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RESUMO

A batata-doce ([pomea batatas L.) é uma hortalica tuberosa da familia Convolvulaceae, com
grande importancia para pequenos produtores. Pode ser facilmente cultivada em condigdes
controladas, com crescimento rapido e manipulagdo simples, se tornando uma excelente ferramenta
para pesquisa. Insumos e defensivos quimicos sintéticos foram responsaveis pela evolu¢ao da
agricultura a qual temos conhecimento. Os bioinsumos e a nanotecnologia se apresentam como
estratégias inovadoras que podem complementar os manejos atuais, gerando economia, resultados
satisfatorios e sustentabilidade. Objetivou-se investigar a utilizagdo/integracdo entre
microrganismos € nanomateriais no crescimento e nutricao de batata-doce in vitro. Realizou-se a
ativacdo do microrganismo promotor de crescimento (Gluconacetobacter diazotrophicus), a
sintese de nanoparticulas pelo microrganismo e a inoculagdo em batata-doce in vitro, para verificar
o efeito da bactéria, das nanoparticulas e da interagdo da bactéria com a nanoparticula no
crescimento e na nutricdo das plantas. A interacdo entre a bactéria e a planta foi negativa em todas
as condigdes avaliadas. A utilizagdo de nanoparticulas ndo apresentou diferenga significativa em
relagdo aos controles no comprimento da parte aérea, de raiz € na massa seca, diferente da absor¢ao
de nutrientes, que foi equivalente aos controles com zinco (Zn) e cobre (Cu). Os tratamentos nao
se mostraram eficientes no que diz respeito ao conteido de pigmentos fotossintéticos (clorofila
total e carotenoides). A bactéria G. diazotrophicus se mostrou promissora como matriz para a
producdo de nanoparticulas de Zn e Cu de forma sustentavel. A utilizagdo da bactéria G
diazotrophicus nao foi uma boa alternativa para utilizagdo in vitro nas condigdes testadas. A
utilizagdo in vitro de nanoparticulas de Zn, Cu e do compdsito Zn/Cu biossintetizadas se apresenta
como uma alternativa a ser mais bem compreendida para futuras aplicacdes.

Palavras-chave: Cultura de tecidos. Ipomea batatas L.. Nanotecnologia. Microrganismos
promotores de crescimento.



ABSTRACT

Sweet potato (lpomoea batatas L.) is a tuberous vegetable of the family Convolvulaceae and is of
great importance to smallholder farmers. It can be easily cultivated under controlled conditions,
with rapid growth and simple handling, making it an excellent model for research. Synthetic
chemical inputs and pesticides have driven the development of modern agriculture as we know it.
Bioinputs and nanotechnology have emerged as innovative strategies that can complement current
management practices, promoting cost savings, satisfactory outcomes, and sustainability. The
objective of this study was to investigate the use and integration of microorganisms and
nanomaterials in the in vitrogrowth and nutrition of sweet potato. The plant growth—promoting
microorganism (Gluconacetobacter diazotrophicus) was activated, nanoparticles were synthesized
by the microorganism, and in vitro sweet potato cultures were inoculated to assess the effects of
the bacterium, the nanoparticles, and the interaction between the bacterium and the nanoparticles
on plant growth and nutrition. The interaction between the bacterium and the plant was negative
under all conditions evaluated. The use of nanoparticles showed no significant differences
compared with the controls in shoot length, root length, or dry mass; however, nutrient uptake was
equivalent to that observed in the zinc (Zn) and copper (Cu) control treatments. The treatments
were not effective in terms of photosynthetic pigment content (total chlorophyll and carotenoids).
The bacterium G. diazotrophicus proved promising as a matrix for the sustainable production of
Zn and Cu nanoparticles. However, the use of G. diazotrophicus was not a suitable alternative
for in vitro application under the conditions tested. The in vitro use of biosynthesized Zn, Cu, and
Zn/Cu composite nanoparticles appears to be an approach that warrants further investigation for
future applications.

Keywords: Tissue culture. Ipomea batatas L. Nanotechnology. Growth-promoting
microorganisms



INDICADORES DE IMPACTOS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o uso de bactéria promotora de crescimento vegetal
na biossintese de bionanoparticulas de Zn e Cu e do bionanocompésito de Zn/Cu, bem como os
efeitos das nanoparticulas como nanofertilizantes além dos efeitos da bactéria Gluconacetobacter
diazotrophicus no crescimento de batata-doce ([pomoea batatas L.) in vitro, contribuindo para a
geracdo de conhecimento cientifico aplicado as dreas de biotecnologia, nanotecnologia e
crescimento vegetal. Os resultados obtidos indicam impactos tecnologicos e ambientais relevantes,
ao demonstrar a viabilidade da sintese bioldgica de nanoparticulas como alternativa a rotas fisicas
e quimicas convencionais, reduzindo o uso de reagentes toxicos, o consumo energético € a geracao
de residuos. Considerando os impactos tecnoldgicos, o estudo contribui para o avango de
estratégias inovadoras para producdo e utilizagao de nanofertilizantes e bioinsumos, com potencial
aplicagdo em sistemas de produ¢do vegetal, tornando-os mais sustentaveis com o menor uso de
fertilizantes convencionais, reduzindo custos e aumentando a produtividade. Os impactos
econdmicos sdo potenciais na redugdo da utilizagdo de fertilizantes convencionas, além da adocao
de processos biologicos para a sintese de nanoparticulas pode reduzir custos de producdo e agregar
valor a tecnologias nacionais voltadas ao setor agroindustrial, beneficiando, em médio e longo
prazo, produtores rurais e cadeias produtivas associadas. Sob a perspectiva ambiental e social os
impactos se relacionam com a utilizagdo racional de insumos, além da diminui¢do da exposicao
humana a produtos convencionais que podem trazer risco a saide humana. Esta pesquisa mantém
um carater extensionista, envolvendo a participacdo de docentes, técnicos e alunos da pos-
graduacgdo de diferentes areas da UFLA, oferecendo uma solucgao inovadora para o setor agricola e
ambiental, beneficiando diretamente produtores rurais, industrias de fertilizantes e a sociedade. O
trabalho se enquadra, principalmente, nas areas tematicas de extensdo “Meio Ambiente” e
“Tecnologia e Producdo”, ao desenvolver fertilizantes inovadores e bioinsumos, conforme a
Politica Nacional de Extensdo Universitaria, e apresenta alinhamento com os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel da ONU, especialmente os ODS 2 (Fome Zero e Agricultura
Sustentavel), 9 (Industria, Inovagao e Infraestrutura), 12 (Consumo e Produ¢do Responsaveis) e 13
(Ac¢ao contra a Mudanca Global do Clima). Embora desenvolvido em ambiente laboratorial, os
impactos gerados possuem carater potencial e indireto, com possibilidade de desdobramentos
futuros em agdes extensionistas, transferéncia de tecnologia e aplicagdes em escala produtiva,
contribuindo para a sociedade e para o desenvolvimento cientifico e tecnologico nacional.



IMPACT INDICATORS

The present study aimed to evaluate the use of a plant growth—promoting bacterium in the
biosynthesis of Zn and Cu bionanoparticles and a Zn/Cu bionanocomposite, as well as the effects
of these nanoparticles as nanofertilizers, in addition to the effects of the
bacterium Gluconacetobacter diazotrophicus on the in vitro growth of sweet potato (lpomoea
batatas L.), thereby contributing to the generation of applied scientific knowledge in the fields of
biotechnology, nanotechnology, and plant growth. The results obtained indicate relevant
technological and environmental impacts by demonstrating the feasibility of biological
nanoparticle synthesis as an alternative to conventional physical and chemical routes, reducing the
use of toxic reagents, energy consumption, and waste generation. From a technological standpoint,
the study contributes to the advancement of innovative strategies for the production and use of
nanofertilizers and bioinputs, with potential application in plant production systems, making them
more sustainable through reduced use of conventional fertilizers, lower costs, and increased
productivity. Potential economic impacts include the reduction in the use of conventional
fertilizers, as well as the adoption of biological processes for nanoparticle synthesis, which may
reduce production costs and add value to national technologies aimed at the agroindustrial sector,
benefiting, in the medium and long term, rural producers and associated production chains. From
an environmental and social perspective, the impacts are related to the rational use of inputs and
the reduced human exposure to conventional products that may pose risks to human health. This
research maintains an extension-oriented character, involving the participation of faculty members,
technical staff, and graduate students from different areas at UFLA, offering an innovative solution
for the agricultural and environmental sectors and directly benefiting rural producers, fertilizer
industries, and society. The study is primarily aligned with the extension thematic areas of
“Environment” and “Technology and Production,” as defined by the National Policy for University
Extension, through the development of innovative fertilizers and bioinputs. It is also aligned with
the United Nations Sustainable Development Goals (SDGs), particularly SDG 2 (Zero Hunger and
Sustainable Agriculture), SDG 9 (Industry, Innovation and Infrastructure), SDG 12 (Responsible
Consumption and Production), and SDG 13 (Climate Action). Although developed in a laboratory
environment, the impacts generated are potential and indirect, with the possibility of future
developments in extension activities, technology transfer, and applications at a productive scale,
thereby contributing to society and to national scientific and technological development.
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Abstract

Agriculture as we know it today has been made possible by the modernization of management
practices and technological advances in agricultural inputs. However, the excessive, continuous,
and inappropriate use of these inputs has led to nutrient loss, negatively affecting the ecosystem
and human health. Population growth and climate change have driven the search for alternative
technologies that increase crop productivity and reduce environmental impacts. Nanotechnology
has emerged as a promising tool in agriculture, promoting better nutrient supply, controlled
fertilizer release, and greater application and absorption efficiency. Nanofertilizers contribute to
increasing crop yields, reducing nutrient losses, and promoting sustainability. This review aims to
explore the current literature on nanofertilizers, their properties, synthesis methods, absorption and
transport mechanisms, and the interaction between soil and microbiota. It provides an assessment
of their agronomic benefits and potential environmental risks. In addition, we present a
bibliometric analysis that identifies global trends in the scientific literature focused on
nanofertilizers. This study highlights recent advancement and the existing perspective on
nanofertilizers, while emphasizing the need for regulatory frameworks and long-term field
evaluations to ensure their safe and effective implementation in agriculture.

Keywords: Nanomaterials, nutrient use efficiency, green synthesis, soil health, environmental
risk
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1. Introduction

With global population growth, the pursuit of efficient and sustainable agriculture has
become a pressing reality worldwide. Furthermore, climate change has driven the search for
technologies and management alternatives that enhance crop productivity while reducing
environmental impact. The adverse conditions to which plants have increasingly been exposed,
such as drought, heat, high light intensity, and salinity resulting from climate change, can interact
and negatively affect plant performance, even if the impact of each condition individually is
negligible'. In addition, Ishfaq et al.? stated that under environmental stress conditions, such as heat
and drought, the uptake and subsequent utilization of nutrients from the soil via the roots may be
impaired. These unusual circumstances demand efficient, whether established or innovative,
strategies for supplying nutrients to plants.

Modern agriculture, as it is known today, has only become possible through the advancement
of management practices and technological evolution of agricultural inputs. Chemical pesticides,
fertilizers, inoculants, high-yield genetically modified varieties, machinery, and implements have
served as the foundation for the development of monoculture-based agricultural systems.
However, the excessive, continuous, and often improper use of these inputs has negatively
impacted ecosystems and consumer health*. Conventional fertilizers are particularly inefficient; up
to 50-70% of the applied nitrogen can be lost through volatilization, leaching, and runoff >,
contributing to eutrophication and soil degradation. With growing reliance on synthetic chemical
inputs, agricultural systems have become increasingly specialized and simplified, leading to a
reduction in the complexity of natural ecological interactions>.

In the search for sustainable and economically viable agricultural management solutions,
nanotechnology has emerged as a promising alternative®. This scientific and technological field,
characterized by its multidisciplinary nature, involves the understanding, synthesis, control,
manipulation, and application of materials at the nanoscale level. Nanomaterials are generally
classified according to their morphology, dimensions, and chemical compositions. Based on their
dimensions, a nanomaterial must have at least one of its three spatial dimensions (length, width, or
height) within a nanometer scale (10 x m)’. Depending on these dimensional attributes, a

nanostructure is categorized as 0D, 1D, 2D, or 3D, based on the dimension(s) of the material that
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are not within the nanoscale’. Accordingly, 0D nanomaterials possess all dimensions at the
nanoscale and are referred to as NPs; 1D nanomaterials have one dimension—typically length—at
the macroscale and include nanofibers, nanotubes, or nanowires; 2D nanomaterials have two
dimensions—Ilength and width—at the macroscale, forming structures known as nanosheets; and
3D nanomaterials are composed of assembled 0D, 1D, and/or 2D nanostructures, resulting in

porous 3D architectures with dimensions at the macroscale’ (Figure 1).

A B C /'wonm D
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Figure 1.Classification of nanomaterials according to their dimensions - length, height, and width:
(A) Zero-dimension - 0D, (B) One-dimension - 1D, (C) Two-dimension - 2D, and (D) Three-
dimension - 3D.

The morphological diversity of nanostructures available for the configuration of chemical
elements, molecules, and complex biochemical structures enables a wide range of applications in
nanotechnology. In agriculture, nanotechnology has the potential to enhance conventional plant
production systems through the controlled release of agrochemicals such as fertilizers, pesticides,
and herbicides, ensuring precise and environmentally safe application and increasing resistance to
abiotic stresses®. These improvements directly affect soil quality and lead to reduced water and
energy consumption, resulting in more sustainable agricultural systems’ 2.

NPs can be used as nanofertilizers, either incorporated into, or applied as coatings on

13,14

conventional fertilizers'>'*. Nanofibers and nanosheets may be employed to encapsulate

conventional agrochemicals, enabling their slow release!>!”

, Whereas porous nanomaterials
facilitate the controlled delivery of agrochemicals, moisture retention, and UV protection'®!°. The

use of nanofertilizers effectively contributes to improved production quality, increased nutrient
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uptake efficiency, reduced costs, and minimized negative impacts on soil and water resources?’.

For instance, nano-NPK formulations have demonstrated up to 25% higher nutrient use efficiency
than conventional fertilizers in lettuce and maize trials*!*2. The selection of nanostructure types,
application methods, and appropriate dosages for specific management practices are essential to
achieve these outcomes.

A bibliometric analysis was conducted using the Web of Science Core Collection to better
understand how these challenges have been addressed in the scientific literature (Supporting
[nformation). The search was conducted in All Fields using the terms “nanofertilizer and nutrients”
for the period from 2015 to 2025. A total of 181 peer-reviewed articles published over the
mentioned period were analyzed using VOSviewer software. The co-occurrence network of author
keywords revealed three major thematic clusters (Figure 2): (1) agronomic applications and
nutrient management (green); (2) nanomaterials and application strategies (red); and (3) biological
and environmental effects (blue). This thematic structure highlights the fragmented nature of the
current research and underscores the need for integrated approaches that align scientific, policy,
and industrial agendas.
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Figure 2. Co-occurrence network of author keywords from 421 articles on nanofertilizers in
agriculture (2015-2025) based on data from the Web of Science Core Collection. The map was
generated using VOSviewer with fractional counting and a minimum threshold of fi
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management (green); (2) nanomaterials and application strategies (red); and (3) biological and
environmental effects (blue). The node size represents the frequency of each keyword, and the line
thickness indicates the strength of the co-occurrence links between terms.

