.,
2020).

2.3 Superacao de dorméncia

O principal problema encontrado na espécie de C. ternatea sdo as caracteristicas
morfoldgicas da semente. Apresenta um tegumento a prova d'agua (hidrofobico), resultando em
baixo potencial germinativo, mudas heterogéneas, dificultando a semeadura direta
(VILLANUEVA AVALOS et al., 2004).

A dorméncia de sementes é um fendmeno comum em muitas espécies de plantas,
incluindo C. ternatea, e pode ser causada por fatores externos, como presenca de sementes
inviaveis ou restricdes fisicas, ou por fatores internos, como a falta de disponibilidade de
reservas de amido e de dgua (YADAV et al., 2020). Na espécie Clitoria ternatea, a dorméncia
de sementes é causada por uma camada de hialoplasma presente na casca das sementes, que
impede a absorcdo de agua e a germinagdo (SHUKLA et al., 2018).

O tratamento quimico e mecanico é uma técnica comumente utilizada para superar a
dorméncia de sementes em Clitoria ternatea L. Por exemplo, a remocéo da camada hialoplasma
pode ser feita por imersdo em solucdes acidas ou por escarificacdo mecanica (VERMA,;
SINGH, 2017).

Foi observado métodos de superacdo de dorméncia, onde constatou que escarificacdo
mecanica e tratamento com acido sulfarico (tempo max. 20 min. de imersédo) séo eficientes na
quebra de dorméncia, com resultados acima de 65% de germinacdo (DIAS, 1995). Mais
recentemente, na india, resultados promissores com escarificagdo quimica com Acido sulfurico
por 5 minutos (91% de germinac&o), no entanto, outros tratamentos com agua em diferentes
temperaturas demonstraram resultados acima de 70% de germina¢do (SHOBHARANI, 2018).

Buscando utilizar reagentes alternativos para superacdo de dorméncia em C. ternatea,
em detrimento ao acido sulfarico que é muito utilizado, mas que possui natureza sintética e

altas taxas injurias ao embrido ou a ma formacao de plantulas, um estudo onde se utilizou como
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reagente bioldgico, o &cido humico, demonstrou taxas de germinacdo de 75% e 81% quando
submetidos a imersdo em 12 horas e 24 horas, respectivamente (PINCAY-GANCHOZO et al.,
2021).

No entanto, muitos estudos ainda sdo necessarios para entender completamente as causas da

dorméncia e os métodos mais eficazes para supera-la.

2.4 Nanotecnologia na agricultura

A nanotecnologia surgiu na agricultura a pouco tempo, mas tem se destacado como uma
nova ferramenta na agricultura sustentavel. Solugdes de nanomateriais sdo criados para
remediacdo de solo, &gua, bem como aliados a fertilizantes e pesticidas, reduzindo a quantidade
aplicada e ao mesmo tempo aumentando a producdo e qualidade das culturas aliado a
preservacdo do meio ambiente (CAMARA et al., 2019; PEREIRA et al., 2021).

Existem muitas aplicagdes da nanotecnologia na pesquisa voltadas para o setor agricola,
entre as utilizacGes, destaca-se 0 uso na germinagéo, bem como estimulantes no crescimento e
desenvolvimento de plantas (MAHAKHAM et al., 2017; ACHARYA et al., 2020; PEREIRA
etal., 2021). Os efeitos dos nanomateriais dependem das propriedades da sua composi¢do, bem
como seu tamanho e concentraco, que vio determinar respostas bioldgicas distintas (PEREZ-
DE-LUQUE, 2017; ARCHARYA et al., 2020; PEREIRA et al., 2021).

As nanoparticulas geralmente sdo separadas em dois grupos, sendo estes ativas e
carreadoras, quando na forma ativa sdo utilizadas com finalidade causar efeito bioldgico,
atuando como estimulante, antipatdgeno ou ambos. Assim como podem ser carreadoras, que
tem como principal caracteristica carregar um ingrediente ativo e liberar para o meio de forma
lenta e prolongada (CAMARA et al., 2019; FALSINI et al., 2019; KUMAR et al., 2020;
SHAKIBA et al., 2020).

Uma das formas de aplicacdo da nanotecnologia na germinacéo de sementes, € por meio
da técnica de Nanopriming (Condicionamento fisioldgico utilizando nanoparticula). E um
método avancado de priming de sementes no qual nanoparticulas de tamanho < 100nm séo
utilizadas com objetivo de aumentar a porcentagem de germinagdo de sementes, junto com o
vigor de plantulas em diversas culturas (MAHAKHAM et al., 2017; DAWOOD et al., 2018).
Além de ser um método simples, cujo sua acdo promove uma melhor uniformidade na

germinacdo de sementes, melhor absorcao de nutrientes, eficiéncia no uso da agua, resisténcia
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a estresses abioticos, entre outras funcionalidades, mas como objetivo geral almeja-se melhoria
na qualidade e desenvolvimento de culturas agricolas (KATOCH et al., 2022).

Na germinacdo de sementes, os resultados com nanoparticulas ativas do tipo metélicas
sdo promissores, demonstrando serem capaz de melhorar a germinacao de sementes, melhorar
o crescimento e desenvolvimento das plantas e aumentar os niveis de clorofila e antioxidantes
(PEREIRA et al., 2021).

Nanoparticulas de ferro e cobre foram usadas para melhorar a germinacao de sementes
de trigo, cevada e milho, aumentando significativamente a taxa de germinacdo e o vigor das
plantulas (ZHANG et al., 2017). Assim como, nanoparticulas de prata tém sido utilizadas para
melhorar a germinagé@o de sementes de feijdo, aumentando a porcentagem de germinacéo e a
velocidade de emergéncia das plantulas (SARHAN et al., 2016). O uso de nanoparticulas de
zinco para tratamento de sementes de alface aumentou significativamente a porcentagem de
germinacdo, a velocidade de emergéncia e o tamanho das raizes (KONG et al., 2015).

A aplicacdo foliar de nanoparticulas pode modular a comunidade microbiana radicular.
Em feijdo mungo levou a uma extensdo da zona da rizosfera, com aumento do volume da raiz
em 58,9%, aumentos na atividade de enzimas da rizosfera, como fosfatase acida (98,07%),
fosfatase alcalina (93,02%) e fitase (108%), sendo estes fatores extremamente importantes para
a absorcéo de nitrogénio e fosforo pelas plantas (RALIYA et al., 2016).

As raizes expostas a nanoparticulas de 6xido de cério diminuem a comunidade
bacteriana da rizosfera, mas aumentam o crescimento de microrganismos que promovem 0
crescimento das plantas (DAL et al., 2020). No entanto, existem estudos que apontam efeitos
colaterais na microbiota do solo ap0s altera¢cGes com nanoparticulas. As nanoparticulas de prata
na quantidade de 100 mg kg? alteraram o pH do solo e afetaram negativamente os
microrganismos envolvidos nos ciclos de nitrogénio, carbono e foésforo no cultivo do tomate
(ZHANG et al., 2020).

Voltado para tematica de melhoramento vegetal, um estudo investigou o papel coativo
de nanoparticulas de éxido de zinco e rizobactérias promotoras de crescimento em plantas de
trigo contra o estresse por calor e seca, foi observado que estes agentes em sinergia, sao eficazes

para aliviar o estresse tanto do calor isolado, quanto combinado a seca (AZMAT et al., 2022).
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2.5 Nanotubo de carbono

Os nanotubos de carbono (NTC) séo estruturas nanométricas cilindricas, formadas por
folhas de grafeno enroladas (MASCIANGIOLI; ZHANG, 2003), pode apresentar diferentes
formas estruturais, podem ser formados por uma Unica parede, Single-Walled Carbon
Nanotubes (SWNT), apresentarem paredes duplas, conhecidos como Double-walled carbon
nanotubes (DWCNT), ou mesmo multiplas paredes, sendo denominados MultiWalled Carbon
Nanotubes (MWCNT) (GHORMADE et al., 2011).

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) sdo estruturas tubulares de
carbono capazes de entrar nas celulas através de orificios na membrana plasmatica e produzir
alteracdes na expressao génica. Neste sentido, um estudo onde foi comparado a funcionalidade
de (MWCNT) em relacdo a eletroporacdo (aumento da permeabilidade da membrana) em
Brassica oleracea var. no transporte de dgua e nutrientes nas células radiculares, revelou que a
acdo fisiolégica do MWCNT foi semelhante a obtida com eletroporacgéo, ou seja, 0 MWCNT
melhora a absorcao de agua e nutrientes tanto quanto a técnica da eletroporacdo (MARTINEZ-
BALLESTA et al., 2020).

Existem algumas formas de aplicacdo de nanotubo de carbono no tratamento de
sementes, uma delas é o nanopriming, uma tecnologia avancada de preparacdo de sementes que
melhora a germinagdo, o crescimento e o rendimento das plantas, conferindo resisténcia a
diferentes estresses. O nanopriming desencadeia uma série de efeitos fisioldgicos benéficos,
como a formacdo de nanoporos na parte aérea das plantas, que facilitam a absorcdo de agua
(NILE et al., 2022). Além disso, estimula a expressdo de genes de aquaporinas, que regulam a
ingestdo de &gua e a dispersdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas membranas celulares.
Esse processo também promove a rapida hidrélise do amido, resultando na quebra da dorméncia
das sementes e estimulando a germinacdo (SHELAR et al., 2023).

Utilizando nanotubo de carbono de parede multiplas (MWCNT) funcionalizadas com
acidos carboxilicos, foi visto que 0 componente age na germinagdo de tomate, penetrando nas
sementes, estimula o desenvolvimento da plantula, aumentam a absorcéo de &gua, resultando
em plantas de tomate com o dobro de nimero de flores e frutos em comparacéo com o controle
(KHODAKOVSKAYA et al., 2009, RATNIKOVA et al., 2015).

Recentemente, um estudo com nanopriming de sementes utilizou MWCNT na
concentracdo de 20 e 40 pg mL™ contribuiu na quebra de dorméncia de sementes de duas
espécies nativas da floresta boreal de terras altas (Alnus viridis L. e Shepherdia canadensis L.).

Observou-se que 0 nanoprming de sementes com MWCNT, seguido de estratificacéo a frio, foi
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eficaz em melhorar a germinagdo para 90% em Alnus viridis L. em comparacdo a 60% do
controle em ambas concentragfes utilizadas. Na outra espécie, a combinacdo de MWCNT,
estratificacio a frio, escarificacdo mecanica e condicionamento hormonal (Acido giberélico)
em sementes de Shepherdia canadensis L., obteve também uma germinacao acima de 90% em
relagdo ao controle (ALI et al., 2020).

Em sementes de trigo (Triticum aestivum L.) tratadas com MWCNT observou-se uma
germinacao precoce, crescimento e desenvolvimento do sistema radicular de forma rapida, que
facilitou e otimizou a absorcéo de agua e nutrientes durante seu desenvolvimento melhorando
significativamente o rendimento de gréos por planta de 1,53 para 2,5 g, um aumento de 63%
(JOSHI et al., 2018).

Um estudo que buscou avaliar o desenvolvimento de microorganismos, especificamente
0 Mesorhizobium loti em associacdo simbidtica com a leguminosa Lotus japonicum, utilizou
Nanotubo de carbono de parede simples (SWNT), 6xido de grafeno, MWCNT e carvao ativado.
Foi observado que o uso de MWCNT aumentou o numero de nddulos e a atividade da
nitrogenase na interacdo rizobio-planta em plantas tratadas com 100 ug mL™' de MWCNT,
enquanto SWNT e oOxido de grafeno inibiu a producdo de nodulos e crescimento da planta
(YUAN etal., 2017).

Nem sempre os efeitos do NTC sdo benéficos, como relatado neste estudo, que
investigou o efeito de dois tipos de NTC, de MWCNT bruto e MWCNT funcionalizado com
acido carboxilico em espécies de gramineas (Capim-rabo, capim-comum e festuca-dos-
campos), detectou que ambos os tipos de NTC inibiram a germinacdo de sementes em todas as
gramineas tratadas com a concentragdo de 16,7 mg mL™ Assim como a suplementac&o do solo
com MWCNT funcionalizado com écido carboxilico diminuiu significativamente o rendimento
de matéria seca em todas as gramineas estudadas (GALA-CZEKAJ et al., 2017).

Neste estudo, com sementes de Hyoscyamus niger que foram expostas a diferentes
concentragdes (50-800pug mL1) de SWNT sob diferentes niveis de estresse hidrico (0,5-1,5
MPa) por 14 dias, demonstrou que as sementes submetidas a seca apresentaram redugdo na
porcentagem de germinacgdo, no vigor e no comprimento das raizes e da parte aérea. Porém,
quanto tratadas com SWNT na concentragdo de 50 e 100 ug mL™* aliviou significativamente o
estresse hidrico durante a germinacao e nos atributos de crescimento. Os resultados indicaram
que o tratamento com baixas concentracdes de SWNT pode melhorar a tolerancia em mudas
em condicdo de seca, aumentando a absorcdo de &gua e ativando o sistema de defesa da planta
(HATAMI et al., 2017).
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2.6 Andlise de imagem e caracterizagdo de sementes

A avaliacdo do potencial fisiologico das sementes e outros testes comuns para avaliacéo
da qualidade utilizados em laboratorios, pode ser realizada por meio da técnica de analise de
imagens, recentemente aprimorada e ndo destrutiva ao material (sementes), além de ter alta
precisdo, confiabilidade e agilidade (ANDRADE et al., 2016).

No Brasil, um sistema denominado GroundEye®, que possui diversas fungdes, dentre
elas a avaliacdo da qualidade fisica e fisiologica de sementes. O equipamento funciona através
da anélise de imagens de alta resolucdo obtidas pelo préprio equipamento, que permitem extrair
informacdes de cor, textura e geometria, servindo como parametro para o fornecimento dos
indices de crescimento, uniformidade e vigor de plantulas (MANUAL GROUNDEYE, 2016).

A técnica de imagens pode ser utilizada para estimar a germinacéo, avaliar o vigor de
sementes, 0 crescimento de plantulas e os ataques por patdgenos e insetos; identificar as
cultivares com mais facilidade; avaliar a pureza fisica das sementes; determinar as diferentes
cores das sementes e 0s danos mecanicos; e classificar os tamanhos das sementes (GOMES
JUNIOR et al., 2009).

2.7 Biospeckle — Laser scanner

A técnica de analise de imagem Biospeckle é utilizada para avaliar a dinamica de
sistemas biol6gicos e materiais, incluindo células, tecidos, plantas e alimentos. Essa técnica é
baseada na medicdo da variacdo da interferéncia da luz em diferentes regifes da amostra,
resultando em imagens construidas a partir desses dados. Para a realizacdo dessa técnica, sao
necessarios diversos componentes, como fontes luminosas, lentes, filtros e dispositivos de
captura de imagem, que permitem a geracédo e a captura da interferéncia da luz gerada pela
amostra (BRAGA, 2016).

A abordagem ndo invasiva, rapida e sensivel do equipamento torna-o uma técnica
vantajosa em relacdo a outros métodos de analise, pois ndo requer marcadores ou contrastes e
possibilita 0 monitoramento em tempo real (OLIVEIRA et al., 2018). Seu uso tem sido
amplamente descrito na literatura cientifica para avaliar diversos sistemas bioldgicos, incluindo
a identificacdo de doengas em plantas (NASCIMENTO et al., 2015), a avaliacdo da qualidade
de alimentos (SILVA et al., 2016) e a monitoracdo da dindmica celular em culturas de células
(COSTA et al., 2017).
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Especificamente na avaliacdo de sementes, o Biospeckle tem sido amplamente
explorado para monitorar o processo de germinacao, determinar o tempo de germinacao, avaliar
0 vigor e a qualidade das sementes e identificar sementes com danos ou desordens fisioldgicas
(ALMEIDA et al., 2019). Essa técnica pode ser Util para avaliar a qualidade de sementes de
diferentes espécies, fornecendo informagGes quantitativas sobre a dindmica da germinacéo e da

absorcdo de 4gua, além de ser uma técnica ndo invasiva, rapida e sensivel (SOUZA et al., 2020).

3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo fisica das sementes de C. ternatea, avaliar a influéncia do
nanotubo de carbono na germinacéo e analisar as plantulas através da ferramenta de analise de

imagem.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar e classificar quanto a qualidade das sementes e plantulas;

e Auvaliar o efeito da utilizacdo do nanotubo de carbono na germinacéo;

e Auvaliar o efeito da escarificagdo em conjunto com o nanotubo de carbono na
germinacao;

e Analisar o feito da exposicao cronica das sementes de C. ternatea a0 MWCNT;

e Vigor de plantulas ap6s exposicdo ao MWCNT.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao das sementes

As sementes de Clitoria ternatea L. foram colhidas de plantas matrizes, utilizadas no
paisagismo na Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT) campus Sinop. As plantas
matrizes estavam sadias e em pleno desenvolvimento. As sementes foram coletadas de plantas
na fase reprodutiva que apresentavam botdes, flores e legumes no mesmo periodo fenolégico

(Figura 1). Ao todo foram utilizadas 5 matrizes para a coleta dos legumes.
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Figura 1 — Ramo de Clitoria ternatea L. apresentando desde o bot&o floral até o

desenvolvimento do legume.