This review aims to provide a comprehensive overview of the current state of research on
nanofertilizer by examining the main characteristics that distinguish them from conventional
fertilizerstheir, their properties, synthesis methods, mechanisms of absorption and transport,
interactions with microorganisms and soil structure, as well as their agronomic benefits and
challenges. In addition, we critically analyze the potential environmental risks, long-term
uncertainties, and regulatory issues associated with the widespread use of nanomaterials in
agriculture. A bibliometric analysis is presented to identify major publication trends and highlight
the most recent advancements in the application of nanofetilizer to plant nutrition. By integrating
these perspectives, this work seeks not only to consolidate and synthesize the existing body of
knowledge but also to highlight the current research gaps that limit the application of nanofertilizers
into sustainable agricultural practices. In particular, the review identifies critical priorities such as
understanding long-term soil-plant-microbe interactions, evaluating the environmental fate of
nanomaterials under field conditions, and developing standardized regulatory frameworks. Finally,
this synthesis provides a roadmap for future investigations and helps align ongoing research with

the broader goals of agricultural sustainability and global food security.

2. Nanomaterial Integration for Fertilizer Formulations

2.1. Concepts of Nanofertilizers

Nanofertilizers are macro- and micronutrients that can be delivered to plants as particles or
emulsions organized into structures or layers at the nanometric scale. These may include nutrients
encapsulated or coated with nanomaterials, as well as nutrients attached to nanoporous materials.
Such configurations can function as protectants and carriers, imparting distinct dispersion,
absorption, and translocation properties?>?*?°, Nanofertilizers can be classified according to plant
nutritional demands, such as macro- and micronutrient-based nanofertilizers, organic
24,25

nanofertilizers, hybrid nanofertilizers, carbon-based nanofertilizers, and nanobiofertilizers

Additionally, they may be categorized by the heterogeneity of their composition (monomeric or
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polymeric) and by their structural type (nanocapsules, nanocomposites, and nanodendrimers)?S.
This diversity allows nanofertilizers to be tailored to crop-specific nutritional needs and
environmental conditions>*?°.

One of the main advantages of nanofertilizers is their ability to minimize nutrient loss due to
leaching, volatilization, or immobilization, which are the common drawbacks of conventional
fertilizers. For instance, it is estimated that traditional formulations may lose up to 70—80% of the
applied nutrients, depending on soil and climate conditions?’. By contrast, nanofertilizers provide
a more targeted, stable, and efficient nutrient supply. Patil et al.?® eported yield increases above

20% in maize and wheat following foliar application of ZnO nanoparticles (NPs), along with

reduced nutrient runoff under field conditions.

2.2 Properties of Nanomaterials and Nanofertilizers

Defined by having at least one dimension equal to or smaller than 100 nm, NPs exhibit
distinct and enhanced physicochemical properties compared to their bulk counterparts, enabling

more efficient applications®-*.

Properties such as antioxidant and catalytic activity,
biocompatibility, permeability, structural attributes, and, most importantly, their nanoscale size
make NPs suitable for applications across various fields, including biomedicine, biosensors,
pharmaceuticals, and agriculture’®*!. Nanomaterials have a significantly higher surface-area-to-
volume (SA/V) ratio compared to their bulk forms, allowing a greater number of surface atoms to
be exposed and available for interaction, thereby greatly enhancing their reactivity with plant
systems*?. Figure 3 illustrates the effect of particle size on the SA/V ratio. As particle size

decreases, the SA/V ratio increases exponentially, leading to more reactive surfaces for nutrient

interactions and greater efficiency in uptake by plant roots and leaves.
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Figure 3.Comparison of the area-to-volume (SA/V) ratio of spherical particles of different
diameters. As the particle size decreased to the nanoscale, the SA/V ratio increased exponentially,
enhancing the chemical reactivity and interaction with plant tissues. T

The characteristics related to size, composition, and sensitivity confer nanofertilizers with
various modes of interaction with plants. These interactions enhance plant growth, promote
increases in fresh biomass, improve chlorophyll content, support metabolic activity, upregulate
antioxidant potential, and enhance the expression of stress-related genes®’. In a study applying
nanoencapsulated spermidine (an organic polyamine) to cabbage, Haghighi, Alviri, and Kappel**
observed a significant increase in the fresh weight of shoots and roots, a result attributed by the
authors to the role of polyamines in promoting cell division and expansion. For instance, hybrid
nanofertilizers composed of Zn and carbon dots have been shown to improve lettuce (Lactuca
sativa) growth by enhancing light capture and photosystem II repair®®. Nanoscale also prevents the
aggregation of otherwise unstable forms of nutrients. The basic units, molecules, or ionic
crystalline structures of conventional fertilizers such as urea, KCIl, or P.Os, despite having
molecular dimensions under 2 nm, can form aggregates during storage or in the soil, reducing their
efficiency. Encapsulation in nanostructures (e.g., polyurethane matrices) preserves the nanometric

scale and increases nutrient-use efficiency®®’.

Figure 4 compares the molecular and
nanoencapsulated forms of common fertilizers, illustrating how polymer coatings improve stability

and allow controlled nutrient release. These properties explain why nanofertilizers often show 20—
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30% higher nutrient use efficiency than their conventional counterparts®. Encapsulated fertilizers

have been shown to release nutrients over 10—14 days, reducing environmental losses by up to 60%

20, 39

compared with conventional fertilizers
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Figure 4.Comparison between conventional fertilizers and nanoencapsulated nutrient structures.
(A) Molecular units of potassium chloride (KCI), phosphorus pentoxide (P-0s), and urea (CO(NH-)
2) with dimensions smaller than 2 nm. (B) Aggregated P-Os forming unsta

2.3. Synthesis of Nanofertilizers

Nanofertilizers can be synthesized using top-down or bottom-up approaches. Top-down
methods involve breaking down bulk materials into nanoparticles using physical or mechanical
processes, often resulting in irregular particle sizes and high energy consumption*’. Bulk materials
are broken down through different techniques such as sonication*'***, ball milling**, pulse

44,45

discharge and laser ablation*®. Bottom-up techniques, however, use chemical or biological

processes to build nanoparticles from atomic or molecular precursors. Common methods include

4748 hydrothermal reactions*, co-precipitation®”, and electrochemical

sol-gel synthesis
deposition®®. While these methods provide better control over particle characteristics, they may
involve toxic solvents or energy-intensive steps®'. Green synthesis methods have gained traction

to address these issues.
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2.3.1. Green Synthesis

Green synthesis involves the use of biological organisms (e.g., plants, fungi, algae, and
bacteria) as natural reducing and stabilizing agents to produce nanoparticles. These methods align
with green chemistry principles by avoiding hazardous reagents and minimizing environmental

impacts®>33

. Bioactive compounds, such as flavonoids, phenolics, alkaloids, and proteins,
contribute to the reduction and stabilization of metal ions. For instance, extracts of Azadirachta
indica have been used to synthesize Zn NPs that enhance millet growth and antioxidant responses>*.
Among biological platforms, microalgae are particularly promising because of their high metabolic
productivity and ease of cultivation. Figure 5 summarizes the green synthesis routes and typical
stages of microalgae-mediated nanoparticle biosynthesis. Biosynthesis includes reduction,
nucleation, and stabilization phases, which are typically driven by cellular metabolites and
enzymes>>>%. Synthesis can occur extracellularly (on the cell wall surface) or intracellularly (within
the cytoplasm) depending on the organism and conditions”-*®. Parameters such as pH, temperature,
precursor concentration, and extract composition significantly affect the efficiency and properties

of synthesized nanomaterials®> %°. However, challenges remain in achieving reproducibility and

scalability in agricultural applications.

+
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Figure 5. Overview of green synthesis routes for nanoparticle production. (A) Examples of
bioactive compounds used in green synthesis, including phenolic compounds, alkaloids,
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flavonoids, and enzymes, extracted from plants, fungi, and bacteria. (B) Stages of micr algae-
mediated biosynthesis illustrating algal growth, metabolite extraction, nanoparticle formation, and
purification. These eco-friendly methods reduce energy consumption and avoid toxic by-products,
thus offering a sustainable alternative to conventional nanoparticle synthesis.

2.3.2. Nanoencapsulation

Nanoencapsulation is a strategic technique in the development of nanofertilizers, enabling
the controlled and site-specific release of nutrients. By encapsulating active ingredients, such as
nitrogen, phosphorus, or potassium, within nanostructured carriers, such as polymeric shells,
liposomes, or mineral matrices, this approach enhances nutrient use efficiency (NUE) while
reducing environmental losses?’. These nanoscale systems protect nutrients from degradation
processes, such as volatilization, leaching, and microbial transformation, and allow for their
gradual release in response to environmental stimuli, including soil moisture, temperature
fluctuations, and root exudates®!. Field trials demonstrated the potential of this technology. For
example, phosphorus pentoxide (P-Os) nanoencapsulated in polyurethane matrices resulted in a
70% reduction in phosphorus leaching compared with conventional superphosphate in rain-fed
maize systems>’. Similarly, chitosan-based nanofertilizer composed of copper (Cu) and salicylic
acid in maize seed treatment, exhibited significantly antifungal activity and increased grain yield
by 1.8-fold compared to the control®. These results reinforce the advantages of nanoencapsulation
for enhancing the stability and efficiency of nutrient formulations. Figure 3 illustrates the structural
contrasts between conventional fertilizers and nanoencapsulated formulations, emphasizing the
improved surface reactivity and functional stability of nanomaterials. Such structural advantages,
combined with the ability to fine-tune release kinetics and carrier composition, make

nanoencapsulation a central innovation in the advancement of next-generation fertilizers.
3. Mechanisms of action, development, and growth promotion in plants
3.1. Seed priming and treatment
The use of seeds with high physiological and sanitary qualities is essential to establish

productive crops capable of expressing their full genetic potential. Parameters such as vigor,

uniformity of emergence, and germination are closely associated with seed health and initial
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nutritional status. Seed treatment offers dual benefits: it protects against biotic and abiotic stressors,
while simultaneously providing essential nutrients that support early plant development®* %4, In the
seed priming technique, seeds undergo controlled hydration and are immersed in nanofertilizer
solutions. This process activates metabolic pathways linked to germination as nanofertilizers
penetrate the seed coat through aquaporins and initiate internal dispersion®. The resulting
stimulation of growth-promoting hormones, mitigation of reactive oxygen species (ROS)®, and
activation of antioxidant responses contribute to robust seedling establishment, even under adverse
environmental conditions. Furthermore, priming minimizes nutrient leaching and enhances uptake
efficiency, particularly in nutrient-deficient soils®’.

Nanofertilizer-based seed treatments also contribute to early defence activation and nutrient
mobilization®®. For example, a chitosan-based nanofertilizer containing copper and
nanoencapsulated salicylic acid increases the activity of phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and
polyphenol oxidase (PPO), enzymes involved in systemic resistance, while protecting maize plants

from post-flowering stalk rot®

. The same study reported a 1.6-fold increase in the vigor index ten
days after germination, driven by elevated a-amylase and protease activities. Similar outcomes
were observed when zinc-based nanoparticles synthesized using Calotropis procera extract were
applied to pearl millet (Pennisetum glaucum). Nanopimed seeds exhibit improved germination
rates, vigor index, biomass accumulation, and photosynthetic efficiency®*. Similarly, titanium
dioxide (Ti0:) nanoparticles, when combined with humic acid and applied to lettuce seeds,
enhanced antioxidant content and biomass, potentially by stimulating redox reactions that facilitate
respiration during germination®. Microorganism-mediated nanoparticle synthesis has also shown

promise. Batool et al.**

demonstrated that Enterococcus sp. SR9-mediated silver nanoparticles
(SR9AgNPs) enhanced germination, biomass, and physiological parameters in wheat, cucumber,
and tomato plants. Importantly, SRO9AgNPs at 100 ppm were confirmed to be nontoxic,
highlighting their potential for safe agricultural applications. These studies underscore the
synergistic potential of nanomaterials and plant-microbe interactions in promoting early growth

and defense responses.

3.2 Mechanism of soil/root absorption and transport
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Soil application remains the most common method of fertilizer delivery, including
nanofertilizers. Once in the soil matrix, nanofertilizers dissolve in water and are absorbed at the
root tip or through root hair, often via aquaporin-mediated transport or endocytosis®. After
reaching the xylem, nanoparticles are translocated throughout the plant, rapidly improving their
nutritional status®”.

The root surface, which bears a net negative charge owing to mucilage secretion and the
activity of root hairs, attracts positively charged nanoparticles, thereby facilitating uptake. This
process is especially efficient in young tissues where the epidermis and root hairs are not fully
developed. Once in contact with the root surface, nanoparticles can enter via multiple mechanisms,
including ionic exchange, protein-ligand interactions, endocytosis, or passive diffusion’®"!.
Encapsulated nutrients benefit from a higher absorption efficiency and enhance enzymatic activity,
including catalase and peroxidase stimulation’?. The efficiency of root uptake is influenced by the
particle size. For example, Chen et al.”> demonstrated the uptake of 40 nm ZnO nanoparticles in
rice seedlings, showing their presence in the root cortex and elongation zones. Similar findings in
maize have confirmed translocation from roots to shoots’*.

Nanoparticles may follow two principal transport pathways after entering the root system. In
the apoplastic route, they move between the cell walls and the plasma membrane, potentially
reaching the endodermis unless blocked by the Casparian strip. Alternatively, in the symplastic
pathway, transport occurs through the plasmodesmata, allowing passage from cell to cell and

facilitating a broader systemic distribution (Figure 6B).

3.3. Mechanism of foliar absorption and transport

Foliar fertilization offers a complementary strategy to soil fertilization and is particularly
valuable under stress conditions or during periods of high nutrient demand. It allows for rapid
correction of micronutrient deficiencies while avoiding soil-based nutrient imbalances’>?.
Nanoparticles applied via foliar spraying function as micronutrient sources, biostimulants, or
protective agents. Their reduced size enables absorption through stomata, cuticular fissures,
aqueous pores, trichomes, and ectodesmata. Once absorbed, nanoparticles are transported via
diffusion and mass flow through the apoplast and symplast (Figure 6A), eventually reaching target

tissues, such as roots, flowers, and fruits’®7’!.
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The efficiency of foliar uptake is highly dependent on the nanoparticle size and charge. While
stomatal openings can accommodate particles up to 50 nm, the foliar cuticle is far more selective,
admitting particles only in the 0.6-4.8 nm range’’. Studies using Lactuca sativa and Solanum

lycopersicum have confirmed the presence of Ag and Zn nanoparticles in the mesophyll tissues and

78,79

vascular bundles following foliar application Environmental variables such as light,

temperature, and humidity also affect foliar uptake. High temperatures may cause epidermal
contraction, whereas low humidity can induce stomatal closure, thereby limiting absorption. In

contrast, high relative humidity enhances uptake by reducing osmotic potential, and high light

80,81

intensity may increase stomatal opening, further facilitating absorption Precipitation

immediately after application can reduce foliar absorption by washing off nanoparticles from the
leaf surface®?.

Foliar Application and Transportation Soil/Root Application and Transportation

1- Absorption: Nanoparticles are taken up through root
hairs located in the epidermis.

2- Transport in the root: They move through the cortex via
symplastic or apoplastic pathways.

3- Distribution: Finally, they reach the xylem, which
transports them to different plant tissues for metabolic
functions.

1- Absorption: Nanoparticles enter through stomatal openings
in the leaf epidermis.

2- Transport in the root: They move across the spongy
mesophyll via symplastic or apoplastic pathways.

3- Distribution: Finally, they are allocated to both the phloem
and the xylem, which transports them to different plant tissues
for metabolic functions.
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Figure 6. Pathways of nanoparticle (NP) uptake and transport pathways in plants. (A) Foliar
application: NPs penetrated leaf tissues through the stomata, trichomes, cuticular cracks, and
aqueous pores. After entering the mesophyll, NPs are translocated via sympla

3.4. Growth Promotion

The goal of nanofertiliser application is to enhance crop growth, yield, and nutritional quality.
Macronutrients and micronutrients delivered in nanoscale formulations demonstrate greater

bioavailability and responsiveness, which can lead to improved photosynthesis, enzymatic activity,
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stress tolerance, and biomass accumulation. Studies have demonstrated significant gains in plant
growth with nanoformulations. For example, foliar application of nano-NPK at 3 mg L™ increased
vegetative growth in Philodendron selloum®, while 200 mg L of calcium nanoparticles improved
the phytochemical content and yield in lettuce across two growing seasons®®. Magnesium
nanofertilizers have also been proven to be more effective than conventional magnesium sulfate in
enhancing the antioxidant capacity and nutrient density in common beans®’.

Foliar applications of boron nanoparticles at 25—-100 ppm increased nitrate reductase activity
and stomatal conductance in beans while also improving biomass®®. These effects are summarized
at the supporting information 1 (table 1), which summarizes nanofertilizer types, dosages,
application methods, target crops, and observed benefits. By enabling precise nutrient delivery,
enhancing plant metabolism, and reducing environmental loss, nanofertilizers represent a
transformative tool for sustainable agriculture. Their adoption can substantially improve

productivity while mitigating the ecological impacts of conventional fertilization.

3.5. Gradual Nutrient Release

One of the key advantages of nanofertilizers is their ability to provide controlled and gradual
release of nutrients, improve nutrient use efficiency (NUE), and reduce environmental losses
caused by leaching, volatilization, or fixation®”’2, This mechanism is typically achieved through
nanoencapsulation, surface adsorption, or the integration of smart release materials that respond to
environmental stimuli such as pH, humidity, or root exudates. Biodegradable polymers such as
chitosan, alginate, and polyurethane are widely used as encapsulating matrices, forming
nanostructures that protect active ingredients and progressively degrade in the soil®”-®8. This allows
for sustained nutrient availability that better matches the temporal nutrient demands of the plants®?.
For example, polyurethane-encapsulated P-Os reduced phosphorus leaching by 70% in maize fields
compared to conventional superphosphate under rain-fed conditions™.

Some nanocarriers have been designed to release nutrients in response to specific soil
conditions. Changes in soil temperature, enzymes, pH may induce structural changes or
degradation of the nanostructure®'. Nutrient release can occur via multiple mechanisms, although
it is commonly understood that it takes place primarily through diffusion across semi-permeable

membranes, where nutrients are gradually released in response to concentration or pressure
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gradients. The release rate of nanofertilizer contents is influenced by the nature of the polymer
used, the concentration and viscosity of the solution, the number of coating layers, modifying
agents, and the technique employed in constructing the nanostructure®”.

This gradual release behavior contrasts sharply with that of traditional fertilizers, which
typically discharge nutrients rapidly, often exceeding the uptake capacity of plants, leading to
significant environmental contamination®. Nanofertilizers represent a pivotal tool for precision
agriculture, enabling crop-specific and environmentally conscious nutrient delivery®. However, to
fully realize these benefits, the formulation and environmental behavior of nanofertilizers must be
optimized. The development of nanostructure requires attention to the material and method used,
in addition to knowing the characteristics involved in the relationship between the material and the

compound of interest”

. Therefore, future research should focus on tailoring release profiles to
different crops, soil types, and climatic conditions to maximize agronomic gains while ensuring

environmental safety®!.

4. Applications of nanofertilizers and effects on soil structure and health

4.1. Benefits of nanoparticles on Soil Conditions

NPs offer significant benefits to the physical properties of soil, such as improved structure,
porosity, and water retention, while also positively influencing fertility through the controlled
release of nutrients and stimulation of microbial activity’>****. Zinc oxide (ZnO) NPs enhance
nutrient availability and soil fertility, thereby contributing to a more favorable environment for
plant growth®%®. Phung et al.’” demonstrated that the addition of ZnO NPs to composted sewage
sludge had positive effects on soil fertility, promoting a significant increase in nitrogen (1.6 to 2.3
times) and potassium levels, essential elements for plant development. Furthermore, the presence
of ZnO NPs increased the fractions of tyrosine-like substances and the biological index in the
dissolved organic matter of the soil, indicating enhanced microbial activity and intensified nutrient
cycling. These factors directly contribute to improved quality and functionality of agricultural soils.
Magnesium oxide (MgO) NPs, in turn, improve soil fertility by enhancing nutrient uptake,
regulating soil pH, and contributing to plant tolerance against heavy metals and toxic

metalloids’®%3.
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Nanoclays improve soil structure and aeration, increase nutrient availability, and stabilize
contaminants, preventing their leaching into groundwater”®*’. Padidar et al.!® demonstrated that
the application of nanoclays to sandy soils effectively controlled wind erosion. In wind tunnel
experiments, the addition of 2000 ppm of nanoclay increased the volumetric water content of the
soil by 18.9% and reduced erosion losses by more than 99%, even under wind speeds of up to 67.3
km/h. There was also a 2.5% increase in the fraction of particles between 0.25-2 mm and a
significant reduction (74%) in the fraction of particles smaller than 0.25 mm, indicating improved
aggregation and structural stabilization of the soil.

Nanosilica (NPSiO2) has positive effects on soil structure, promoting greater water retention,
enhanced nutrient delivery efficiency, and pest control. It also contributes to pollutant
immobilization, supporting long-term soil quality®®!°!. According to Al-Saeedi'®, the application
of NPSiO: to soil resulted in significant improvements, with up to a tenfold increase in the clay
percentage using the highest dose (400 mg/kg). Porosity also increased significantly, reflecting the
filling of macropores by NPs. Moreover, the saturation percentage increased by 36% compared to
the control, indicating enhanced microporosity and water retention.

Carbon nanotubes (CNTs) offer benefits for soil strength and stability, supporting the
controlled release of nutrients and herbicides’®!®. According to Alsharef et al.!®, incorporating
small amounts (0.05-0.2%) of nanocarbons such as multi-walled CNTs and carbon nanofibers
(CNFs) into residual soils significantly improved physical properties. These enhancements
included increased pH (from 3.93 to 4.16), reduced hydraulic conductivity (from 2.16E-9 to
7.44E—10 m/s), increased maximum dry density, reduced optimum moisture content, and plasticity
index, resulting in more stable soils less susceptible to deformation and water percolation. Thus, it
1s evident how different classes of nanoparticles can contribute individually or synergistically to

the improvement of the physical conditions of different soils.
4.2. Nanoparticles in the Remediation of Contaminated Soils
The loss of soil health and functionality is a critical environmental issue that directly impacts

agricultural productivity and ecosystem services!?>1%, Various approaches have been employed to

restore contaminated or degraded soils, among which the use of nanotechnology has gained
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increasing attention. NPs exhibit unique physicochemical properties, such as high surface area,
enhanced reactivity, and the ability to interact with both organic and inorganic soil components®>.
Iron oxide (FesO4, Fe20s) NPs are widely used in the removal of heavy metals such as lead (Pb)
and arsenic (As) through adsorption and reduction processes, directly contributing to improved soil
quality®®197:19% Singh et al.'” demonstrated that FesOs NPs exhibit high adsorption capacities for
metals such as cadmium (Cd), chromium (Cr), iron (Fe), nickel (Ni), copper (Cu), lead (Pb), and
zinc (Zn). In contaminated soils and water, removal efficiency ranged from 69.6% to 99.6% at pH
0.7 and from 63.5% to 98.3% at pH 4.5, with Pb being the most efficiently removed metal.

According to Daryabeigi et al.!!’, the combination of titanium dioxide (TiO2) NPs with biochar
promoted greater growth of Sorghum bicolor and significantly enhanced the removal of antimony
(Sb) from contaminated soils. The treatment with 250 mg/kg of TiO2 NPs + 2.5% biochar resulted
in the highest accumulation capacity (1624.1 pg/pot). Similarly, Bakshi and Kumar!!! reported that
the application of TiO2 NPs in association with the hyperaccumulator plant Brassica juncea was
effective in removing Cd from soil. The NPs increased the plant’s tolerance to the metal, improving
growth, biomass, and photosynthesis, with the highest removal efficiency (55.11%) observed at a
NP concentration of 500 mg/kg. These findings highlight the potential of nano-phytoremediation

as a promising strategy for treating contaminated soils.

4.3. Effects on Soil Microbial Communities

The application of NPs to agricultural soils also has significant impacts on the rhizosphere
microbiota and their functions, positively influencing plant growth and development88. NPs act as
mediators in plant-microbe interactions by modifying the rhizosphere environment in ways that
favor the colonization and activity of beneficial microorganisms!''>!!®>, These interactions can
induce cooperation among microorganisms and the formation of homogeneous or heterogeneous
biofilms, which enhance the protection and efficacy of bioinoculants under field conditions''.
Furthermore, co-incubation of low concentrations of various types of nanomaterials can activate
plant growth-promoting bacteria even under in vitro conditions, improving their functional traits
and contributing to more effective soil performance!!*!15,

On the other hand, according to Civilini et al.''%, the application of cerium oxide (CeO2) NPs

negatively influenced the bacterial composition of the rhizosphere of Silene flos-cuculi, particularly
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by reducing the abundance of anaerobic genera within the phylum Firmicutes. This shift affected
key metabolic functions essential for soil fertility, such as biological nitrogen fixation,
fermentation, and iron and nitrate respiration. In contrast, functions related to aerobic
chemoheterotrophy were stimulated, indicating a potential redirection of microbial activity. These
results suggest that CeO: NPs accumulation may impair essential soil biogeochemical cycles,
thereby affecting nutrient availability and plant health.

According to Saleem et al.!'”, the combined application of ZnO NPs and a biofertilizer
containing zinc-solubilizing bacteria significantly improved wheat growth and zinc content in
grains, without causing substantial changes in the structure of the soil microbial community. In
terms of microbial diversity, there was a marked increase in total aerobic bacteria (99%), fungi
(34%), nitrogen-fixing bacteria (31%), phosphate-solubilizing bacteria (166%), and especially
zinc-solubilizing bacteria (1400%). The population of actinobacteria, however, remained
unchanged. I[llumina sequencing analysis revealed a relative increase in the abundance of Bacillus,
Massilia, and Rhizobium, indicating a tendency to favor microorganisms with plant growth-
promoting potential. Nevertheless, alpha diversity indices and ordination analyses suggest that
despite these changes in relative abundances, the overall structure of the soil microbial community
was not significantly altered.

Sunetal.'!8

revealed that selenium (Se) NPs, biosynthesized by selenium-associated bacteria
from maize roots, may modulate soil microbiota like root exudates, promoting the recruitment of
plant-beneficial microorganisms. In vitro and soil-based assays showed that Se NPs improved plant
performance by stimulating, in a dose-dependent manner, the colonization by plant growth-
promoting bacteria such as Bacillus. Multi-omics analysis revealed an inter-kingdom signaling
cascade: maize roots detect histamine signals produced by Bacillus spp., which induce the
exudation of p-coumarate by the plant. In response, the 7poS gene in selenium bacteria such as
Pseudomonas sp. ZY71 is activated, promoting Se NP biosynthesis.

Nanofertilizers not only improve physical soil conditions, such as porosity and water
retention, but also offer promising solutions for the remediation of contaminated soils by leveraging
the unique properties of different NPs. These advances may lead to more sustainable and efficient
agricultural practices. Additionally, the beneficial interactions between NPs and soil microbiota
highlight their potential to promote plant health and growth without significantly disrupting

existing microbial communities.
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4.4. Regulatory and Safety Considerations

Despite the considerable benefits associated with the use of nanofertilizers in sustainable
agriculture, their environmental fate, bioaccumulation potential, and long-term ecotoxicological
effects remain poorly understood, particularly under field conditions. The increasing application of
nanoparticles (NPs) in agroecosystems raises several safety concerns related to their persistence in
the environment, toxicity to non-target organisms, and occupational exposure risks, all of which
are currently under-regulated in most countries.

One of the major challenges lies in the environmental persistence of metal-based NPs, such
as ZnO, TiO2, and AgNPs. These particles can remain in the soil matrix for extended periods,
potentially altering microbial communities and physicochemical processes or leaching into
groundwater, thereby increasing the risk of contamination and biomagnification in the food
chain'”®. Studies have shown that certain NPs, particularly at high doses, can adversely affect
beneficial soil organisms, such as earthworms, mycorrhizal fungi, and nitrogen-fixing bacteria,
disrupting essential ecosystem services, such as nutrient cycling and organic matter
decomposition!?*121:122 - Occupational health risks are also a growing concern, especially in
scenarios involving handling of dry or inadequately encapsulated formulations'?*. Farmworkers
may be exposed to these materials through inhalation or dermal contact, posing risks that are often
overlooked owing to the absence of specific regulations or adequate personal protective
equipment'?*, From a regulatory perspective, most national and international frameworks have
remained fragmented or outdated. In the European Union, nanomaterials are classified under the
REACH regulation, guided by the precautionary principle; however, no dedicated protocols exist
for nanofertilizers. The United States Environmental Protection Agency (EPA) has initiated
voluntary reporting mechanisms, but comprehensive mandatory guidelines are lacking. In Brazil
and other middle-income countries, agencies such as ANVISA and IBAMA have yet to implement
consistent procedures for the classification, labeling, and risk assessment of nano-enabled
agricultural inputs. The lack of harmonized international definitions and safety thresholds hampers
product registration, environmental monitoring, and consumer awareness.

These gaps underscore the urgent need for standardized protocols for the risk assessment of

nanofertilizers, considering their unique behavior in complex environmental matrices. Long-term
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field trials are essential for assessing ecological safety across different soil types, climates, and
cropping systems. Life cycle assessment (LCA) tools should be applied to evaluate the
sustainability and environmental trade-offs of these technologies, whereas certification and
traceability schemes are necessary to enhance transparency and ensure regulatory compliance.
Incorporating these regulatory and safety considerations into research, innovation, and policy
design is critical for ensuring that nanofertilizers contribute to agricultural productivity without

compromising environmental integrity, human health, or long-term sustainability.

5. Environmental Risks, Regulatory Frameworks, and Safety Considerations of

Nanofertilizers

Nanofertilizers offer promising advantages for sustainable agriculture; however, their
deployment raises significant concerns regarding environmental safety and regulatory oversight.
Owing to their nanoscale dimensions and enhanced reactivity, these materials can interact with
biological systems in unexpected ways, potentially leading to toxicological effects on non-target
organisms and ecological processes.

Numerous studies have shown that certain nanoparticles, particularly ZnO, TiO2, and AgNPs,
may induce oxidative stress, membrane damage, and genotoxicity in aquatic species such as
Daphnia magna, algae, plants, and fish embryos!'?>128, In terrestrial ecosystems, nanoparticles can
persist in the soil, interact with microbial communities, and disrupt key functions, such as nitrogen
cycling and organic matter decomposition. For example, Civilini et al.!'® observed that CeO.
nanoparticles altered the rhizospheric microbiota of Silene flos-cuculi, impairing critical metabolic
pathways related to soil fertility. Similarly, Sun et al.!'® demonstrated that selenium nanoparticles
modulate microbial recruitment and biochemical signaling in maize rhizospheres, with complex
implications for soil health. Despite these findings, the long-term environmental fate of
nanofertilizers remains largely unknown. Data on their persistence, transformation, mobility, and
bioaccumulation in soil-plant systems are scarce, and results often vary depending on
environmental conditions and nanoparticle coatings. These knowledge gaps are compounded by
the lack of standardized ecotoxicological testing protocols and inconsistent regulatory
classification. From a governance perspective, regulatory frameworks addressing nanofertilisers

are still incipient and vary widely across jurisdictions. The European Union applies the
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precautionary principle and regulates nanomaterials under REACH, yet it lacks specific guidelines
tailored to nanofertilisers. In the United States, the Environmental Protection Agency (EPA) has
proposed voluntary frameworks for nanomaterial registration, but binding requirements remain
limited. Most low-income and middle-income countries do not have the institutional capacity to

assess or regulate nanotechnology-based inputs in agriculture'?