Legume

Inicio do Legume

Flor seca

-

Botao floral

Fonte: Da autora (2023)

Os legumes que foram colhidos se apresentavam maduros, com objetivo de obter o
maximo potencial fisiolégico da semente (Figura 2). A coleta ocorreu no més de agosto de

2022 e as sementes foram armazenadas sob refrigeracdo até o momento das analises.
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Figura 2 — Legume no ponto de colheita com coloragédo marrom-claro.

Fonte: Da autora (2023)

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Sementes da UFLA. Onde
primeiramente, foi realizada a captura de imagens do lote de sementes pelo equipamento
GroundEye para caracterizacdo e avaliagdo das sementes. Na bandeja do equipamento, uma
amostra de 100 sementes foi disposta, de modo que ficassem separadas entre si para captura da
imagem para obter os parametros: Dominancia de Cor, Geometria, Diametro e Perimetro.

O equipamento é devidamente calibrado para selecionar a diferenca de cores, geometria,
didmetro e perimetro presente na amostra. Cada semente é destacada no visor do computador
acoplado ao equipamento, que permite identificar qual semente ela representa na amostra.
Posteriormente a leitura e captura de imagem do lote, é originado um relatério com os dados
individuais de cada semente representada na amostra.

Para determinar o peso de mil sementes, foi feita contagem das sementes manualmente,
sendo 8 repeti¢bes de 100 sementes cada, para determinar o peso médio, depois foi utilizada a
férmula onde o peso da amostra € multiplicado por 1000 e dividido pelo nimero de sementes.

Para o teste de umidade, 5 amostras de 20 sementes foram dispostas em cadinhos de
metal, pesadas e colocadas em estufa 105 °C por 24 horas, posteriormente foram retirados e

colocados em dessecador com silica gel, ap6s 10 minutos foi realizado a pesagem novamente.
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4.2 Preparo do Nanotubo de carbono

A solucédo estoque foi preparada utilizando 1 g de nanotubo de carbono de paredes
maultiplas funcionalizados com acido carboxilico (CTNano-UFMG) e 1 L de agua destilada,
que foram colocados em béquer, para compor a solucdo estoque contendo 1000 mg L™ de
MWCNT. A solucdo foi levada ao sonicador (Brenson — Digital Sonifier ®, modelos 250 &
450) com amplitude 50% de 15 minutos, por 3 vezes. Ap6s a homogeneizacdo da solucdo
estoque (pH 5,5), a mesma foi colocada em frasco ambar, protegido com papel aluminio e
mantida sob refrigeracdo até a utilizacdo. O papel aluminio tem funcéo de protecdo contra luz,
visto que a solucdo é muito sensivel e pode precipitar o NTC com facilidade com a
luminosidade.

Através da solucéo estoque (1000 mg L™t de MWCNT) foi realizada a diluigdo em agua
destilada para obtenc&o dos tratamentos de 100 mg L%; 200 mg L; 400 mg L%; 800 mg L.

4.3 Experimento 1 - Embebigdo de sementes intactas em nanotubo de carbono

As solucdes de MWCNT foram transferidas para um Erlenmeyer, protegido da luz com
auxilio de papel aluminio e em seguida as sementes destinadas a cada tratamento. As sementes
foram mantidas na forma intacta (sem escarificacdo). Por sequéncia, foram colocadas em
imersdo nas solucbes de MWCNT e agua destilada na B.O.D. de condicionamento fisiolégico,
sob aeracdo constante, para embebicédo das sementes, com temperatura controlada de 25 °C por
um periodo de 24 horas (MISHRA et al., 2004; CAMPBELL, 2020). Apos este periodo, as
sementes foram retiradas do Erlenmeyer e ligeiramente lavadas para retirar o excesso de
MWCNT e colocadas sob papel para absorver o excesso de umidade aparente.

Para o teste de germinacgéo, o experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, tendo um total de 6 tratamentos, sendo eles: Semente intacta sem embebicdo;
Embebicdo em agua destilada; Embebicdo em MWCNT 100 mg L™!; Embebicdo em MWCNT
200 mg L; Embebicdo em MWCNT 400 mg L, Embebicio em MWCNT 800 mg L. Todos
os tratamentos de embebicdo foram realizados por 24 horas.

A bancada foi organizada e limpa com alcool 70%, o teste de germinacdo foi realizado
sob papel, utilizando o papel Germitest. O papel foi pesado e teve 2,5 vezes do seu peso em

agua destilada para hidratacdo do mesmo. Em seguida, foram montados os testes sob o papel,
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com 4 repeticdes de 50 sementes por tratamento, na forma de rolos para cada repeticdo e
identificados de acordo com o tratamento. Por fim, os rolos do teste de germinagdo foram
montados e colocados em pé, em um angulo de 30° na prateleira do germinador com 25 °C de
temperatura.

A metodologia foi realizada seguindo a Regra de Anéalise de Sementes (2009), com as
especificacOes referente a espéecie e adaptagcdes quanto a primeira e segunda contagem, que
foram realizadas com 5 e 10 dias ap6s semeadura, e contagem final no 15° dia, onde foi
estipulado o nimero de plantulas normais e anormais.

Foi calculado o indice de velocidade de germinacédo (I\VVG) através da equacao 1:

(1) IVG = (N1/1) + (N2/2) +--+ Nn/n
Onde: Nn = numero total de sementes germinadas; n = intervalo de tempo.
Fonte: BRASIL (2009)

4.4 Experimento 2 — Embebicao de sementes com escarificagdo mecéanica

A conducéo experimental para realizar este estudo foi semelhante ao Experimento 1,
porém, neste experimento as sementes foram previamente escarificadas de forma mecanica,
com auxilio de uma lixa de parede n° 3, na regido da extremidade nas sementes, totalizando
1.200 sementes escarificadas nesta condi¢do, mantendo as mesmas concentracdes de MWCNT
referentes ao Experimento 1. Posteriormente, as sementes ja escarificadas foram mantidas em
imersdo nas soluces de MWCNT (0 mg L%; 100 mg L%; 200 mg L%; 400 mg L; 800 mg LY)
de condicionamento fisioldgico sob aeracdo constante para embebicdo das sementes, com
temperatura controlada de 25 °C por um periodo de 24 horas. Por fim, os rolos do teste de
germinacdo foram montados e colocados em pé, em um angulo de 30° na prateleira do
germinador com 25 °C de temperatura.

A montagem do teste de germinacgao seguiu as mesmo delineamento experimental que
0 Experimento 1. Para este experimento também foram avaliadas a primeira e segunda
contagem de germinagéo, 1VG e pléantulas normais e anormais. A metodologia foi realizada
seguindo a Regra de Andlise de Sementes (2009), com as especificacOes referente a espécie e
adaptacGes quanto a primeira e segunda contagem, que foram realizadas com 5 e 10 dias ap0s

semeadura, e contagem final no 15° dia.
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4.5 Experimento 3 — Nanopriming

As sementes foram separadas em dois grupos, onde um passou por escarificacdo com
lixa e outro ndo. As sementes foram escarificadas com lixa d’agua n° 100 na regido da
extremidade da semente onde se encontra os cotilédones.

Para o teste de germinacdo, o experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, com um esquema fatorial duplo de 2x2, sendo o fator primario a presenca e
auséncia da escarificacdo, e fator secundario hidropriming e nanopriming. O tratamento que
envolve o Nanopriming foi na concentragdo de 200 mg L™, por ser o melhor resultado dos
experimentos anteriores. Portanto os tratamentos foram: Semente Intacta + Hidropriming;
Semente escarificada + Hidropriming; Semente Intacta + Nanopriming (200 mg L* de
MWCNT); Semente escarificada + Nanopriming (MWCNT 200 mg L™). Utilizando 10
sementes com 5 repeti¢des por tratamento, totalizando 200 sementes.

Primeiramente, em cada tratamento obteve-se o peso inicial das sementes com auxilio
de uma balanca analitica. Em seguida, foi realizada a preparacdo da solucdo de nanotubo de
carbono na concentracdo de 200 mg L-! para os tratamentos de nanopriming. Para o
condicionamento fisiologico, foram utilizados frascos Erlenmeyer com volume de 300 mL de
solucéo respectiva para cada tratamento, onde ficaram por 24 horas sob temperatura de 25 °C,
conforme foi realizado no Experimento 1 e 2.

Apbs o periodo do condicionamento fisiologico, as sementes foram levemente lavadas
com agua destilada, e secas em papel absorvente por cerca de 10 minutos para diminuir a
umidade aparente. Neste momento, foram separadas cerca de 5 sementes de cada tratamento
em estado targido (embebidas), colocadas em recipiente de polietileno para manter a umidade
para serem avaliadas no equipamento Biospeckle. O restante das sementes, com finalidade do
teste de germinacéo, foi obtido o peso umido, em sequéncia, colocadas em saquinho de papel
pardo e identificadas.

O proximo passo foi a secagem das sementes que estavam embebidas, onde foram
colocadas em estufa de circulacéo forgada do ar, com temperatura de 30 °C até atingir em média
11% de umidade na semente, sendo uma umidade recomendada para Fabaceae. Para aferir este
dado, foi realizado pesagens para acompanhar a umidade através de uma curva de secagem
utilizando o peso inicial, 0 peso Umido e 2 pesagens para verificar a umidade, este processo

demorou em torno de 28 horas.
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No dia seguinte, as sementes com 11% de umidade seguiram para o teste de germinacao.
O teste foi realizado em caixa gerbox transparente, utilizando 5 caixas por tratamento. Foram
utilizadas 2 folhas de papel mata-borrdo em cada gerbox, em seguida, foi estipulado o peso do
papel de cada tratamento para obter o valor de 4gua a ser colocado 2,5 vezes 0 seu peso.

Os papeéis de cada tratamento ficaram sob imersdo em &agua por 15 minutos, em
sequéncia foram dispostos na gerbox, contendo 10 sementes espacadas equidistantes. As gerbox
foram vedadas com auxilio de plastico filme e identificadas com caneta retroprojetor de acordo
com seu tratamento, por fim foram colocadas na B.O.D., com periodo de luz intermitente e
temperatura de constante de 25 °C.

As sementes foram avaliadas de acordo com o nimero de sementes germinadas a partir
do 4° dia de teste e com nimero de plantulas normais e anormais no 10° dia. Diferentemente
dos outros experimentos, a avaliacao teve que ocorrer num periodo precoce (4° e 10° dia), visto
que as plantulas quando se desenvolvem na caixa gerbox tem um crescimento mais rapido em
comparacao ao teste de germinacdo feito com papel germitest, além disto, a caixa € transparente

e facilita a contagem de germinacao sem precisar abrir a mesma.

4.6 Espectroscopia de Speckle laser

Esta andlise foi realizada no laboratério do Centro de Desenvolvimento e
Instrumentacdo Aplicada a Agropecuaria (CEDIA), da Universidade Federal de Lavras (MG),
com as sementes que passaram pelo processo de embebicdo por 24 horas e se encontram
turgidas. Em cada tratamento, tinha um total de 5 sementes que foram submetidas a avaliacdo
no Equipamento BioSpeckle.

Foi realizado a retirada do tegumento, assim como é realizado no teste tetrazélio, em
seguida foi feita a retirada de um dos cotilédones com auxilio de lamina e pinga, deixando
somente um cotilédone e 0 embrido completo.

A semente foi posicionada em um pequeno apoio na incisdo do laser e enquadrada para
a leitura da imagem. Séo utilizados uma camera CCD (Dispositivo de Carga Acoplada), um
microcomputador para captura dos dados, e outro para 0 processamento das imagens com
processador core i3 e 4 GB de memoéria RAM, um laser HeNe vermelho (632 nm) de 10 mW

de poténcia e mesa Optica com sistema anti-vibragdo dispostos, como demonstrado na figura 3.
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Figura 3 — Arranjo dos aparelhos experimentais durante a aquisi¢do das imagens e iluminagéo
por meio do laser.

CCD
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He-Ne Laser

expander

Imaging Fiber Bundle \

lens syste

- Object
Fonte: Singh et al. (2021)

O equipamento registrou 128 imagens durante o tempo de leitura e criou um padrdo da
movimentacédo do fluido que estd ocorrendo dentro da semente. As imagens foram processadas
e criados graficos AVD (Absolute Value of the Differences) que corresponde a uma
representacdo grafica utilizada na andlise do biospeckle, sendo um valor adimensional. O
grafico AVD é usado para avaliar a dindmica da luz no interior da amostra (semente),
explicando pardmetros como estado fisioldgico, viabilidade, germinacdo, vigor e qualidade
(BRAGA et al., 2016).

4.7 Experimento 4 — Exposicéo Cronica

O processo de escarificacdo de alguns tratamentos foi semelhante ao experimento 3. O
tratamento que envolve o uso de MWCNT foi com a melhor concentracdo encontrada nos
experimentos anteriores (200 mg L) e acrescentou-se a maior concentragdo (800 mg L) afim
de observar se ha efeito de toxicidade na germinacéo e plantulas, em exposi¢édo ao produto por
um maior periodo de tempo.

O experimento teve um total de 6 tratamentos, sendo eles: Semente Intacta (SI) + Papel
embebido de agua destilada (H20); Semente com escarificagdo mecéanica (EM) + Papel H20;
Sl + Papel com MWCNT 200 mg L-%; EM + Papel com MWCNT 200 mg L-%; SI + Papel com
MWCNT 800 mg L-* e EM + Papel com MWCNT 800 mg L-*.
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Para o teste de germinagé&o, utilizou-se 10 sementes com 5 repeti¢Bes por tratamento,
totalizando 300 sementes. O teste foi realizado em caixa gerbox transparente, onde foram
utilizadas 2 folhas de papel mata-borrdo em cada gerbox, em seguida, foi estipulado o peso do
papel de cada tratamento para obter o valor de solucdo a ser colocado 2,5 vezes 0 seu peso.

Os papeis de cada tratamento ficaram sob imersdo em solucdo respectiva por 15
minutos, em seguida foram dispostos na gerbox, contendo 10 sementes espacadas equidistantes.
As gerbox foram vedadas com auxilio de plastico filme e identificadas com caneta retroprojetor
de acordo com seu tratamento, por fim foram colocadas na B.O.D., com periodo de luz
intermitente e temperatura de constante de 25 °C.

A primeira contagem foi realizada no 4° dia e Ultima contagem com 10 dias apés
implantacédo, onde foi determinado a porcentagem de sementes germinadas. A metodologia do
teste de exposicdo cronica seguiu a descricdo de Amancio et al. (2020) com modificacGes para

adequacdo da espécie.

4.8 Plantulas anormais

Para todos os experimentos realizados, na Gltima contagem, além das plantulas normais
foram classificadas as plantulas anormais, de acordo com a R.A.S (BRASIL, 2009). Foi adotado
0 modelo destinado a dicotiled6neas, tendo como referéncia a Glycine Max (Soja), que é uma
Fabaceae, assim como a Clitoria ternatea.

Os critérios que determinaram anormalidade nas plantulas foram: Plantulas danificadas,
com qualquer uma das suas estruturas essenciais ausentes ou tdo danificadas que ndo possa
ocorrer desenvolvimento proporcional; Plantulas Deformadas, quando apresentam
desenvolvimento fraco, ou com disturbios fisiologicos, ou com estruturas essenciais
deformadas, ou desproporcionais; Plantulas Deterioradas, com qualquer uma de suas estruturas
essenciais muito infectadas ou muito deterioradas, como resultado de uma infec¢do primaria

(da propria semente), que comprometa o seu desenvolvimento normal (BRASIL, 2009).

4.9 Analise de Plantulas — GroundEye

Na ultima contagem de todos os experimentos foram selecionadas plantulas ao acaso
em cada tratamento para captura de imagens no GroundEye para caracterizacao e avaliagdo.

Foram selecionadas 3 plantulas de cada repeti¢do por tratamento.
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Apos a selecdo das plantulas ao acaso, as mesmas foram mantidas em papel toalha
umedecido para evitar escurecimento do vegetal até 0 momento da obtencdo das imagens. As
plantulas foram colocadas na bandeja do equipamento de forma espacada equivalente, em
seguida foi realizada a captura das imagens.

O modelo para analise das imagens foi adapta¢cdo do modelo utilizado para plantulas de
Soja, visto que tem caracteristicas das plantulas sdo bem semelhantes. O modelo conseguiu
representar o que era hipocaétilo e raiz primaria de maneira eficaz, no entanto, algumas imagens
tiveram que ser editadas “manualmente” de acordo com a condicao real das plantulas.

Apo0s a captura das imagens, foi gerado um relatério com as medidas dos parametros
de: Comprimento da raiz primaria, comprimento do hipocoétilo, raz&o da raiz primaria pelo
hipocétilo, comprimento total, raizes secundarias e nimero de raizes secundarias. O relatorio

foi extraido e analisado estatisticamente comparando os tratamentos.