. As a result, many nanofertilizer
products have been commercialized without clear labeling or traceability mechanisms, hindering
risk management and consumer transparency.

Addressing the environmental risks and regulatory gaps associated with nanofertilizers
requires coordinated actions on several fronts. First, harmonized risk assessment protocols that
reflect the specific behavior of nanoparticles in agroecosystems must be developed. Second,
regulatory definitions and classification criteria should be updated to explicitly encompass
nanoproducts. Third, greater transparency regarding product composition and environmental
labeling is essential for informing users and supporting monitoring efforts. Finally, investment in

interdisciplinary research and international collaboration is critical to ensuring that nanofertilizer

technologies are both effective and environmentally responsible.

6. Challenges, Knowledge Gaps, and Research Priorities

Despite the growing interest in nanofertilizers as promising tools for sustainable agriculture,
several critical challenges remain unaddressed. A major limitation is that most studies have been
conducted under controlled laboratory or greenhouse conditions, which may not accurately
represent the complex interactions that occur in field environments. Variables such as soil type,
climate, irrigation regime, and crop species significantly influence nanoparticle behavior, affecting
their efficacy, persistence, and potential risks in real agricultural settings'3%!3!. Another major gap
lies in the limited understanding of the environmental fate, transformation, and bioaccumulation of
nanoparticles. Although certain metal-based NPs may persist in soils or leach into water bodies,
long-term field data on their degradation pathways and interactions with organic matter and soil
colloids remain scarce. Particularly concerning is the possibility of nanoparticle uptake and
translocation to edible plant tissues, which could lead to human exposure through the food chain.
However, systematic evaluations of accumulation patterns and their potential health effects are

rare.
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Analytical limitations also hinder the progress in this field. The detection, quantification, and
speciation of nanoparticles in complex environmental matrices require sophisticated tools, such as
single-particle ICP-MS, NanoSIMS, or synchrotron-based techniques, which are not widely
accessible and lack standardized protocols for nanofertilizer-specific assessments. This limits the
ability to compare results across studies and impairs the development of robust risk assessments.
The interaction between nanofertilizers and the rhizosphere microbiota represents another
underexplored area. While some studies have reported beneficial effects on plant growth-

132,133 " others have indicated potential disruption of microbial community

promoting rhizobacteria
structure and function'**!34, These divergent findings highlight the need for more detailed
investigations using metagenomic and multi-omics approaches to elucidate the mechanisms
underlying such interactions. Finally, the absence of harmonized international regulations and
definitions poses barriers to the safe deployment of nanofertilizers. Regulatory frameworks are
fragmented, with inconsistencies in product classification, labeling requirements, safety thresholds,
and risk assessment protocols across countries. Without internationally agreed standards, both
environmental monitoring and commercialization efforts remain limited. To address these gaps,
future research should prioritize the following:

e Long-term, multi-site field trials under realistic agronomic conditions

e Mechanistic studies of nanoparticle-soil-plant-microbe interactions

e Development of accessible, standardized analytical methods for nanoparticle tracking

e Integration of LCA and exposure modeling into risk evaluation

e International cooperation for regulatory harmonization and data sharing.
Bridging these knowledge gaps is essential to unlock the full potential of nanofertilizers while

safeguarding the environment and human health.

7. Conclusions and Outlook

Nanofertilizers represent a transformative innovation in modern agriculture, offering the
potential to enhance nutrient-use efficiency (NUE), promote plant growth, and mitigate
environmental degradation. Their unique physicochemical properties, such as high surface area,
controlled release, and enhanced reactivity, enable precise nutrient delivery and reduce losses

through leaching, volatilization, or immobilization. Furthermore, their integration into sustainable
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agricultural practices aligns with global goals of reducing chemical inputs and improving crop
productivity under variable environmental conditions. Despite these promising advantages, the
widespread adoption of nanofertilizers is limited by several challenges. These include a limited
understanding of their long-term environmental fate, the complexity of their interactions with soil
and microbiota, and the risks posed to non-target organisms and human health. Current regulatory
frameworks are fragmented and insufficient to fully address the unique behaviors and potential
hazards of nanoscale agroinputs. The lack of standardized definitions, testing protocols, and
traceability mechanisms further hampers risk assessments and product approvals across
jurisdictions.

Future research should prioritize multidisciplinary approaches that combine agronomy, soil
science, toxicology, and policy development. Long-term field studies are essential to evaluate
efficacy, ecological safety, and potential trade-offs under real-world conditions. Simultaneously,
LCA and ecotoxicological models should be incorporated into innovation pipelines to guide safe-
by-design strategies for nanofertilizer development. Moreover, policy innovation is needed to
harmonize regulatory practices and promote transparency across supply chains. The establishment
of international guidelines, certification systems, and clear labelling requirements is vital to foster
public trust and facilitate market entry. Equally important is investment in education and extension
programs to support informed decision making by farmers, agronomists, and stakeholders. In
conclusion, nanofertilizers offer a promising pathway for more efficient and sustainable
agriculture. However, their successful implementation depends on a holistic approach that balances
technological innovation with environmental stewardship, regulatory clarity and societal

engagement.

Supporting Information: !Table of nanofertilizer classification, dosages, application methods,
crop, and achieved effects (docx).
’Bibliometric analysis: Temporal evolution, geographical distribution and analysis of similarities

(docx).
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ARTIGO. SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS E NANOCAMPOSITO Zn/Cu:
EFEITOS DE SUA APLICACAO COM MICRORGANISMOS PROMOTORES DE
CRESCIMENTO NO CULTIVO IN VITRO DE BATATA-DOCE

RESUMO

A nanotecnologia ¢ um campo multidisciplinar das ciéncias que estuda as aplicacdes e
propriedades de materiais e estruturas com dimensdes variando entre 1 e 100 nm. Essas
nanoestruturas podem ser obtidas por rotas fisicas, quimicas ou bioldgicas. A biossintese ou sintese
verde de nanoparticulas (NPs) baseia-se em principios e condi¢des de reagdo ambientalmente
amigéveis. Nesta estratégia sdo empregados precursores bioldgicos como bactérias, virus, fungos,
leveduras, algas para a formagao de nanoestruturas. Microrganismos promotores de crescimento
sdo capazes de interagir com as plantas e seus sistemas de inimeras formas, podendo habitar
espacos externos como a rizosfera, a filosfera e a espermosfera além de espagos internos como os
tecidos vasculares, isso permite que desenvolvam relagdes benéficas, patogénicas ou neutras com
seus hospedeiros e com o ambiente. O objetivo desse trabalho foi avaliar o uso de bionanoparticulas
de zinco (Zn) e cobre (Cu) e do bionanocomposito de Zn/Cu em matriz bioldgica e seus efeitos
nutricionais no crescimento de batata-doce in vitro e a atuacdo da bactéria Gluconacetobacter
diazotrophicus como promotora de crescimento. O estudo foi constituido de quatorze tratamentos,
sendo cinco controles (1 — sem bactéria e sem NPs; 2 — bactéria; 3 —Zn; 4 — Cu; 5 - Zn + Cu) e
nove tratramentos contendo bactéria € NPs (6 - Zn + Bac + MS; 7 - Cu + Bac + MS; 8 — Zn/Cu +
Bac + MS; 9 — Pellet bacteriano + Nps Zn; 10 - Pellet bacteriano + Nps Cu; 11 - Pellet bacteriano
+ Nps Zn/Cu; 12 — NPs Zn; 13 — NPs Cu; 14 — NPs Zn/Cu). Explantes de batata-doce cultivados
em meio MS liquido e suspensos por pontes de papel foram inoculados com os tratamentos. Apds
75 dias, foram avaliados comprimento de parte aérea, comprimento de raiz, massa seca, clorofila
total e carotenodides além do teor de Zn e Cu da massa seca total. A bactéria G. diazotrophicus se
mostrou promissora como matriz para a produ¢do de NPs de Zn e Cu de forma sustentavel. A
utilizacdo da bactéria G. diazotrophicus nao foi uma boa alternativa para in vitro nas condi¢oes
testadas, pois afetou negativamente o crescimento e desenvolvimento dos explantes em todos os
tratamentos. A utilizacdo in vitro de NPs de Zn, Cu e do composito Zn/Cu biossintetizadas se
apresenta como uma alternativa a ser mais bem compreendida para futuras aplicagdes.

Palavras-chaves: Gluconacetobacter diazotrophicus. Biossintese. Cultura de tecidos vegetais.

Ipomea batatas L.,
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ABSTRACT

Nanotechnology is a multidisciplinary field of science that studies the applications and
properties of materials and structures with dimensions ranging from 1 to 100 nm. These
nanostructures can be obtained through physical, chemical, or biological routes. The biosynthesis,
or green synthesis, of nanoparticles (NPs) is based on environmentally friendly principles and
reaction conditions. This strategy employs biological precursors such as bacteria, viruses, fungi,
yeasts, and algae for the formation of nanostructures. Plant growth—promoting microorganisms can
interact with plants and their systems in numerous ways. They may inhabit external environments
such as the rhizosphere, phyllosphere, and spermosphere, as well as internal environments such as
vascular tissues, which allows them to establish beneficial, pathogenic, or neutral relationships
with their hosts and with the environment. The objective of this study was to evaluate the use of
Zn and Cu bionanoparticles and a Zn/Cu bionanocomposite in a biological matrix, as well as their
nutritional effects on the in vitro growth of sweet potato, and to assess the role of the
bacterium Gluconacetobacter diazotrophicus as a growth promoter. The study comprised fourteen
treatments: five controls (1 — without bacterium and without NPs; 2 — bacterium; 3 — Zn; 4 — Cu; 5
— Zn + Cu) and nine treatments containing bacterium and NPs (6 — Zn + Bac + MS; 7 — Cu + Bac
+ MS; 8 — Zn/Cu + Bac + MS; 9 — bacterial pellet + Zn NPs; 10 — bacterial pellet + Cu NPs; 11 —
bacterial pellet + Zn/Cu NPs; 12 — Zn NPs; 13 — Cu NPs; 14 — Zn/Cu NPs). Sweet potato explants
grown in liquid MS medium and supported by paper bridges were inoculated with the treatments.
After 75 days, shoot length, root length, dry mass, chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll,
carotenoids, and Zn and Cu contents in total dry mass were evaluated. The bacterium G.
diazotrophicus proved promising as a matrix for the sustainable production of Zn and Cu
nanoparticles. However, the use of G. diazotrophicus was not a suitable alternative for in
vitro application under the tested conditions, as it negatively affected the growth and development
of explants in all treatments. The in vitro use of biosynthesized Zn, Cu, and Zn/Cu composite
nanoparticles appears to be an approach that warrants further investigation for future applications.

Keywords: Gluconacetobacter diazotrophicus. Biosynthesis. Plant Tissue culture.
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1 INTRODUCAO

A batata-doce (lpomea batatas L.) ¢ uma hortalica tuberosa rustica da familia
Convolvulaceae, com ampla capacidade de adaptacdo em diferentes condi¢des edafoclimaticas,
podendo ser cultivada em todas as regidoes do Brasil (Queiroga et al. 2007). No cenario mundial, a
Asia se destacou em 2022 como a principal regido produtora (61%), seguida da Africa (34,2%) ¢
das Américas (3,7%) (FAO, 2022). De acordo com o IBGE (2022), no ano de 2022, foram colhidos
58.229 hectares de batata-doce no Brasil, com producao total de 847.000 toneladas. Mundialmente
conhecida, a cultivar Beuaregard foi desenvolvida pela Louisiana Agricultural Experiment Station
em 1981 e chegou ao Brasil através da EMBRAPA. Esta cultivar apresenta copa considerada rala
com folhas inteiras e alongadas e com nervuras verdes. As raizes tuberosas sdo grandes, fusiformes
e ovoides e com cascas rosa clara e polpa alaranjada. A cultivar possui alto teor de -caroteno além
de ferro e zinco, se apresentando como uma fonte nutricional importante para alimentagdo humana
(Balazs et al. 2024; Humia ef al. 2020).

A produtividade da batata-doce no Brasil ¢ significativamente inferior ao seu potencial,
devido, entre outros fatores, a auséncia ou a aplicacdo inadequada de insumos nutricionais
(Higashikawa et al. 2024). Martins et al. (2023) comprovaram que a utilizagdo adequada de
fertilizantes NPK e reguladores de crescimento favorece o aumento do nlimero de raizes totais e
do numero de raizes comerciais por planta de batata-doce. A varia¢do da qualidade nutricional e
da composi¢do quimica da batata-doce estd relacionada com as estratégias de manejo, com a
cultivar utilizada, com a qualidade do solo, com as condi¢gdes climaticas e com a regido geografica
(Souza et al. 2020).

A reprodugdo vegetativa € a principal forma de propagacao da batata-doce, podendo ser feita
por meio de ramas ou raizes tuberosas obtidas na colheita. Contudo, esse procedimento pode ser
um desafio quando se considera o controle de disseminagdo de pragas e doencas. No sentido de
minimizar os danos causados nesse momento, a micropropagacdo se apresenta como uma
ferramenta sustentavel e de resultados rapidos para obtencao de plantas sadias (Amaro et al. 2017).
Além disso, a batata-doce pode ser facilmente cultivada em condicdes de crescimento controladas,
com crescimento rapido e manipula¢do simples, se tornando uma excelente ferramenta para

pesquisa.
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A cultura de tecidos vegetais permite, através de um conjunto de técnicas, o cultivo e a
manuten¢do de plantas, tecidos, 6rgaos e células vegetais em meio de cultura sintético, sob
condigdes controladas, estéreis, dentro de um recipiente em laboratorio (Phillips et al. 2019;
Gunasena et al. 2024). A propagagao por cultura de tecidos pode oferecer uma série de vantagens
em relacdo aos métodos tradicionais, dentre eles a rdpida producdo e propagacdo de material
vegetal com qualidade e uniforme, multiplicagdo acelerada de espécies com crescimento lento,
baixa producado de sementes ou com baixas taxas de germinagao (Nordine, 2025).

A nanotecnologia ¢ um campo multidisciplinar das ciéncias que estuda as aplicacdes e
propriedades de materiais e estruturas com dimensdes variando entre 1 ¢ 100 nm (Wu et al. 2025).
Nanoestruturas podem apresentar, na maioria das vezes, propriedades fisico-quimicas Unicas e
melhoradas em relagdo as suas contrapartes em tamanho macro (Tank et al. 2025; Periakaruppan
et al. 2025). Propriedades antioxidantes e cataliticas, biocompatibilidade, permeabilidade, estrutura
e, principalmente, o tamanho sdo algumas caracteristicas que conferem a nanotecnologia
possibilidades de transformar a agricultura, com solucdes inovadoras que podem mitigar os danos
ambientais causados pelas praticas tradicionalmente empregadas nos sistemas agricolas,
impactando na produtividade das culturas (Garcia-Torra et al. 2021; Selmani et al. 2022;
Rodriguez-Seijo et al. 2025).

Considerando todas as possibilidades de utilizagdo das nanoparticulas e suas propriedades
fisicas e quimicas, ¢ de extrema importancia entender seu comportamento em variados tipos de
matriz (fluida, bioldgica etc.) e sua estabilidade de dispersdo. Além disso, ¢ fundamental conhecer
o processo de sintese das nanoparticulas para compreender todas as suas funcionalidades em
relacdo a sua monodispersidade, carga superficial, morfologia (esferas, nanotubos, nanofios,
nanofolhas, nanoplacas, nanodiscos, nanoflores etc.), area superficial, entre outras propriedades
(Selmani et al. 2022).

Os avangos em nanotecnologia tém demonstrado que a morfologia dos nanomateriais
desempenha papel crucial em suas propriedades, podendo ser modulada por diferentes estratégias
de sintese. Essas estratégias se enquadram nas categorias bottom-up e top-down (Jeevarathin;
Asharani, 2024). No primeiro caso, ocorre a agregacao de &tomos e moléculas para a formacao de
nanoestruturas, geralmente caracterizadas por alta uniformidade em tamanho e forma. Em

contrapartida, a abordagem fop-down utiliza materiais de maior escala que sao fragmentados e
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processados até atingirem dimensdes nanométricas, com vantagens principalmente na
escalabilidade e no controle de tamanho (TANK et al. 2025).

Essas nanoestruturas podem ser obtidas por rotas fisicas, quimicas ou biologicas. Embora
amplamente utilizadas, as abordagens fisicas e quimicas apresentam alto consumo energético,
elevado custo e potencial de gerar subprodutos toxicos. Por outro lado, os métodos bioldgicos se
destacam pela utilizacdo de organismos vivos ou seus metabdlitos — incluindo plantas, fungos,
leveduras, bactérias, virus e microalgas — oferecendo assim uma alternativa de sintese mais
econdmica, acessivel e ambientalmente sustentavel (Tank ez al. 2025; Goswami et al. 2024).

Na biossintese ou sintese verde de nanoestruturas, metabolitos celulares produzidos por
organismos vivos como flavonoides, fenois, alcaloides e proteinas contribuem para redugdo e
estabilizacao de ions metalicos. A sintese pode se dar extracelular ou intracelular, variando de
acordo com o organismo vivo e as condi¢des de crescimento como pH, temperatura, concentracao
do sal precursor e do extrato (Couto Junior et al. 2025). A interagdo entre microrganismos e
nanotecnologia se apresenta de forma promissora podendo promover beneficios para a agricultura,
melhorando a eficiéncia de aplicagdo e de utilizagdao de nutrientes pelas culturas.

Microrganismos promotores de crescimento sdo capazes de interagir com as plantas e seus
sistemas de inimeras formas, podendo habitar espagos externos como a rizosfera, a filosfera e a
espermosfera além de espagos internos como os tecidos vasculares, isso permite que desenvolvam
relagdes benéficas, patogénicas ou neutras com seus hospedeiros e com o ambiente (Elnahal et al.
2022). A relacdo benéfica dos microrganismos e seus metabdlitos pode melhorar a resisténcia de
plantas ao ataque de patdgenos, promover o desenvolvimento e o crescimento de forma direta ou
indireta induzindo o metabolismo do hospedeiro, fixando nutrientes e produzindo hormonios e
enzimas que serdo utilizados pela planta e controlando agentes patogénicos a cultura (Wang ef al.
2024).

Gluconacetobacter diazotrophicus ¢ uma bactéria promotora de crescimento de plantas
devido a sua capacidade de fixagao bioldgica de nitrogénio, solubiliza¢dao de fosfatos, biossintese
de fitormdnios como auxina e giberelinas e controle de fitopatdgenos (Pallucchini et al. 2024;
Ceballos-Aguirre et al. 2025; Moreira et al. 2025). Gram-negativa, endofitica e ndo nodulante, G.
diazotrophicus foi relatada em diferentes culturas como, batata-doce, café, abacaxi (Ceballos-
Aguirre et al. 2023) além da cana-de-aglicar onde foi isolada pela primeira vez em 1988

(Cavalcante; Dobereiner, 1988). Durante seu ciclo as plantas podem dividir o mesmo ambiente,
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sejam naturais ou agricolas, com diversos microrganismos. O conhecimento da relacdo planta-
microrganismo-ambiente pode melhorar as estratégias de nutri¢do e biocontrole que dependem
dessa associagao.

A integra¢do microrganismos-nanotecnologia—cultura de tecidos vegetais surge como uma
importante ferramenta nos avangos das praticas utilizadas no cultivo in vitro, melhorando a
propagacdao de plantas, aumentando o crescimento, induzindo a producao de metabdlitos
secundarios além da manipulagcdo genética, oferecendo grande potencial de aumentar a
produtividade das culturas e enfrentar os desafios globais da agricultura (Gunasena et al. 2024;
Mahanta; Gantait, 2025).

Buscando entender melhor a biossintese de nanoparticulas mediada por bactéria e a sua
utilizacdo no crescimento in vitro de batata-doce, o objetivo desse trabalho foi avaliar o uso de
bionanoparticulas de Zn e Cu e do bionanocompdsito de Zn/Cu em matriz bioldgica e seus efeitos
nutricionais no crescimento de batata-doce in vitro e a atuacdo da bactéria Gluconacetobacter

diazotrophicus como promotora de crescimento.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao de genotipo de batata-doce e cultivo in vitro

O experimento foi conduzido no laboratdrio de cultura de tecidos, bioinsumos e interacao
microrganismo-planta (LCT/LABIMP) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O material
vegetal utilizado foi obtido de explantes ja estabelecidos in vitro no referido laboratério. Foi
escolhido a cultivar de batata-doce Beauregard levando em consideragdo a cor da polpa e seu
posicionamento comercial.

Os explantes de 1 cm de comprimento contendo ao menos uma gema, foram cultivados em
tubos com 15 mL de meio MS (Murashige; Skoog, 1962) liquido, contendo 20 g L' de sacarose,
com pH ajustado para 5,92 e vedados com plastico filme transparente. Para suporte dos explantes
foram utilizadas pontes de papel filtro. O cultivo foi conduzido em sala de crescimento com
iluminagdo artificial fornecida por limpadas de LED branca e irradiincia média de 49,4 umol m?
s'!, com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2 °C. Apos 15 dias, foi feita a inoculagio

dos tratamentos. Considerando o fato de a bactéria G. diazotrophicus Pal 5 ter sido originalmente
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isolada do interior de raizes e colmos de cana-de-actcar e possuir tolerancia a altas concentragdes
de sacarose, cultivou-se batata-doce cultivar Beauregard nas mesmas condi¢des mencionadas
acima e em meio de cultura MS com 30 g L! de sacarose para avaliar o efeito da bactéria no

crescimento do explante.

2.2 Reativacdo, multiplicacdo, crescimento e padronizacio do inoculo bacteriano

Nessa etapa foi utilizado a bactéria G. diazotrophicus Pal 5 (BR 11281 — Embrapa
Agrobiologia — CNPAB) obtida da cole¢do da Colegdo do Centro de Recursos Bioldgicos Johanna
Dobereiner da Embrapa Agrobiologia do Brasil (CCBD). A bactéria foi estriada em placas de Petri
de 60 x 15mm com meio de cultura previamente preparado e esterilizado em autoclave por 20
minutos a 125 °C, 1 atm, dentro de camaras de fluxo laminar de circulacao de ar for¢ado, com o
auxilio de alcas de inoculagdo. Seguidamente as placas foram fechadas com o auxilio de plastico
filme para completa vedacao e, posteriormente, acondicionados em BOD com ambiente controlado
com temperatura de 26 + 2 °C por 24 horas. Apos essa etapa a bactéria foi transferida para geladeira
para armazenamento. Para a reativagao e multiplicagdo a bactéria foi transferida da placa de Petri
para tubo falcon de 15 ml contendo caldo nutriente (5 g L™ de peptona, 1,5 g L' de extrato de
levedura, 5 g L'! de extrato de carne e 1,5 g L' de NaCl), autoclavado, onde foi mantida por 24
horas em BOD a 30°C. Apos o crescimento das colonias, o caldo nutriente foi centrifugado por 10
minutos em 4000 rpm para obtencdo de pellet bacteriano que foi ressuspendido em 10 mL de 4gua
deionizada para a padronizacio das UFC considerando a escala de MC Farland n° 2 (6,0 x 108 UFC
mL ).

23 Inoculacio de isolado bacteriano e biossintese de nanoparticulas

Para a biossintese de nanoparticulas, 100 pL do isolado bacteriano previamente
padronizado foram inoculados em quatro Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de caldo
nutriente, conforme a composi¢ao descrita a seguir:

e Erlenmeyer I: caldo nutriente + sulfato de zinco (ZnSO.).
e Erlenmeyer II: caldo nutriente + sulfato de cobre (CuSOs.).

e Erlenmeyer III: caldo nutriente + compdsito (ZnSO4 + CuSOs4).
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o Erlenmeyer IV: caldo nutriente + isolado bacteriano, sem adi¢@o de sais metalicos.

Nos Erlenmeyers I e II foram adicionados 0,2 mmol do respectivo sal, enquanto
no Erlenmeyer III foram adicionados 0,1 mmol de ZnSOa4 e 0,1 mmol de CuSOs, resultando em
concentracao final de 2 mmol L' em todos os tratamentos contendo sais.

Adicionalmente, foram preparados trés Erlenmeyers contendo apenas as solugdes estoque
dos sais metalicos, sem inoculac¢ao bacteriana:

e Erlenmeyer V: solu¢ao de ZnSOa4 (2 mmol L)
e Erlenmeyer VI: solugao de CuSOs (2 mmol L)
e Erlenmeyer VII: solucao do compésito (ZnSO4 + CuSOs; 2 mmol L)
Ap0s a inoculagao, os sete Erlenmeyers foram incubados em shaker orbital a 120 rpm por 72

horas, ao abrigo da luz, para permitir o crescimento bacteriano e a biossintese das nanoparticulas.

2.4  Preparo do indculo e aplicaciio dos tratamentos

Os experimentos foram conduzidos em meio de cultura MS suplementado com sacarose,
utilizando duas concentracdes: 30 gL "'e20 gL
Para o meio contendo 30 g L™ de sacarose, foram cultivados 24 tubos, sendo:
e 12 tubos sem aplicagdo bacteriana
e 12 tubos com aplicagdo bacteriana
Desses, 8 tubos foram considerados nas avaliagcdes experimentais.
Para o experimento conduzido em meio MS com 20 g L' de sacarose, os tratamentos foram
estabelecidos conforme descrito abaixo.
Tratamentos controle e solugoes simples
o Tratamento 1: controle absoluto, sem qualquer aplicagao.
e Tratamento 2: inoculag¢do de 100 puL do isolado bacteriano padronizado, proveniente
do Erlenmeyer IV (bactéria em caldo nutriente, sem sais).
o Tratamento 3: aplicagdo de 100 puL da solugdo de ZnSOa4 (Erlenmeyer V).
o Tratamento 4: aplicagdo de 100 pL da solugdo de CuSOs (Erlenmeyer VI).
o Tratamento 5: aplicagdo de 100 pL da solugdo composito (ZnSOs + CuSO4) (Erlenmeyer
VID).

Tratamentos com solug¢do completa de biossintese
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Os tratamentos 6, 7 e 8 receberam 100 pL da solucdo total presente nos Erlenmeyers de

biossintese, contendo caldo nutriente + sal metalico + bactérias, conforme descrito a seguir:
e Tratamento 6: solugdo do Erlenmeyer I (Zn + bactéria)
e Tratamento 7: solugdo do Erlenmeyer II (Cu + bactéria)
e Tratamento 8: solugdo do Erlenmeyer III (composito Zn + Cu + bactéria)

Tratamentos com suspensdo bacteriana apos centrifuga¢do

Para os tratamentos 9, 10 e 11, foram coletados 15 mL das solugdes dos Erlenmeyers I, II e
III, que foram centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos para obtengdo do pellet bacteriano. Os
pellets obtidos foram ressuspendidos em 10 mL de 4gua deionizada, e as suspensdes
foram padronizadas na escala de McFarland n° 2.

A partir dessas suspensdes, foram aplicados 100 uL em cada tubo, correspondendo aos
seguintes tratamentos:

e Tratamento 9: bactéria proveniente do sistema Zn + bactéria
e Tratamento 10: bactéria proveniente do sistema Cu + bactéria
e Tratamento 11: bactéria proveniente do sistema composito Zn + Cu + bactéria

Tratamentos com nanoparticulas liberadas por lise celular

Para os tratamentos 12, 13 e 14, também foram coletados 15 mL das solugdes dos
Erlenmeyers I, 11 e III, que foram centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos para obtenc¢ao do pellet
bacteriano. Os pellets foram ressuspendidos em 200 mL de agua deionizada e submetidos
ao sonicador ultrassonica (Ultronique) por 420 segundos a 95% da poténcia, com o objetivo
de romper a parede celular bacteriana e liberar as nanoparticulas associadas as células.

ApoOs o processo de ultrassom, uma amostra da suspensdo foi transferida para tubos Falcon
de 15 mL, seguida de centrifugacdo a 4000 rpm por 10 minutos. Do sobrenadante obtido, foram
aplicados 100 uL nos seguintes tratamentos:

o Tratamento 12: nanoparticulas provenientes do sistema Zn
e Tratamento 13: nanoparticulas provenientes do sistema Cu
o Tratamento 14: nanoparticulas provenientes do composito Zn + Cu
Para cada tratamento foram cultivados 30 tubos, sendo 12 utilizados nas avaliacoes

experimentais.

2.5 Atividade bacteriana
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A viabilidade da bactéria G. diazotrophicus foi verificada logo ap6s o periodo recomendado
para a sintese das nanoparticulas (72h) em 5 concentracdes diferentes de solugao de sintese (0,02
mmol.L!, 0,2 mmol.L"!, 2 mmol.L"!, 20 mmol.L! e 200 mmol.L™"). Utilizando a técnica de
espalhamento em superficie, 50 pL da solucdo de sintese foram aplicados e espalhados
uniformemente com al¢a de Drigalski em 3 placas de petri para cada concentracdo contendo o
mesmo caldo nutriente utilizado na reativacdo e multiplicagdo. As placas foram vedadas com
plastico filme e acondicionados em BOD com ambiente controlado com temperatura de 26 + 2 °C

por 24 horas para posterior avaliagdo do crescimento.

2.6  Espectroscopia Eletronica UV-Visivel

Para as analises de Espectroscopia Eletronica UV-visivel (UV-vis) foram coletados 5 ml da
solugdo de sintese apos 72 horas. Foi efetuada a leitura da solucdo de sintese completa (Caldo
nutriente, bactéria e sal de sintese), do sobrenadante ap6s centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm
e do pellet bacteriano tratado em sonicador ultrassonico (Ultronique) por 420 segundos com 95%
da poténcia total para dispersdo das nanoparticulas das células bacterianas. O propoésito da obtengao
da curva de absor¢@o nas trés etapas mencionadas € observar o comportamento da bactéria em
relagcdo ao local de sintese das nanoparticulas, que pode acontecer no interior da célula bacteriana
(intracelular) ou na parte externa, no meio ou aderidas a superficie da bactéria (extracelular). Além
disso foram feitas leituras do meio MS com sal de sintese durante 60 dias e do caldo nutriente com
sal de sintese por 5 dias com intuito de verificar alguma possivel interagdo dos componentes dos
meios com o sal de sintese.

A leitura de UV-vis foi realizada em aparelho Espectrofotometro Elisa MUItiskan GO
(Thermo Fisher Scientific) e processados no programa Skanit Software 5.0 for Microplate Readers

RE versdo 5.0.0.42.34-135 no LCT/ LABIMP da UFLA.