4.10 Andlise estatistica

Os dados dos testes de germinacdo e analise de plantulas foram submetidos a analise de
variancia, com nivel de significancia de 5%, sendo significativo, os dados foram comparados
utilizando o teste Scott-Knott. As analises foram executadas com o auxilio do software SISVAR
(FERREIRA, 2019).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo das sementes

O peso de mil sementes foi de 44 gramas e a umidade do lote de sementes foi de 5,8%.
As sementes possuem esta umidade com porcentagem baixa, devido ao ponto de maturagédo das
sementes, visto que foram colhidas em fase de legume maduro, com coloragdo marrom claro
(Figura 4). Aléem disto, como ha uma dorméncia tegumentar, isto reforca a capacidade
hidrofobica das sementes em relacdo a umidade (SHUKLA; VERMA, 2012; TURNOS, 2021).

Por meio da analise visual foi possivel observar a diferenga no tamanho e coloragao das
sementes, 0 que pode caracterizar uma heterogeneidade do lote (Figura 4). Os legumes de C.
ternatea sdo achatadas e lineares oblongas com tamanho de 4 a 13 cm de comprimento e 0,9 a
1,2 cm de largura, cada legume possui entre 6-10 sementes (MUKHERJEE et al., 2008).

Observando os legumes do lote de sementes utilizado neste trabalho, pode-se dizer que tém
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parametros semelhantes de comprimento e em média a mesma quantidade de semente por

legume encontrados na literatura.

Figura 4 — Legume e sementes maduras de C. ternatea

Fonte: Da autora (2023)

Afim de aferir de maneira mais precisa sobre as caracteristicas das sementes da C.
ternatea, foram extraidos dados através da técnica de analise de imagem com auxilio do

equipamento GroundEye, os parametros avaliados estdo no Quadro 1 e Figura 5.

Quadro 1 — Caracteristicas geométricas das sementes da espécie Clitoria ternatea L.

Caracteristicas Valores médios
Area (cm2) 0,19
Esfericidade da forma 16,23
Comprimento (cm) 0,58
Largura (cm) 0,36
Perimetro (cm) 1,75

Fonte: Da autora (2023)
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Estas caracteristicas fornecidas com o equipamento GroundEye, permitiu aferir que a
esfericidade da forma prevé que a semente tem um formato oblongo. Isto se confirma quando
0 comprimento € maior que a largura, que no caso deste lote, 0 comprimento das sementes teve
em média 5.8 mm e largura de 3.6 mm. Na literatura, estes dados séo rasos e inconsistentes,
porém é possivel afirmar que as sementes tém entre 5-7 mm de comprimento e 3- 4 mm de

largura (JAMILL et al., 2018), o que confirma os resultados obtidos pela anélise de imagem.

Figura 5 — Dominancia de cor de sementes de C. ternatea.

m Preta = Azul Celestial = Cinza escuro Laranja = Qutros

Fonte: Da autora (2023)

Nesta amostra do lote de sementes, a predominancia de coloracdo de sementes foi preta
e seguido de cinza-escuro, demonstrando que mais de 80% das sementes tém tegumento escuro.

As sementes de Clitoria ternatea apresentam variagdes na coloracdo do tegumento das
sementes, sendo que essa heteromorfia € comumente observada em géneros da familia
Fabaceae. Essa caracteristica esta associada a qualidade fisiologica das sementes, sendo que a
diferenca na coloracdo pode indicar o estadio de maturacdo. Por essa razdo, o indice
morfolégico visual pode fornecer informacdes valiosas sobre a maturidade fisiologica das
sementes (CASTELLANI et al., 2009).

Em sementes de Crotalaria ochroleuca L., pertencente a familia Fabaceae, possui
variabilidade na coloracdo das sementes. As sementes de cor vermelha apresentam germinagéo

e IVG baixo. Paralelo a isto, sementes de coloragdo cinza possuem altos valores nos mesmos
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parametros, indicando que a cor do tegumento influéncia na qualidade fisiolégica da semente e
seu poder germinativo (SILVA et al., 2016).

Como néo foi realizado um teste de germinacéo para cada tipo de cor encontrada no lote
de sementes, ndo foi possivel afirmar que as sementes pretas e cinza-escuro efetivamente tém

maior poder germinativo.

5.2 Experimento 1 — Embebicdo de semente Intacta em nanotubo de carbono

Apds a embebicao, as sementes de C. ternatea foram submetidas ao teste de germinagéo
e apds 5 dias e 10 dias foi constatado que o tratamento de 200 mg L"* MWCNT induziu a maior
germinacdo (%) em relagédo aos demais tratamento, com 17% e 28 % das sementes germinadas
respectivamente (Tabela 1). Os tratamentos que induziram as menores porcentagens de
germinacdo aos 5 e 10 dias foram as sementes sem embebicdo, embebidas em agua e com 800
mg LT MWCNT. Para todos os parametros avaliados (IVG e porcentagem de plantulas
normais) as sementes tradadas com 200 mg L™ MWCNT apresentaram os melhores resultados.

Tabela 1 — Parametros germinativos e plantulas normais. Os tratamentos com médias seguidas
por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de significancia
para germinacdo de C. ternatea.

Tratamentos Germinagdo Germinagéo com VG Plantulas
com 5 dias (%) 10 dias (%) normais (%o)

Sem Embebicéo 2+0.00C 7+0,25D 052+0,03C 7+048D

Embebicdo em H20 4+048C 7+048D 067+014C 8+041D
100 mg L-t MWCNT | 6+0.00B 13+0,48B 1,22+0,06B 12+0,48B
200 mg L-t MWCNT | 17+0,65A 28+0,71 A 31+020A 22+048A

400 mg L-*t MWCNT | 8+0,48B 10+0,48C 1,22+0,10B 9+0,29C

800 mg L-tMWCNT | 5+0,48C 6+041D 0,75+0,12C 6+0,00D

Fonte: Da autora (2023)

A germinacdo de sementes é influenciada por diversos fatores, tais como a

disponibilidade de agua, acesso a oxigénio, temperatura adequada e intensidade de luz. O uso
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de MWCNT pode resultar em um aumento na germinacdo devido a sua habilidade em melhorar
a absorcao de d&gua (NASCIMENTO et al., 2019). A partir dos dados estatisticos expressos na
tabela, pode-se concluir que a concentragdo de 200 mg Lt MWCNT teve 0 maior impacto
positivo na germinacéo (28%), IVG (3.1) e porcentagem de plantulas normais (22%).

Em um estudo com sementes de cevada, soja e milho tratadas com MWCNT mostraram
que a melhora na germinacao esta associada ao aumento da expressdo de genes de aquaporinas,
que sdo responsaveis pelo transporte seletivo de moléculas de d&gua, e a0 mesmo tempo
prevenindo a passagem de ions e outros solutos (KHODAKOVSKAYA, 2009). No entanto, a
dorméncia tegumentar presente nas sementes de C. ternatea ndo foi quebrada de forma
representativa pelo MWCNT, visto que a germinacéo foi baixa. Neste sentido entende-se que
ha indicios de melhora na germinagdo das sementes tratadas com 200 mg L MWCNT, mas
ndo suficiente para a superacdo da dorméncia de forma expressiva pela forma que foram
expostas.

Em um estudo, que utilizou MWCNT funcionalizado com acido carboxilico, MWCNT
bruto e éxido de grafeno, para aliviar a dorméncia das sementes e melhorar a germinacéo das
sementes em duas espécies de turfeiras boreais (Betula pumila L. e Rhododendron
groenlandicum L.). Foi demonstrado que em sementes Betula pumila L. tratadas com 20 ou
40 pg mL? de MWCNT funcionalizado com acido carboxilico apresentaram uma melhor
germinacdo (75%) em relacdo ao controle (40%). JA& em sementes de Rhododendron
groenlandicum L., tratadas com todos os tipos de MWCNT e oOxido de grafeno avaliado
apresentaram mais de 90% de germinacdo, sendo superior as sementes nao tratadas (controle -
80% de germinagéo) (ALI et al., 2020).

Um estudo na espécie Sorbus luristanica Bornm., mostrou que a técnica de embebicéao
por 24 horas com MWCNT na concentracio de 350 mg L™ auxiliou na quebra de dorméncia
presente nas sementes desta espécie, alem disto melhorou os pardmetros de germinagéo e
plantulas (PILEHVAR et al., 2018).

Vale destacar, que os resultados neste trabalho indicam que a presenca de MWCNT na
concentragdo avaliada (800 mg L) ndo interfere no processo germinativo, visto que a
porcentagem de germinac&o é igual ao tratamento sem a adicdo do MWCNT.

Mesmo com os devidos cuidados com desinfestagdes na mesa, utensilios e uso de EPI
para prevenir contaminagdes, no tratamento com 400 mg ! e 800 mg L ocorreu uma
proliferacdo de fungo (ndo-identificado) nos rolos, que danificou muitas plantulas e ocasionou

a podriddo de algumas sementes e baixa porcentagem de plantulas normais.
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Diferentemente do esperado, os tratamentos com as maiores doses de MWCNT tiveram
maior proliferacdo de fungo durante a germinacdo. Ha estudos que demonstram o contrério,
como Gorczyca et al. (2022), observou no teste de germinacdo em ervilha, que o uso de
MWCNT na concentracdo de 1mg mL* limitaram o efeito da doenca causada por patdgenos
presentes na microbiota natural das sementes.

Mesmo o0 MWCNT néo tendo um efeito expressivo quanto a superacao de dorméncia.
Na concentragdo de 200 mg L™, todos os pardmetros avaliados em plantulas foram superiores
aos demais tratamentos, onde, por exemplo, a média do tamanho total (cm) foi maior que todas
(Figura 6).

Figura 6 - Parametros morfologicos de plantulas normais de sementes intactas. Os tratamentos
com médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, a
5% de significancia para germinacao de C. ternatea.
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As plantulas provenientes de sementes tratadas com 200 mg L MWCNT tiveram
melhores resultados em relagé@o ao controle e demais concentracfes de NTC nos parametros de
tamanho da raiz priméaria e tamanho total. Obteve 9.88 cm de comprimento de raiz primaria,
demonstrando um excelente crescimento radicular, além de hipocotilo/raiz com cerca de 115 e

um tamanho total em média de 19.17 cm de comprimento na contagem final (Figura 7).

Figura 7 — Plantulas normais referentes ao experimento 1, utilizando sementes intactas.

. Embebiciio com H20 100 mg/L 200 mg/L 400 mg/L 800 mg/L
embebigdo

Fonte: Da autora (2023)

Em um estudo com mudas de tomate tradadas a MWCNT in vitro, plantulas expostas a
60 mg LT MWCNT apresentaram hastes mais longas e maior desenvolvimento em relagdo a
testemunha e menores concentragdes (KHODAKOVSKAYA, 2009).

A forma que o MWCNT interage com a semente ainda n&o esta claro, no entanto, ha
indicios que esta nanoparticula crie novos poros para penetracdo de agua pelo tegumento,
criando uma interacdo celular que permite uma melhor germinagéo e desenvolvimento de
plantulas (MATHEW et al., 2020).
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5.3 Experimento 2 — Embebic&o de sementes escarificadas em nanotubo de
carbono

Apés a escarificacdo mecanica e embebicdo por 24 horas, as sementes de C. ternatea
foram submetidas ao teste de germinacéo e apds 5 dias foi constatado que todos os tratamentos
ultrapassaram uma germinacdo média de 85% (Tabela 3).

O tratamento que induziu as menores porcentagens de germinacéo aos 5 dias foram as
sementes com embebicdo em agua e com 200 mg L' MWCNT. Aos 10 dias os melhores
tratamentos foram a testemunha (Sem embebic&o), 100 mg L MWCNT e 800 mg L™ MWCNT
(Tabela 3). Na contagem final, indica uma queda drastica em todos os tratamentos nas plantulas
normais. Mesmao tendo diferenca estatistica entre os tratamentos, biologicamente os tratamentos
tiveram o mesmo efeito, ou seja, a presenca do MWCNT em diferentes concentragdes ndo

interfere nos parametros germinativos, quando as sementes séo escarificadas mecanicamente.

Tabela 3 — Parametros germinativos e plantulas normais. Os tratamentos com médias seguidas
por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de significancia
para germinacdo de C. ternatea.

Germinagdo com Germinagéo com 10 Plantulas
Tratamentos 5 dias (%) dias (%) VG normais (%)
Sem Embebicéo 93+1.03A 95+0.65A 1410+ 0.27 A 32+235A
Embebicdo em H20 86+ 1.38B 88+0.85B 13.07+0.34B 19,25+1.11B
100 mg L-t MWCNT 93+ 0.65 A 94+111A 14.02+0.23 A 36,25+ 0.85 A
200 mg L-*t MWCNT 90+1.22B 92+1.18B 13.62+0.35B 34,50+ 1.71 A
400 mg L-* MWCNT  91+131A 91+131B 13.72+0.39B 21+1.08B
800 mg L-t MWCNT 94+ 048 A 9% +0.25 A 1427+0.11 A 32+432A

Fonte: Da autora (2023)

Em um estudo, onde as sementes de C. ternatea foram descascadas e colocadas em

imersdo em agua por diferentes em tempos e temperaturas, o tratamento com agua a 37 ° C por

24 horas, a germinacdo atingiu em média germinacdo (94%) e com IVG de 23 (SALLEH,;

PA’EE, 2021).

Os resultados expressam que a escarificagdo mecénica independe da concentracdo de

nanotubo de carbono, visto que hd uma germinacdo significativa desde a primeira contagem e
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um IVG praticamente semelhante aos tratamentos. No entanto, neste trabalho foram
contabilizadas na Gltima contagem as plantulas normais e anormais. O percentual de plantulas
normais foi baixo devido a escarificacdo mecanica ter causado danos fisicos nas sementes, que
resultou em anomalias e deformacdes no processo da germinacdo, como demonstrado na Figura
8:

Figura 8 — Classificacdo de plantulas anormais de C. ternatea observadas apds a escarificacdo
das sementes.

Atrofiamento e Estrangulamento e Raiz primaria Rompimento cotilédone
grudada ao tegumento deformacao curta e grossa X raiz primaria

S8 5C 16 V%

Fonte: Da autora (2023)

Assim como a escarificacdo mecanica resultou danos fisicos em algumas plantulas no
presente trabalho, foi observado em um estudo com germinacdo de sementes com diferentes
acessos gendmicos de C. ternatea, mostrou que foi possivel alcancar uma germinacao eficaz
por meio da escarificacdo quimica utilizando acido sulfarico, no entanto, quanto maior o tempo
de exposicdo ao acido causou danos as plantulas e amarelecimento dos cotilédones
(MAKASANA et al., 2016).

Por mais que a escarificagdo mecanica seja mais sustentavel, de facil acesso e demonstre
maiores valores na germinac&o, esta sujeita a causar deformidades nas plantulas de C. ternatea
(Figura 9).
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Figura 9 — Pardmetros morfologicos de plantulas normais com as sementes escarificadas e
tratadas com MWCNT. Os tratamentos com medias seguidas por letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de significancia para germinacao de
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Fonte: Da autora (2023)

As pléantulas normais do experimento 2 ndo tiveram no geral, uma diferenca expressiva

em relacdo ao tamanho do hipocotilo, tamanho de raiz, razdo e tamanho total. No entanto, a
testemunha (sem embebicédo) teve os melhores resultados (Figura 10).
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Figura 10 — Plantulas normais referentes ao experimento 2, com sementes escarificadas.

Sem Embebicio com H20 100 mg/L 200 mg/L 400 mg/L
embebicio

Fonte: Da autora (2023)

5.4 Experimento 3 — Nanopriming

Apbs 4 dias, as sementes intactas ndo apresentaram nenhuma germinacdo em ambos
tratamentos, enquanto nas escarificadas teve diferenca e demonstrou uma porcentagem maior
de germinac&o na presenca de 200 mg L™ de MWCNT em relagdo ao hidropriming, atingindo

respectivamente 44% e 16% de sementes germinadas (Tabela 5).
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Tabela 5 — Parametros germinativos e plantulas normais de sementes escarificadas e intactas
submetidas ao hidropriming (H20) e Nanopriming (200 mg I'* MWCNT). Em cada
linha, médias precedidas das mesmas letras minusculas, e em cada coluna, médias
seguidas por letras maiusculas iguais, ndo diferem significativamente entre si pelo
teste Scott-Knott, a 5% de significancia para germinagéo de C. ternatea.

Germinacao (%) com 4 Dias Germinacéo (%) com 7 Dias

Sementes
Solugao Intacta Escarificada Intacta Escarificada
Hidropriming 0+ 0.00 Aa 16 + 0.63 Ba 28 +0.32 Bb 74 +1.22 Aa
Nanopriming 0+ 0.00 Ab 44 + 0.20 Aa 44 + 0.86 Ab 74 +0.73 Aa

VG Plantulas normais (%0)

Sementes

Solugdo Intacta Escarificada Intacta Escarificada

Hidropriming 0.20+0.03Bb  0.92 +0.08 Ba 14 + 0.40 Aa 24 + 0.93 Ba
Nanopriming 0.46+0.05Ab 1.89+0.03 Aa 12+ 0.37 Ab 44 + 0.58 Aa

Fonte: Da autora (2023)

Na segunda contagem, aos 7 dias, as sementes intactas germinaram e teve diferenca
entre os tratamentos, obtendo uma maior germinacao (44%) em sementes tratadas com 200 mg
LT MWCNT. Ja as sementes escarificadas ndo houve diferenca entre os tratamentos,
apresentando uma média de 74% de germinacao.