2.7  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram conduzidas no

Laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural (LME) no setor de Fitopatologia
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da Universidade Federal de Lavras e as amostras foram preparadas de acordo com a metodologia
descrita por Alves e Perina (2012). A suspensao bacteriana foi colocada em uma laminula circular
contendo cola de Poli-L-lisina na parte superior, dentro de placas de petri, por aproximadamente
15 minutos. Apos esse periodo, foi adicionado o fixador Karnovsky modificado até cobrir as
amostras e elas foram armazenadas em geladeira por 24 horas. Posteriormente, foram submetidas
a pos-fixacdo com tetroxido de 6smio, em seguida a desidratacdo com acetona (25, 50, 75, 90 e
100 %), secagem ao ponto critico e montagem dos stubs. As laminulas foram aderidas em stubs
envolvidos com papel-aluminio por meio de uma fita dupla face e colocado em banho de carbono
em aparelho evaporador de carbono (Bal-Tec). As imagens foram observadas no Microscopio
Eletronico de Varredura (MEV) LEO EVO 040 X VP para avaliagdo da morfologia da bactéria bem

como a possivel presenga de nanoparticulas.

2.8 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

As analises de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) foram conduzidas no
Laboratdrio de Microscopia Eletronica e Andlise Ultraestrutural (LME) no setor de Fitopatologia
da UFLA e as amostras foram preparadas de acordo com a metodologia descrita por Alves et al.,
2004. A suspensao bacteriana foi colocada em Eppendorf e centrifugada a 6000 rpm por 5 minutos,
sendo resuspendido o pellet duas vezes em agua destilada para lavar. Apos esse processo, a
suspensao foi centrifugada novamente por mais 2 minutos. A dgua foi jogada fora e foi adicionada
solucdo de agarose a 2% quente e centrifugada mais uma vez por 2 minutos. Apos solidificado, os
blocos foram cortados (aprox. 1 mm) e foram adicionados em solu¢do fixadora Karnovsky
modificada e armazenados por 24 horas. Depois desse periodo, o fixador foi retirado e as amostras
foram lavadas com agua destilada durante 15 minutos por duas vezes. Retirada a agua, foi
adicionada solugdo de acetato de uranila e armazenada em geladeira por 24 horas. Apds esse
periodo, foi retirado o acetato de uranila e as amostras foram lavadas como anteriormente. Na etapa
seguinte, as amostras foram fixadas com tetroxido de 6smio 1% por uma hora. Em seguida foi feita
a desidratacao onde as amostras foram submtidas a solugdes crescentes de acetona (25, 50, 75, 90
e 100 %), e permanecendo por 10 minutos em cada, sendo passada 3 vezes na solugdo de 100%. O
passo seguinte foi incluir as amostras em gradiente crescente de resina Spurr/acetona. 30%

resina/acetona por 8 horas, 70% resina/acetona por 12 horas e 100% resina por 24 horas. Apds esse
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periodo, foi retirada a resina 100%, as amostras foram colocadas e organizadas em formas de
silicone e novamente cobertas com resina 100% e levadas para estufa (50 — 70 °C) por 48 horas
para polimerizagdo. Retiradas da estufa as amostras foram desbastadas (toilette ou trimming) com
o auxilio de laminas de barbear para retirar o excesso de resina e formar uma mesa de corte de
formato trapezoidal com base de no méximo 1,5 mm. Em seguida foram obtidos os cortes semifinos
(1-2 um), para verficar por meio de coloracdo com azul de toluidina se a fixacdo estava adequada
e se o material de interesse estava presente. Por fim, foram obtidos os cortes ultrafinos utilizando
navalhas de vidro presas ao ultramicrotomo (Reichrt-Jung Ultracut) para observagao no MET Zeiss

EM 1009 para a visualizacdo da ultraestrutura celular da bactéria.

2.9  Anailises de pigmentos fotossintéticos

Para a analise foram utilizados 0,05 g de material vegetal fresco, que, em seguida foram
colocados em tubos de ensaio contendo 10 mL de acetona 80% para extragdo dos pigmentos. Os
tubos foram envoltos por papel-aluminio para evitar o contato da amostra com a luz, evitando a
degradacdo da clorofila. Apds 24 horas em geladeira, foi mensurado a absortividade das amostras
em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 470, 645, 652 e 663 nm (Scopel; Barbosa;
Vieira, 2011). A andlise foi realizada em triplicata com quatro repeti¢des bioldgicas por tratamento,
sendo trés repetigdes técnicas para cada repeticdo bioldgica. As equacdes utilizadas no calculo da

clorofila total e de carotenoides foram as propostas por Li, Tang e Xu (2013).

2.10 Analises Fitotécnicas

Para tal, foram avaliados apds 75 dias o comprimento de parte aérea (cm), comprimento de
raiz (cm), massa seca (g) e teor de nutrientes Zn e Cu (ppm). Para as anélises foram utilizadas 12
amostras biologicas. Para as mensuracdes de comprimento de parte aérea, comprimento de raizes
foi utilizada uma régua, e para analise de massa seca foi utilizada balanga analitica de precisdo, e
em seguida, as plantas foram levadas para a estufa de circulagdo forcada de ar & temperatura de 40
°C até peso constante.

Em seguida, as amostras secas, contendo parte aérea e raiz, foram trituradas e analisadas por

meio de um espectrometro portatil de fluorescéncia de raio X (pXRF) Tracer 5 g (Bruker Analytical
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Instrumentation, Billerica, MA, EUA) para avaliagdo do teor de nutrientes zinco e cobre (ppm).
Este modelo pXRF contém um tubo de raios X de rodio de 50 keV e 100 pA. As amostras foram
escaneadas em triplicata, com 60 s por escaneamento, utilizando o modo planta por meio do

software Geochem integrado (730.0225).

2.11 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado, constituido de quatorze tratamentos, sendo
cinco tratamentos controle (1- controle 0, 2- controle bactéria, 3- controle Zn, 4 - controle Cue 5 -
controle Zn/Cu), trés contendo caldo nutriente (CN), bactéria (Bac) e NPs (completo), trés
contendo bactéria e NPs (pellet bacteriano) e trés contendo apenas NPs. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e, posteriormente, ao teste de Tukey a 5% de probabilidade por
meio do software Speed.stat 3.4 (Carvalho et al. 2020). A normalidade dos residuos ¢ a
homogeneidade das variancias foram verificadas para todas as varidveis analisadas. Para dados
paramétricos, foi realizada uma andlise de varidncia de uma via, seguida pelo teste de Tukey (p <
0,05). Para dados ndo paramétricos, foi utilizada a transformacao de postos e, em seguida, o teste
de Tukey foi aplicado aos dados transformados. Para realizacdo das analises estatisticas os
tratamentos foram agrupados em trés grupos distintos (Quadro 1) levando em consideragdo o sal
utilizado, sendo:

Quadro 1: Divisao dos tratamentos em grupos de acordo com o sal utilizado.

Grupo 1 (Zn) Grupo 2 (Cu) Grupo 3 (Zn/Cu)
TRATAMENTOS
1 — Controle 0 1 — Controle 0 1 — Controle 0
2 — Controle Bactéria 2 — Controle Bactéria 2 — Controle Bactéria
3 — Controle Sal de Zn 4 — Controle Sal de Cu 5 — Controle Sal de Zn/Cu
6 — Completo (CN+Bac+NPs) 7 - Completo (CN+Bac+NPs) 8 - Completo (CN+Bac+NPs)
9 — Pellet bacteriano + NPs 10 - Pellet bacteriano + NPs 11 - Pellet bacteriano + NPs
12 —=NPs Zn 13 - NPs Cu 14 - NPs Zn/Cu

Legenda: Controle 0: explante em meio MS; Controle Bactéria: explante em meio MS + Bactéria; Controle
Sal de Zn: explante em meio MS + solugdo estoque de ZnSO4; Controle Sal de Cu: explante em meio MS
+ solugdo estoque de CuSOs; Controle Sal de Zn/Cu: explante em meio MS + solucdo estoque de
ZnS04/CuS0Os4; Completo: Caldo nutriente (CN) + bactéria + NPs.
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3 RESULTADOS

3.1 Atividade Bacteriana

A Figura 7 apresenta o crescimento da bactéria G. diazotrophicus nas diferentes
concentragdes de Zn, Cu e Zn/Cu. Até a concentracdo de 2 mmol L', foi visto que o crescimento
bacteriano apos 24 horas ocorreu da forma esperada, as colonias ocuparam a placa de petri de forma
integral e ndo foi visto isolamento de coldnias. O crescimento da bactéria mostrou-se satisfatorio
em todos 0s casos na concentracio de referéncia (2 mmol L), demonstrando a viabilidade do
microrganismo para a realizacdo da biossintese e para a aplicacdo nos tratamentos. Na faixa acima
de 2 mmol L' até a concentragdo de 20 mmol L', para ZnSO4, foi notado impacto negativo no
crescimento bacteriano, pois nessa ultima concentragdo foi vista que, morfologicamente, as
coldnias se organizaram em agrupamentos claramente visiveis. Concentracdes de 20 ¢ 200 mmol
L' de CuSOs inibiram completamente o crescimento bacteriano. Em relagdio a Zn/Cu,
concentracdes de 10 e 100 mmol L' de ZnSO4 e CuSO4 (equivalente final a 20 e 200 mmol L)
tiveram impacto negativo no crescimento bacteriano visto que, morfologicamente, as colonias se

organizaram em agrupamentos.

Figure 7. Técnica de espalhamento em superficie da bactéria G. diazotrophicus exposta a
concentragoes de ZnSO4, CuS0O4 e ZnSO4/CuS0O4.

Zn/Cu

.|

Controle 0,02 mmol L!
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Legenda: G. diazotrophicus exposta a concentracdes de ZnSO4, CuSO4 (A) G. diazotrophicus exposta a
diferentes concentragdes de solucdo de sulfato de Zn. (B) G. diazotrophicus exposta a diferentes
concentracdes de solucdo de sulfato de Cu. (C) G. diazotrophicus exposta a diferentes concentragoes do
composito Zn/Cu.

Fonte: Do autor (2026)

3.2  Espectroscopia Eletronica UV-visivel

As propriedades 6ticas do meio MS e do caldo nutriente acrescidos com o sal de sintese de
Zn, Cu e do compésito Zn/Cu, foram coletadas para avaliagdo de possivel sintese pelos
componentes dos meios por meio da curva de absor¢do UV-vis. Foram avaliados o comportamento
do meio MS durante o periodo de 60 dias e do caldo nutriente por 5 dias iniciando a verificacao
apos o periodo de 72 horas (periodo de sintese). As figuras 8A e 8B demonstram o comportamento
de nao formag¢do de nanoparticulas pelo meio MS e pelo caldo nutriente visto que ndo se verificou
picos bem definidos nos comprimentos de onda 350 a 380 nm (amarelo) que fazem referéncia a
nanoparticulas de ZnO e entre 560 ¢ 600 nm (azul) que faz referéncia a nanoparticulas de CuO.
Essa constatacdo demontra a viabilidade da utilizagdo dos dois meios no experimento pois nao
interferem no processo de sintese, apenas no crescimento do explante e da bactéria,

respectivamente.

Figure 8. Espectro de absorbancia (UV-vis) do meio MS e do caldo nutriente para verificagao de
sintese de nanoparticulas pelos componentes dos meios.
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Legenda: (A) Meio MS + sal de Zn (a), meio MS + sal de Cu (b), meio MS + sal de Zn/Cu (c). Linhas
pontilhadas fazem referéncia a solugdo estoque (sal + agua). (B) Caldo nutriente + sal de Zn (a), caldo
nutriente + sal de Cu (b), caldo nutriente + sal de Zn/Cu (c). Areas em amarelo indicam comprimento de
onda entre 350 e 380 nm e areas em azul indicam comprimento de onda de 580 nm a 600 nm.

Fonte: Do autor (2026)

Ap6s o periodo de sintese, as amostras contendo material bioldgico e os sais de Zn, Cu e do
composito foram avaliadas por meio da curva de absor¢do UV-vis. A figura 9A mostra a leitura da
solugdo de sintese completa e do sobrenadante contendo sal de Cu (linhas vermelhas) e da solucao
contendo apenas bactéria (linhas pretas). E possivel observar a formagio de picos bem definidos e
evidentes proximos ao comprimento de onda 580 nm (linhas vermelhas), sugerindo a sintese
extracelular e a presenca de nanoparticulas de CuO no meio. Enquanto as solugdes contendo apenas
bactéria demonstram um comportamento semelhante quanto ao comprimento de onda, com perfil
tipico de espalhamento de luz por particulas bioldgicas, e diferem apenas quanto a turbidez da
amostra (linhas pretas). A figura 9B apresenta os espectros de absor¢ao UV-Vis da suspensao
bacteriana na presenca (linhas vermelhas) e auséncia (linhas pretas) de sulfato de zinco. A solug¢ao
completa exibiu elevada absorbancia em toda faixa espectral e perfil decrescente do UV para o
visivel, comportamento caracteristico do espalhamento de luz em particulas bioldgicas em
suspensdo e provavelmente alguns componentes do meio de cultura. Nessa condi¢do nao foi

possivel identificar picos definidos associados ao Zn. O sobrendante apresentou uma reduc¢do
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consideravel do espalhamento, possibilitando avaliar apenas espécies soliiveis e coloidais
dispersas. As linhas exibiram um perfil espectral semelhante, continuo e suavemente decrescente.
Os picos discretos e semelhantes proximos a 380 e 420 nm podem ser atribuidos a presenga de
compostos organicos extracelulares liberados pelo metabolismo bacteriano que podem ter
interagido com o metal disponivel. J4 a figura 9C, que traz a curva de absor¢ao da solug¢do de
sintese completa e do sobrenadante contendo o sal de Zn/Cu (linhas vermelhas) e da solucao
contendo apenas bactéria (linhas pretas), segue o padrao das amostras que continham os sais
individualmente, sendo possivel observar, na solugao completa, a ndo formagao de picos definidos.
J& no sobrenadante, ¢ visivel a presenga de pico bem definido na regido do comprimento de onde

580 nm que faz referéncia a sintese extracelular de nanoparticulas de CuO.

Figure 9. Espectro de absorbancia (UV-vis) de material biologico para verificagdo de sintese de
nanoparticulas.
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Legenda: (A) Linha vermelha: Caldo nutriente + bactéria + sal de Cu; Linha preta: Caldo nutriente +
bactéria. (B) Linha vermelha: Caldo nutriente + bactéria + sal de Zn; Linha preta: Caldo nutriente + bactéria.
(C) Linha vermelha: Caldo nutriente + bactéria + sal de Zn/Cu; Linha preta: Caldo nutriente + bactéria.
Solugdo completa: caldo nutriente + bactéria + sal (NPs).

Fonte: Do autor (2026)

As curvas de absorcdo UV-vis obtidas apos o tratamento do pellet bacteriano em sonicador
ultrassonico estdo representadas na figura 10. As linhas referentes a solucao contendo apenas
bactéria e a solugdo contendo bactéria + NPs de Zn (linha preta e vermelha, respectivamente) ndo
apresentaram picos bem definidos. J4 as linhas referentes as solugdes contendo bactéria + NPs de
Cu e bactéria + NPs de Zn/Cu (linhas azul e verde, respectivamente), demonstraram de forma
pouco definida, a formagao de picos. Essa nao formagao de picos bem definidos pode ser atribuida
ao procedimento para se realizar o ultrassom dos materiais que exige uma diluicdo do material de

interesse (pellet bacteriano) em volumes elevados (200 ml de dgua).
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Figura 10. Espectro de absorbancia (UV-vis) — Pellet bacteriano tratado em sonicador ultrassonico
(Ultronique) por 420 segundos com 95% da poténcia total para dispersdo das nanoparticulas das
células bacterianas.
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Legenda: Linha preta: solugdo apenas com bactéria tratada em sonicador; Linha vermelha: solu¢do com
bactéria + NPs de Zn tratada em sonicador; Linha azul: solugdo com bactéria + NPs de Cu tratada em
sonicador; Linha verde: solugdo com bactéria + NPs de Zn/Cu tratada em sonicador.

Fonte: Do autor (2026)

3.3  Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As eletromicrografias mostradas na figura 11 apresentam células de G. diazotrophicus, com
morfologia bacilar tipica, tornando possivel a visualizagdo sem a presenga de estruturas externas a
bactéria (Figura 11A). Além da visualizacdo da morfologia da bactéria, ¢ possivel observar a
presenga de estruturas com dimensdes inferiores ao redor da bactéria, formando pequenos
agregados irregulares que nao foram observados no controle, sugerindo a possibilidade da presenca
de nanoparticulas de ZnO e CuO (figura 11B e 11C). Na condi¢do contendo simultaneamente Zn
e Cu foi possivel observar agregados dispersos no meio e aderidos as células bacterianas, indicando
um possivel processo de formagdo desses agregados sobre a bactéria. Contudo, devido a auséncia
de metalizagdo condutiva das amostras (banho de ouro), ndo foi possivel atingir aproximagoes
acima de 25.00 kx, limitando a ampliagdo das imagens e dificultando a visualizagdo efetiva e

determinagdo com precisdo das estruturas observadas.
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Figura 11. Eletromicrografia de varredura de G. diazotrophicus

Legenda: (A) G. diazotrophicus cultivada em caldo nutriente (aumento de 10.00 kx). (B) G. diazotrophicus
cultivada em caldo nutriente contendo 2 mmol L de sulfato de zinco (aumento de 4.28 kx). (C) G.
diazotrophicus cultivada em caldo nutriente contendo 2 mmol L de sulfato de cobre (aumento de 20.00
kx). (D) G. diazotrophicus cultivada em caldo nutriente contendo 1 mmol L' de sulfato de zinco e 1 mmol
L' de sulfato de cobre (aumento de 6.20 kx).

Fonte: Do autor (2026)

3.4  Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As micrografias da figura 12 proporcionaram a visualizagdo da ultraestrutura celular de G.
diazotrophicus. Foi possivel observar células bacterianas integras, com citoplasma homogéneo e
auséncia de estruturas eletrodensas bem definidas (figura 12A). Os mesmos padrdes se repetem
para as amostras contendo Cu (figura 12C), ndo sendo observados inclusdes intracelulares
evidentes, sugerindo que o cobre ndo se acumule predominantemente no interior das células nas
condi¢des avaliadas. Em contraste, nas amostras contendo Zn (Figura 12B e 12D), foram
observadas multiplas estruturas eletrodensas distribuidas no interior das células bacterianas, com

dimensdes nanométricas e morfologia aproximadamente esférica. A auséncia dessas estruturas no
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controle e na amostra contendo apenas Cu, sugere que essas formag¢des podem estar associadas a
presenca de Zn. Considerando a interacdo previamente evidenciada por UV-vis, tais estruturas

podem ser compativeis com a formagao de nanoestruturas contendo Zn.

Figura 12. Andlise ultraestrutural de G. diazotrophicu, em microscopia eletronica de transmissao.

Legenda: (A) G. diazotrophicus cultivada em caldo nutriente. (B) G. diazotrophicus cultivada em caldo
nutriente contendo 2 mmol L de sulfato de zinco. (C) G. diazotrophicus cultivada em caldo nutriente
contendo 2 mmol L' de sulfato de cobre. (D) G. diazotrophicus cultivada em caldo nutriente contendo 1
mmol L de sulfato de zinco e 1 mmol L' de sulfato de cobre.

Fonte: Do autor (2026)

3.5 Analises Fitotécnicas
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A figura 13 permite uma avaliag@o visual do efeito da utilizagdo da bactéria G. diazotrophicus
em plantas de batata-doce, cultivar Beuaregard, cultivadas in vitro, em meio de cultura MS
contendo 30 g L' de sacarose. A utilizagio da bactéria afetou negativamente a massa seca das
plantas (tabela 1), isso pode ser percebido pela diferenga existente entre as plantas que crescerem

sem e com a presenca da bactéria.

Figura 13. Figura 13. Visualiza¢dao do efeito da bactéria G. diazotrophicus em batata-doce cv.
Beuaregard em meio MS com 30 g L-1 de sacarose.
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Fonte: Do autor (2026)

Tabela 1. Efeito da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus na massa seca (g) de batata-doce
cv. Beuaregard em meio MS com 30 g L-1 de sacarose.

Tratamento Massa Seca

1. Controle 0,05+0,01a
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2.Bactéria  0,01+0D
C.V. (%) 12,22

* As médias sdo seguidas pelos erros padrdo. No ha evidéncias suficientes de que as médias seguidas pela
mesma letra diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). 1 - Controle: explante em meio MS, sem
inoculacdo; 2 — Bac: explante em meio MS inoculado com bactéria.

A figura 14 permite uma avaliagdo visual do efeito dos tratamentos em plantas de batata-
doce cultivar Beuaregard cultivadas in vitro, em meio de cultura MS contendo 20 g L! de sacarose.
A utilizagdo da bactéria permaneceu impactando negativamente o desenvolvimento da cultura in

vitro.

Figura 14. Visualizagdo do efeito da bactéria G. diazotrophicus e de nanoparticulas de Zn, Cu e
do compdsito Zn/Cu em batata-doce cv. Beuaregard em meio MS com 20 g L-1 de sacarose.

Fonte: Do autor (2026)

3.5.1 Comprimento de parte aérea (CPA)

O comprimento da parte aérea foi afetado negativamente por todos os tratamentos em relacao
aos controles 1, 3, 4 e 5. Nos grupos 2 e 3, além dos tratamentos, o controle 2, com a inoculacao
da bactéria, também apresentou efeito negativo no crescimento da parte aérea em relacdo aos

controles 1, 3,4 e 5.
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3.5.2 Comprimento de raiz (CR) e Massa seca (g)

Todos os tratamentos além do controle 2 apresentaram diferenga significativa em relagao aos
controles 1, 3, 4 e 5, afetando o comprimento de raiz de forma negativa. Isso pode ter ocorrido
devido a competi¢cdo entre a bactéria e o explante por nutrientes ou mesmo um estresse que pode
ter levado a bactéria a parasitar o explante. Para a massa seca o padrdo encontrado no comprimento

de raiz se repete.

3.5.3 Teor de nutrientes Zn e Cu (ppm)

Para o teor de nutrientes foi possivel observar que a absor¢do de Zn e Cu ndo diferiu
estatisticamente nos tratamentos 6, 7 ¢ 8 (8 em relagao ao Zn) quando comparados aos controles 3,
4 e 5. Isso pode ter ocorrido devido ao contetido do caldo nutriente aplicado, além do volume de
nanoparticulas contidas nos tratamentos, fato que pode ter favorecido o crescimento do explante,
mesmo na presenca da bactéria. Os tratamentos 9, 10, 12 e 13, se igualaram estatisticamente ao
controle 2 e diferiram estatisticamente dos controles 3 e 4, ndo surtindo o efeito positivo esperado.
O tratamento 14 (235,33 ppm), contendo apenas ZnONPs foi estatisticamente igual ao controle 5.
Em relagdo ao cobre, o controle 5 apresentou maior média de concentracdo em relagdo ao

tratamento 14.

3.6  Anailises de pigmentos fotossintéticos

Os teores de clorofila total e carotenoides ndo foram influenciados positivamente pelos
tratamentos. Contudo, em relagdo a clorofila total, os tratamentos 6, 10, 11, 12 e 14 nao diferiram
significativamente em relagdo aos controles 1, 2, 3, 4 e 5. No que se refere ao teor de carotendides,
vale destacar que os tratamentos 6, 8, 10, 11, 13 e 14 ndo apresentaram diferenga significativa em
relagdo aos controles.

A tabela 2 mostra os comprimentos de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CR), massa
seca (MS), clorofila total, carotenoides e teores de Zn e Cu em todos os tratamentos, dispostos em

seus respectivos grupos.
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Tabela 2.Efeito da bactéria G. diazotrophicus e de nanoparticulas de Zn, Cu e do composito Zn/Cu no comprimento de parte aérea e raiz,
massa seca, clorofila total, carotenoides e teores de Zn e Cu em batata-doce cv. Beuaregard.

Tratamentos CPA (em) CR (em) Massa Seca (g) Clorofila Total Carotenoides Teor de Zn Teor de Cu
(mgg') (mgg') (ppm) (ppm)
1 - Controle 2,57+0,17a 18,02+2,10a 0,019+ 0 ab 0,23+£0,098a  0,04+0,02ab 281,33 +36,96 ab -
2 - Bac 1,23+£0,10c 3,35+ 1,05bc 0,009 +0cd 0,11+0,01 ab 0,02+ 0 ab 181,67 +£13,69b -
g 3-Zn 2,47+023 a 15,34+241 a 0,021 £0a 0,24 +£0,06 a 0,05+0,01 a 333,00+ 18,77 a -
§ 6 - Completo 0,9+0,33 ¢ 59+1,16b 0,017+0d 0,11+0,01 ab 0,05+0,01 ab 283,00 £22,01 ab -
9 - Pellet Bac 1,89+0,13ab  0,57+0,32¢c 0,008 £ 0 be 0,03+ 0,004 b 0,01+£0b 176,67 + 24,64 b -
12 - Zn NPs 1,3+0,15bc 1,9 +£0,55 be 0,009 +0cd 0,09 + 0,03 ab 0,01+£0b 188,33 +9.21b -
C.V. (%) 16,9 50,8 35,9 40,77 55,72 16,32 -
1 - Controle 2,57+£0,17ab 19,46+2,10a 0,019+ 0 ab 0,23+£0,098ab 0,04 +£0,02 ab - 8,67+1,86b
2 - Bac 1,23£0,10cd  3,35£1,05bc 0,009+0d 0,11+0,01b 0,02+0ab - 5,67+0,33b
o 4-Cu 32+0,19a 18,66 + 1,65 a 0,025+0a 0,59+0,17 a 0,09+ 0,03 a - 31£2,08a
§ 7 - Completo 1,91£0,26bc  1,63+041c 0,015+ 0be 0,12+ 0,06 b 0,01£0b - 34,67+ 1,76 a
10 - Pellet Bac  1,38+0,19¢d  5,4+0,86b 0,012+0cd 0,19+0,06ab  0,04+0ab . 7.67£033b
13 - Cu NPs 1,01 +£0,11d 1,86 £0,68 c 0,01£0d 0,02+ 0,002 b 0,02+0ab - 11,33+12Db
C.V. (%) 26,8 31,82 17,25 35,08 38,61 - 15,19
1 - Controle 257+0,17a 1946+2,10a  0,019+0ab  023+0,098ab 0,04+002a  281,33+36,96a 8,67+ 186¢c
2 - Bac 1,23+£0,10b 3,35+ 1,05 bc 0,009+0¢ 0,11+0,01 ab 0,02+0a 181,67 +13,69b 5,67+0,33 ¢
‘2 5-Zn/Cu 2,55+0,20a 14,98 +2.36 a 0,021 +0a 0,49+0,19a 0,06+ 0,04 a 207 £ 9,61 ab 25,00£2,52a
§ 8 - Completo 1,23+£0,12b 1,42+£0,63 ¢ 0,011+0¢ 0,03 +£0,003b 0,01+0a 199,33 + 10,41 ab 16,33 +£0,67b
11 - Pellet Bac 1,68+0,19b 5,68+ 1,08b 0,013+ 0bc 0,37+0,11 a 0,04 +£0,02 a 197,33 + 5,78 ab 6,00 £ 0,58 ¢
14-Zn/CuNPs  1,32+0,17b  3,72+1,17bc 0,013+ 0bc 0,18+0,05ab  0,01+£0,0la 23533+ 10,87ab 8,00+ 1,15¢
C.V. (%) 31,65 40,47 13,29 33,53 53,51 2,41 21,1

* As médias sdo seguidas pelos erros padrao. Ndo ha evidéncias suficientes de que as médias seguidas pela mesma letra diferem entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05). Grupo 1: controle e tratamentos contendo Zn; Grupo 2: controle e tratamentos contendo Cu; Grupo 3: controle e tratamentos
contendo Zn/Cu - Controle: explante em meio MS, sem inoculag@o; 2 — Bac: explante em meio MS inoculado com bactéria; 3 — Zn: explante em
meio MS inoculado com solugdo estoque de ZnSOs4; 4 — Cu: explante em meio MS inoculado com solugdo estoque de CuSQOs; 5 — Zn/Cu: explante
em meio MS inoculado com solugéo estoque de ZnSO4 e CuSOy4; 6, 7 ¢ 8 — Completo: explante em meio MS inoculado com solugdo completa (caldo
nutriente + bactéria + NPs); 9,10 e 11 — Pellet Bac: explante em meio MS inoculado com pellet bacteriano + NPs; 12,13 e 14 - explante em meio MS
inoculado com NPs.



&3

4 DISCUSSAO

Microrganismos sdo capazes de interagir com as plantas e seus sistemas de varias formas,
permitindo o estabelecimento de relagdes com seus hospedeiros € com o ambiente, sejam elas
benéficas, patogénicas ou neutras (Elnahal et al. 2022). Isolada pela primeira vez na cultura da
cana-de-agiicar por Cavalcante e Dobereiner (Cavalcante; Dobereiner, 1988), a bactéria G.
diazotrophicus ¢ reconhecida como promotora de crescimento vegetal devido as suas capacidades
intrinsecas de fixag¢ao bioldgica de nitrogénio, solubilizagdo de fosforo e produgao de fitormonios
(Ceballos-Aguirre et al. 2025). O crescimento e o desenvolvimento de uma bactéria promotora de
crescimento dependem de sua capacidade de resisténcia e adaptacdo a ambientes e condig¢des de
estresse (Moreira et al. 2025).

A bactéria demonstrou crescimento satisfatorio em todos os casos em que foi utilizada no
experimento concentracio de 2 mmol L!. Moreira et al. (2025), avaliaram o impacto do Zn no
crescimento e na viabilidade celular de G. diazotrophicus Pal 5 nas concentragdes de 2,5; 3,0; 3,5
e 4,0 mM de ZnCl> e compararam o resultado com o cultivo da bactéria sem adi¢do do sal, no
tempo de 12 horas. O crescimento foi inibido em todas as concetragdes em relagao ao controle sem
o sal, com reducao de 51% a 2,5 mM. Os mesmos autores revelaram que o Zn diminuiu a
viabilidade celular da bactéria em aproximadamente 20% a 4,5 mM. No que se refere a atividade
bacteriana, a concentracdo dos sais de sintese utilizada nesse experimento foi satisfatoria. Ficou
evidente também que a progressdao da concentracdo do sal de Zn inibiu o crescimento bacteriano.
Teores elevados de Zn tiveram um efeito menor na viabilidade quando comparados ao crescimento,
ativando mecanismos de resisténcia para manter a viabilidade celular nessas condigdes (Moreira et
al. 2025).