O indice de velocidade de germinacdo para sementes escarificadas e tratadas com 200
mg Lt MWCNT foi 0 maior que os demais tratamentos. Sementes escarificadas e que passaram
pelo nanopriming 200 mg L* MWCNT tiveram maior porcentagem (Tabela 6).

No geral, este resultado indica que a semente quando escarificada e exposta ao
nanopriming (200 mg L) é capaz de alcancar uma rapida germinagédo (IVG) de sementes de
C. ternatea.

Na cultura da ervilha (Pisum sativum), foi observado que o nanopriming utilizando
MWCNT (0,75-2,0 mg mL™1) causa danos parciais a camada cerosa do tegumento da semente,
que contribui para aumentar a capacidade de absorcdo de agua pela semente, melhorando a

germinacdo, o desenvolvimento radicular e parte aérea (LIANG et al., 2023).
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Em sementes de Alnus subcordata, uma espécie nativa do Ird, utilizando a técnica do
nanopriming com MWCNT (100 mg L™ elevou o potencial de germinagdo das sementes em
varios niveis de estresse hidrico, evidenciando a capacidade do MWCNT em permitir a entrada
de 4gua na semente mesmo em condic¢des de escassez (RAHIMI et al., 2016).

As plantulas originadas das sementes intactas em relacdo as escarificadas ndo teve
diferenga nos parametros avaliados quando embebidas em agua (H20), com exce¢do do nimero
e comprimento de raizes secundarias, sendo as escarificadas o melhor resultado, com pelo
menos 4 raizes secundaria por plantula, medindo em média 0, 93 cm de comprimento.

Quanto ao tratamento utilizando 200 mg L™, teve diferenca no tamanho do hipocétilo,
sendo as sementes escarificadas com comprimento de hipocotilo 3,85 cm em relacdo a semente
intacta com 2,14 cm. O tamanho total das escarificadas foi superior (6,58 cm) em comparacédo
com a semente bruta, assim como o nimero e comprimento de raizes secundarias.

Pode-se dizer que o melhor tratamento neste experimento é quando as sementes séo
escarificadas e condicionadas com 200 mg L™ MWCNT, tendo um maior desenvolvimento de
plantulas normais com resultados expressivos no comprimento do hipocétilo, tamanho total,

maior niUmero e comprimento de raizes secundarias (Figura 11).
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Figura 11 — Pardmetros morfoldgicos de plantulas normais de sementes intactas e escarificadas
submetidas ao Hidropriming e Nanopriming. Em cada tratamento, médias
precedidas das mesmas letras maiuscula, e em cada tipo de semente (intacta ou
escarificada), médias seguidas por letras mindculas iguais, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de significancia para
germinacéo de C. ternatea.
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Nanoparticulas de prata (AgNPs) originadas da sintese verde através do extrato de
folhas de Citrus hystrix foi utilizada no nanopriming de sementes envelhecidas de arroz. As
sementes tratadas com AgNPs a 5 e 10 ppm apresentaram um aumento significativo tanto na
germinacdo quanto no vigor das plantulas, em comparacdo com o tratamento hidropriming
convencional e testemunha (MAHAKHAM et al., 2017; KATOCH et al., 2022).
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Observando o grafico AVD (Figura 12) obtidos pelo Biospeckle, no tratamento onde a
semente intacta (SI) e submetida ao hidropriming, tem-se uma movimentagdo mediana de
fluidos na regido proxima ao embrido, isto demonstra uma penetracdo lenta da agua, além de
pouco desenvolvimento celular na regido. Comparando com o IVG (0,20) e germinacao (28%)
aos 7 dias, isto se confirma, uma vez que hd uma lenta penetracdo de 4gua a semente leva um
maior tempo para sair da fase 1 entrar na fase 2 do processo de germinacgdo, com isto tem um

atraso no desenvolvimento, ocasionando em porcentagem baixa na germinacao.

Quando a semente é escarificada (SE) e submetida ao hidropriming (Figura 12) a
penetracdo de agua ocorre de maneira muito mais rapida, visto que o tegumento € hidrofdébico
e dificulta a entrada da agua. Pode-se se observar no grafico AVD, uma movimentacdo de
fluidos mais alta principalmente na regido do embrido e onde iréd surgir a raiz primaria, além
disto € possivel observar um maior desenvolvimento do embrido, que caracteriza uma inducgéo
para a fase 2 (inducdo do crescimento). Os dados do IVG (0,92) e % Germinacdo aos 7 dias
(74%) confirma a penetracdo mais efetiva da agua quando a semente é escarificada, que

ocasionou uma germinagdo mais rapida e homogénea das sementes.

Quando a semente intacta é exposta ao nanopriming (200 mg L* MWCNT) (Figura 12),
observa-se uma atividade mais alta em relacdo quando € tratada somente com agua, isto pode
indicar a presenca do MWCNT no interior da semente, bem como que tenha acontecido uma
interacdo com o tegumento e que permitiu uma entrada de &gua no interior da semente. O
grafico AVD mede a movimentacdo de fluidos, entdo ndo ha como aferir de forma precisa a
presenca do MWCNT, no entanto, o nanopriming resultou em um IVG (0,46) e germinacao
(44%) aos 7 dias comparados ao hidropriming, indicando que ha uma diferenca entre sementes
intactas, ou seja, a presenca do MWCNT permitiu uma melhora mesmo que discreta nos

parametros germinativos da semente.

Quando a semente escarificada e exposta ao nanopriming (MWCNT 200 mg LY (Figura
12), e possivel identificar uma movimentacdo de fluidos intensa na parte do embrido, bem
semelhante ao que ocorre quando escarificada e embebida em agua. O IVG (1.89) é 0 mais
expressivo de todos os tratamentos, ou seja, a semente germina com maior facilidade e
velocidade neste tratamento, porém a germinagdo (74%) aos 7 dias é similar a semente
escarificada e embebida com &gua. Isto quer dizer que, a presenca do MWCNT de certa forma
melhora a velocidade da germinacdo, mas o que efetivamente melhora a porcentagem de

germinacao € a escarifica¢do, podendo afirmar que sdo processos independentes.
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Figura 12 — Gréficos tridimensional AVD comparando as sementes intactas e escarificadas que
passaram pelos tratamentos de hidropriming (agua) e nanopriming (MWCNT 200

Semente intacta

Semente escarificada

mg LY).

Hidropriming

GRAPHIC AVD

GRAPHIC AVD

Nanopriming (200 mg L)

GRAPHIC AVD

100 200 300 400 500

GRAPHIC AVD

Fonte: Da autora (2023)

Em um estudo que utilizou o Biospeckle como uma ferramenta potencial para analisar

o efeito do priming em sementes de Cicer arietinum (grdo-de-bico), observou que o

equipamento possui vantagens com destaque na proposta incluem sua rapida velocidade de

operacdo, extrema simplicidade, baixo custo, exigéncia de menor nimero de componentes,

algoritmos simples. Além disto, confirmou que o hidrocondicionamento por 24 horas e 0

condicionamento quimico com KNOs na concentragdo de 1%, é eficaz para melhorar as

caracteristicas gerais de germinagdo de sementes de grao-de-bico (SINGH, 2021).
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Os resultados mostraram que o nanopriming com MWCNT melhorou
significativamente a germinacdo das sementes, e o biospeckle foi uma ferramenta importante
para monitorar essa melhora. Com essa técnica, foi possivel detectar alteragdes no fluxo de
fluidos nas sementes, o que indicou que 0 MWCNT teve um efeito positivo na germinacdo e

desenvolvimento das plantulas de C. ternatea.

5.5 Experimento 4 — Exposi¢ao cronica de sementes de C. ternatea

ApoOs a separacdo das sementes intactas e escarificadas, foram submetidas ao teste de
germinacdo com papel embebido com determinadas concentragcfes de cada tratamento e apos 4
dias foi constatado que o tratamento com Sl e expostas a 200 mg L MWCNT obteve 30% de
germinacéo, e nenhuma germinada na testemunha (H20) e no 800 mg L* MWCNT. As
sementes escarificadas tiveram um IVG muito maior que em relacdo as sementes intactas e
alcancaram 70% de germinacéo na testemunha, e 90% nos tratamentos com 200 e 800 mg L™
MWCNT. As sementes intactas em todos os tratamentos tiveram as menores porcentagens de
germinacao aos 4 dias de germinacao e aos 7 dias os melhores resultados foram observados em
sementes escarificadas incluindo a testemunha.