Intorne et al. (2012) demonstraram evidéncias de alta tolerancia de G. diazotrophicus Pal 5 a
metais pesados como Cadmio, Cobalto e Zn. Almeida et al. (2017) verificaram a presenca de
bactérias do género Gluconacetobacter (cerca de 77%) em consodrcio bacteriano resistente a Cu
obtidos de rizosedimento de Phragmites australis exposto a concentragdes de Cu. O efeito
antimicrobiano do Cu para vérios microrganismos ¢ conhecido, sobretudo, estudos sobre a
tolerancia e concentracdes minimas inibitéria de Cu em G. diazotrophicus Pal 5 sdo escassos,

explicitando a necessidade de mais pesquisas para compreender melhor essa relagao.
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Com isso, fica claro que os sais, como fatores de estresse, desaceleram o crescimento
bacteriano e podem interferir no tamanho e na morfologia das coldnias, tanto pela quantidade
quanto pela interagdo, como observado nas concentragdes acima de 2 mmol L-1. Os sais em alta
concentragdo podem penetrar de forma eficiente os exopolissacarideos que constituem a matriz da
coldnia bacteriana, interferindo no mecanismo de comunicacao das células bacterianas (quorum-
sensing), dificultando a comunicagdo entre elas, inibindo e alterando seu crescimento (Lahiri et al.
2021). Ceriotti et al. (2022) evidenciaram a importancia da morfologia das colonias bacterianas em
varios processos ecoldgicos, além de expor os principais fatores que controlam a dindmica da
expansdo das colonias e a morfologia resultante. Entre esses fatores, os autores mencionam a
distribuicdo espacial de nutrientes, o efeito da disponibilidade limitada ou do excesso de nutrientes
além do processo de difusdo e absor¢do de nutrientes. Proteinas envolvidas no metabolismo da
parede celular de G. diazotrophicus Pal 5, que estdo envolvidas na exportagdo de
lipopolissacarideos e lipidios, foram reguladas em resposta ao estresse por excesso de Zn,
apresentando acimulo reduzido (Moreira et al. 2025).

O potencial biotecnoldgico das bactérias endofiticas em varias areas ainda ¢ desconhecido.
A intera¢do entre microrganismos e nanotecnologia pode ocorrer por meio da biossintese ou sintese
verde de nanoparticulas. As bactérias sao um dos agentes mais eficientes utilizados na sintese verde
de NPs. Diversas biomoléculas produzidas por bactérias, como enzimas, proteinas, polissacarideos
flavonoides, fenois e alcaloides podem atuar como agentes redutores e produzir as NPs (Akdasci
et al. 2025; Couto Junior et al. 2025).

A bactéria G. diazotrophicus Pal 5 demonstrou potencial para realizagdo da sintese de
nanoparticulas de ZnO e CuO. As propriedades Opticas da amostra contendo sulfato de cobre
mostraram a formacao de CuNPs extracelular na faixa de comprimento de onda entre 560 ¢ 600
nm. Bactérias, quando mantidas em ambientes com quantidades elevadas de metais toxicos,
produzem substancias em resposta ao estresse oxidativo que funcionam como agentes redutores e
estabilizadores na producdao de nanoparticulas, convertendo ions metalicos em formas menos
toxicas (Chakraborty ef al. 2022). Utilizando Streptomyces griseus para a biossintese de CuONPs
Ponmurugan et al. (2016) confirmaram a presenca de nanoparticulas utilizando espectroscopia UV-
Vis em comprimento de onda de 592 nm. A espécie S. capillispiralis Ca-1, isolada de Convolvulus
arvensis foi utilizada para sintetizar CuONPs e a confirmacdo da biossintese foi feita por

observagdo de um pico de absor¢ao por espectroscopia UV-Vis em comprimento de onde de 600
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nm (Saad et al. 2018). Trabalhos esses que confirmam os resultados encontrados no presente
trabalho quanto a biossintese de CuONPs mediada pela bactéria G. diazotrophicus Pal 5. Saad et
al. (2018) explicam ainda que o pico de absorc¢ao depende diretamente do tamanho e da estabilidade
das nanoparticulas.

A biossintese de nanoparticulas oferece uma alternativa sustentavel e economicamente viavel
para a produg¢do de nanoparticulas de metais e 6xidos metalicos (El Ouardy et al. 2026). A
utilizag¢ao de bactérias na biossintese de NPs ¢ vantajosa em relagdo a outros microrganismos, pois
seu cultivo pode ser viabilizado em condigdes artificiais, pelo fato de serem tolerantes e se
adaptarem em concentragdes elevadas de metais além de possuirem potencial de reduzir materiais
inorgéanicos em NPs por vias intra e extracelulares (Koul et al. 2021). Para comprovar a existéncia
e caracterizar as propriedades atdmicas, estruturais e quimicas das nanoparticulas biossintetizadas
sdao utilizadas diferentes técnicas que determinam a forma, o tamanho, o comportamento
morfoldgico e as caracteristicas exatas das nanoparticulas (Arora; Manchanda; Gupta; 2026).

Na biossintese realizada no presente trabalho, o espectro UV-Vis de ZnONPs nao exibiu pico
de ressonancia plasmodnica de superficie em torno de 350 e 380 nm, regido caracteristica de
ZnONPs. O que normalmente se detecta no UV-Vis sdo nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO),
pois o zinco metalico (Zn) possui alta reatividade, formando facilmente ZnO. A ndo formacdo de
pico na regido de comprimento de onda esperado pode se justificar pela ndo conversao de Zn em
Zn0, pela formacao de agregados que podem formar nanoparticulas grandes que perdem o efeito
quantico ou pela regido de formagao, nesse caso internamente as células bacterianas. A dispersao
das nanoparticulas, considerando a oscilagdo coletiva dos elétrons da superficie, resulta em picos
que podem fornecer evidéncias sobre o tamanho e a forma das nanoparticulas (Arif; Raza; Akhter;
2024). Mohammadian, Es'haghi ¢ Hooshmand (2018) citam a relacdo existente entre o pico de
absorcdo e o tamanho das nanoparticulas, sendo o espectro de absorcdo uma fun¢do do
comprimento de onda e do tamanho das nanoparticulas. Os mesmos autores demonstram essa
relacdo entre o tamanho da nanoparticula e a energia de absorcao Optica, com base em uma
aproximacao de massa efetiva, com a expressdo teorica da equacao de Brus. A formacdo de
nanoparticulas ¢ extremamente dependente do tipo de microrganismo e das suas condig¢des de
crescimento (Eweis et al. 2024; Swain; Mishra; Sahoo; 2025). Saravana et al. (2018) sintetizaram
nanoparticulas de ZnO utilizando Bacillus megaterium. Utilizando cinco cepas de Streptomyces

spp, Rajivgandhi et al. (2022) conseguiram sintetizar nanoparticulas de ZnO apenas com trés. Fica
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evidente a variabilidade existente de microrganismos capazes de biossintetizar nanoparticulas e
suas especificidades quanto as condi¢des de crescimento e produgdo de metabdlitos responsaveis
pela biossintes. Os resultados obtidos em relagdo ao espectro UV-Vis do composito foi semelhante
as avaliagOes individuais de Zn e Cu.

As amostras foram avaliadas em microscopia eletronica de varredura (MEV) com o objetivo
de buscar possiveis alteragcdes morfologicas celulares e a presenca de estruturas nanométricas apos
a exposi¢ao da bactéria aos metais. Pallucchini et al. (2024) demonstraram que a bactéria G.
diazotrophicus, de forma epifitica, pode se organizar em biofilme enquanto exibe morfologia em
bastonete quando colonizam o meio intracelular (endofitica), demonstrando alteragdes em seu
comporamento em ambientes diferentes. ZnONPs biossintetizadas por Enterococcus hirae
apresentaram tamanho uniforme, predominantemente esférico e minimo de aglomeracdo. J& o
composito ZnO/CuO biossintetizado pela mesma bactéria apresentou morfologia e agregacdes
variadas, sugerindo que a presenca de CuONPs afeta a nucleagdo e a incorporagdo das
nanoparticulas (Jalal; Salih; Hassan; 2026). Anélises de MEV de CuONPs biossintetizados por
Aspergillus terreus (Mousa et al. 2020) e E. coli (Ghorbani; Fazeli; Fallahi, 2015) indicaram a
formagdo de particulas esféricas. A variabilidade observada na morfologia, no tamanho e na
bioatividade das NPs biossintetizadas estd intimamente ligada ao controle dos parametros
experimentais como pH, concentracdo do precursor, tempo de reacao e material bioldgico utilizado
como agentes redutores e estabilizantes (Couto Junior ef al. 2025; Gong et al. 2026). Apds o
exposto e devido as limitagdes encontradas no que diz respeito a ampliacdo e resolucdo das
imagens, faz-se necessaria a analise complementar para confirmacdo inequivoca das estruturas
encontradas.

Eletromicrografias de transmissao (MET) também foram realizadas com o objetivo de
verificar a possivel formacao intracelular de nanoestruturas. ZnONPs, biossintetizadas por Bacillus
haynesii, apresentaram tamanhos variando de 20 a 300 nm com formato esférico para as particulas
menores e em bastonetes para particulas maiores que 100 nm (Rehman ez al. 2019). Nanoparticulas
de CuO biossintetizadas com extrato de Sclerocarya birrea apresentaram morfologia
predominantemente esférica e com leve aglomeragao entre as particulas quanto avaliadas em MET.
Essa aglomeragao ¢ tipica de 6xidos em nanoescala e pode ser atribuida a alta energia superficial,
que leva a interacdo interparticulas (Msimango et al. 2025). Nanocomposito de ZnO/CuO

biossintetizado por bactéria e analisados por MET apresentou menores tamanhos quando
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comparados a nanoparticulas de ZnO, além de se apresentar em formas irregulares e com tendéncia
a formacao de aglomerados sugerindo a interferéncia de CuONPs na nucleagdo e no crescimento
das nanoparticulas (Jalal; Salih; Hassan; 2026). Em conjunto, os resultados sugerem que a bactéria
G. diazotrophicus Pal 5 promove mecanismos distintos de biotransformagao, com formagao de
estruturas extracelulares na presenga de Cu e intracelulares de na presenca de Zn. Fazendo-se
necessaria a continuagcdo da pesquisa sobre o comportamento do microrganismo utilizado na
realizagdo de biossintese de nanoparticulas.

A batata-doce ¢ uma importante cultura de tubérculos, propagada vegetativamente por
estacas de caules ou ramas e tubérculos que ¢é produzida em varias regides do mundo devido ao seu
valor nutricional e econdmico. No entanto, esse método de propagacdo é demorado e pode
transmitir doencas para as proximas geracoes (Behera et al. 2022). A cultura de tecidos ¢ utilizada
para multiplicar rapidamente e em grande quantidade materiais vegetais de plantio de forma
confidvel. Esse processo envolve a selecdo criteriosa de explantes e do meio de cultura em
condi¢des assépticas, oferecendo vantagens como a rapida multiplicagdo de material vegetal livre
de doengas, uniformidade genética e capacidade de propagar variedades de interesse de forma
eficiente (Adu Donyina ef al. 2025).

Em cultura de tecidos vegetais, as bactérias podem se apresentar como contaminagao
microbiana ou como manifestacao endofitica (Esposito-Polesi, 2020). Nesse contexto e devido ao
conhecimento sobre o comportamento de bactérias promotores de crescimento na promocao de
crescimento e indugdo de resisténcia em cultivos, vem crecendo o interesse no uso desses
microrganismos em etapas do cultivo in vitro (Castro Molina ef al. 2025).

O potencial biotecnoldgico das bactérias endofiticas na cultura de tecidos ainda ndo € muito
conhecido. Esposito-Polesi (2020) corrobora a necessidade de se conhecer o potencial de bactérias
promotoras de crescimento no cultivo in vitro, considerando, contudo, que o objetivo principal € o
crescimento e desenvolvimento da cultura. A contaminagdo microbiana no cultivo in vitro pode
resultar em um crescimento variavel dos explantes, reducao de brotagdes e enraizamento, necrose
dos tecidos e consequente morte das plantas (Permadi et al. 2025; Rollins et al. 2026).
Microrganismos encontrados na micropropagacdo podem competir por nutrientes além de
excretarem substancias toxicas que causam a morte do explante (Esposito-Polesi, 2020; Okoroafor,
2022). A utilizagdo de G. diazotrophicus Pal 5 in vitro e seus efeitos sdo praticamente

desconhecidos. As analises realizadas nesse trabalho mostraram seu efeito negativo nos atributos
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fitotécnicos da batata-doce nas concentragdes e condigdes em que foram aplicadas, seja por
competicao ou por efeito negativo de algum metabdlito liberado.

Micronutrientes desempenham um papel vital em varias fungdes fisioldgicas nas plantas e
abordagens biotecnoldgicas inovadoras utilizando nanotecnologia vém crescendo de forma
consideravel. O uso de NPs em sistemas de cultura de tecidos vegetais representa uma nova
abordagem com potencial para melhorar a eficiéncia da micropropagacdo. Dentre os beneficios se
incluem a melhoria da esterilizagdo, a regulacao da atividade hormonal, aumento da multiplicacao
e do enraizamento, aumento da taxa de sobrevivéncia e a absorcao direcionada de nutrientes (Guru
et al. 2025). FeNPs biossintetizadas a partir de extratos de plantas substituiram a fonte de Fe do
meio MS e proporcionaram maior didmetro, peso, numero de raizes e de brotagdes em calos de
arroz in vitro (Ullah et al. 2024). ZnO NPs sintetizadas quimicamente, aplicadas no
estabelecimento dos explantes, em concentragdes de 10-30 mg dm™, aumentaram o teor Zn e de
outros nutrientes em plantas de blackberry (Rubus fruticosus L.) (Krzepitko; Prazak; Matyszczuk,
2024). Utilizando extrato de folhas de Moringa oleifera para biossintese de CuONPs, Ali et al.
(2026) conseguiram aumento significativo no contetido de fendlicos totais.

No presente trabalho, ficou evidente a interferéncia negativa da bactéria G. diazotrophicus
Pal 5 na cultura da batata-doce in vitro. Essa interferéncia condenou a avaliagdao dos efeitos das
nanoparticulas de ZnO e CuO. A aplicacao de nanoparticulas em cultura de tecidos pode significar
uma nova abordagem para melhorar a eficiéncia da micropropagagao. O completo entendimento e
padronizacdo dos processos de sintese, do momento de aplicacdo em relagdo ao estdgio de
desenvolvimento do explante e as formas de aplicacdo (liquido, s6lido, concentracdes etc.) ¢ de
extrema importancia para integrar a utilizacao de nanoparticulas em cultura de tecidos. O momento
da aplicagdo das nanoparticulas, considerando o estdgio da micropropagacao (estabelecimento,
multiplicagdo de brotos, enraizamento e aclimatagdo), pode favorecer os resultados esperados.
Além disso, a concentracdo das nanoparticulas aplicadas in vitro deve ser testada e otimizada para
cada nutriente para atender a demanda de cada cultura em especifico (Krzepitko; Prazak;

Matyszczuk, 2024; Guru et al. 2025).

5 CONCLUSAO



89

A bactéria G. diazotrophicus se mostrou promissora como matriz para a producdo de
nanoparticulas de Zn e Cu de forma sustentavel. A utilizagdo da bactéria G. diazotrophicus nao foi
uma boa alternativa para utilizagdo in vitro nas condigdes testadas pois afetou negativamente o
crescimento e desenvolvimento dos explantes em todos os tratamentos. A utilizagdo in vitro de
nanoparticulas de Zn, Cu e do compdsito Zn/Cu biossintetizadas se apresenta como uma alternativa
a ser mais bem compreendida para futuras aplicacdes.

Diante dos crescentes desafios impostos pelas mudancas climaticas e da necessidade de
utilizacao de métodos inovadores para aumentar a resiliéncia e a produtividade das culturas, este
estudo revela um panorama de possibilidades e prepara o caminho para novas investigacdes
envolvendo a bactéria promotora de crescimento G. diazotrophicus Pal 5 em cultura de tecidos,
bem como sua utilizagao na biossintese de nanoparticulas e a utilizagao dessas nanoestruturas como

fonte de nutrientes para as cultura.
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