Na contagem final, a porcentagem de plantulas normais se manteve alta para as
escarificadas e teve uma baixa para as sementes intactas. Mesmo tendo diferenca estatistica
entre os tratamentos, pode se dizer que biologicamente os tratamentos tiveram 0 mesmo efeito
na germinacdo. Em ambas as concentracbes de MWCNT avaliadas, demonstrou porcentagem
de germinacdo de 90% de plantulas normais, o que indica que as sementes escarificadas quando

em contato crénico com MWCNT tem uma melhor germinacéo (Tabela 7).
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Tabela 7 — Pardmetros germinativos e plantulas normais. Em cada linha, médias precedidas das
mesmas letras minusculas, e em cada coluna, médias seguidas por letras maiusculas
iguais, ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de
significancia para germinacao de C. ternatea.

Germinacao (%) com 4 Dias Germinacéo (%) com 7 Dias
Sementes
Solucéo Intacta Escarificada Intacta Escarificada
H20 0+0.20 Ab 50 + 1.32 Ba 10 + 0.58 Ab 70 +1.22 Aa
200 mg L-t 30+0.37 Ab 70 + 0.60 Aa 35+0.81 Ab 90 +0.73 Aa
MWCNT
800 mg L-t 0 +0.00 Ab 80 + 0.87 Aa 10 + 0.45 Ab 90 + 0.49 Aa
MWCNT
IVG Plantulas normais (%0)
Sementes
Solucéo Intacta Escarificada Intacta Escarificada
H20 0.22+0.09Ab 245+0.48Ba 20 + 0.51 Ab 70 + 0.93 Aa
200 mg L-t 0.64+0.12Ab  2.86+0.21 Aa 20 + 0.89 Ab 90 + 0.58 Aa
MWCNT
800 mg L-t 0.14+0.06 Ab  3.11+0.27 Aa 10+ 0.37 Ab 90 +0.57 Aa
MWCNT

Fonte: Da autora (2023)

Em um experimento foi investigado o efeito da exposi¢éo a longo prazo de nanotubo de
carbono de paredes multiplas (MWCNT) funcionalizados com acido carboxilico no
crescimento das culturas de cevada, soja e milho em condic¢Bes de cultivo hidropdnico. A
concentragéo utilizada foi de 50 mg mL™ e apds 20 semanas nio foram observados efeitos
toxicos significativos no desenvolvimento das plantas. Os resultados apontam mudancas
fenotipicas positivas, como o aumento da fotossintese, maior nimero de raizes e crescimento
aéreo, confirmando ser um potencial na para uso na hidroponia (LAHIANI et al., 2018).

Observando as sementes intactas em relacdo aos tratamentos, obteve melhor resultado
quando utilizado a concentragdo de 200 mg L™, tendo maior comprimento de hipocotilo, raiz
primaria, tamanho total, nimero e comprimento de raizes secundérias, em comparagdo com a

testemunha (H20) e a concentragdo de 800 mg L. J4 quando séo escarificadas, o tamanho da
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raiz primaria, tamanho total, nimero e raizes secundarias € melhor quando exposto ao MWCNT
em ambas concentracdes (200 e 800mg L™) em relagdo a testemunha. Quanto a razio raiz
primaria/hipocotilo ndo teve diferenca entre os tratamentos (Figura 13).

Figura 13 — Parametros morfoldgicos de plantulas normais em sementes intactas e escarificadas
sob condicdo de exposicdo cronica de 10 dias. Em cada tratamento, médias
precedidas das mesmas letras maiuscula, e em cada tipo de semente (intacta ou
escarificada), médias seguidas por letras mindculas iguais, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste Scott-Knott, a 5% de significancia para
germinacéo de C. ternatea.
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As sementes escarificadas e embebidas com agua (H-0) tiveram os melhores resultados
em relacdo as sementes intactas nos parametros de comprimento do hipocétilo, tamanho total e
numero de raizes secundarias. Em relagdo a concentragdo de 200 mg L™, as sementes
escarificadas tiveram maior nimero e comprimento de raizes secundarias, 0s outros parametros
ndo se diferenciaram. Ja a concentracdo de 800 mg L™ quando escarificadas, teve melhor
resultado em relagdo as sementes intactas no tamanho do hipocotilo, comprimento da raiz
primaria, tamanho total, nimero e comprimento de raizes secundarias, demonstrando que néao
houve um efeito toxico nos parametros de crescimento das plantulas e pelo contrario, melhorou
0 desenvolvimento radicular na maior concentragdo de MWCNT (Figura 10).

A medida que a aplicacdo dos nanotubos de carbono (NTCs) se intensificam na
agricultura, sua presenca no meio ambiente e nos ecossistemas torna-se inevitavel, e as plantas
assumem o papel de principais produtores primarios. Entender o efeito toxico do NTC nas
plantas é imprescindivel, mas para sua compreensdo exige andlises complexas a nivel
molecular. Na espécie Arabidopsis thaliana, da familia Brassicaceae, foi investigado o efeito
de altas concentracGes de MWCNT. Os resultados sugerem que o alongamento radicular e foliar
foram inibidos de forma severa, gerando altos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs),

indicando que 0o MWCNT causou estresse oxidativo na planta (YANG et al., 2021).

Figura 10 — Plantulas normais referentes ao experimento de exposicao cronica.

SI+ Papel com SI + Papel com

(SE) + Papel H20 NTC 200 mg L-! SE + Papel com NTC NTC 800 mg L-! SE + Papel com NTC
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Fonte: Da autora (2023)
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Resultados opostos foram obtidos por Stampoulis et al. (2009) que relataram uma
reducdo de 60% na biomassa de abobrinha ap6s 15 dias de exposicdo a MWCNT na
concentracéo de 1000 mg L em condices hidroponicas, considerado uma toxidez moderada
do produto com a espécie.

Vale ressaltar que o tempo de exposicdo das plantulas com o MWCNT embebido no
papel foi relativamente curto, comparado a outros experimentos em condic¢des hidropdnicas
como discutido anteriormente. Toda via, os resultados das plantulas neste experimento sao
promissores em questdo de desenvolvimento de raizes e parte aérea, desta forma, estudos
futuros buscando aplicacdo do MWCNT na fase de muda é interessante do ponto de vista
fitotécnico para observar se ha incremento no desenvolvimento das plantas de C. ternatea.

6 CONCLUSAO

No primeiro experimento, o tratamento com concentracdo de MWCNT 200 mg L™
resultou no melhor desenvolvimento das plantulas, embora a porcentagem de germinacao tenha
sido relativamente baixa. I1sso sugere que 0 MWCNT pode ter influéncia na germinacao de

sementes de C. ternatea, mas ndo superou completamente a dorméncia.

A escarificacdo mecanica melhorou o potencial germinativo, mas a porcentagem de
plantulas normais foi baixa em todos os tratamentos. A técnica do hidropriming e nanopriming
utilizadas em sementes escarificadas influenciou no incremento germinativo, e melhorou

significativamente os parametros de plantulas normais na concentracdo de MWCNT 200 mg L
1

A exposicdo cronica a0 MWCNT durante a germinagdo ndo mostrou sinais de
toxicidade. Em geral, a escarificacdo mecanica seguida de embebicdo em agua por 24 horas €
capaz de melhorar a germinacédo de sementes de C. ternatea, enquanto a presenca de MWCNT

contribui para o desenvolvimento inicial das plantulas.

Esses resultados indicam o potencial do uso de nanoparticulas na germinacdo e no

desenvolvimento de plantas saudaveis e produtivas.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Como toda nova tecnologia utilizada na agricultura a investigagdo quanto a seu uso deve

ser complexa e com caracter multidisciplinar. Nesta dissertacao, foram obtidos dados primarios
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para esclarecimento prévio sobre a agdo do nanotubo de carbono na resolugcdo de um problema
recorrente na especie C. ternatea, relacionado a baixa germinacdo de sementes.

Estudos utilizando MWCNT como reguladores de crescimento na fase de muda devem
ser investigados para observar o impacto no metabolismo vegetal, afim de analisar o risco de

Orgdos vegetais com possivel caracter nocivo para 0 consumo humano.

A quantificacdo do MWCNT nos tecidos vegetais é uma futura analise a ser realizada,
bem como a exposi¢do continua do MWCNT para observar os pardmetros fitotécnicos da

espécie no estadio reprodutivo.
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