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RESUMO

As nanoparticulas tém sido liberadas no meio ambiente, através de produtos
usados na Industria em geral. A liberacdo desses compostos pode causar
riscos aos organismos vivos, como plantas e organismos aquaticos, bem como
gerar alteragbes na cadeia alimentar. Este trabalho avaliou os efeitos das
nanoparticulas de Prata (AgNPs) em diferentes concentragdes: 12,5; 25; 50 e
100 ppm (partes por milhdo) na germinagao, no crescimento e na estrutura de
sementes de maxixe (Cucumis anguria L.), visando avaliar os efeitos dos
tratamentos submetidos a diferentes concentragées de nanoparticulas de prata
no seu desenvolvimento. Foi observado que no tratamento com nanoparticula
de prata na concentragao de 25 ppm houve crescimento significativo das raizes
de maxixe em relagdo ao controle negativo (acido nitrico). Por outro lado,
raizes submetidas ao tratamento de 50 ppm de AgNPs apresentaram o menor
crescimento dentre todos os tratamentos. Este estudo mostrou que ndo ha
correlagao direta entre a concentragdo de nanoparticulas e a inibicdo do
desenvolvimento das sementes. As analises de Microscopia Eletronica de
Varredura mostraram que as sementes tratadas com nanoparticulas de prata
(AgNPs) que germinaram tardiamente (apds o terceiro dia), apresentaram um
atrofiamento da sua zona pilifera. O EDS mostrou alta deteccdo de Ag na
semente tratada com 100 ppm de AgNPs, indicando um acumulo de
nanoparticula na superficie da semente. Nos demais tratamentos com
nanoparticulas, ndo houve deteccdo significativa de Ag na superficie da
semente, o que demonstra que essas NP foram absorvidas e translocadas
dentro da planta ou ndo foram absorvidas. As sementes tratadas com as
concentragdes de 50 e 100 ppm apresentaram efeitos negativos em relagdo ao
controle: inibicdo do crescimento de raizes, baixo percentual de germinacgao e
atrofiamento da zona pilifera, mostrando que AgNPs podem ser toxicas para o

Maxixe(Cucumis anguria L.).

Palavras - chave: AgNPs, Cucumis anguria L., Fitotoxidade, Nanotecnologia.



ABSTRACT

Nanoparticles have been released into the environment by products used in
industry, in general. The releasing of these compounds can cause damage to
the living beings, like plants and aquatic animals, as well as cause alterations in
food chain. This work evaluated the effects of silver nanoparticles (AgNPs) in
different concentrations: 12,5; 25; 50 and 100 ppm (parts per million) on
germination, growth and structure of maxixe seeds (Cucumis anguria L.),
aiming to evaluate the effects on treatments under different concentrations of
silver nanoparticles in their development. It was observed in the 25 ppm
treatment a significant root growth compared to the negative control (nitric acid).
On the other hand, roots submitted to the 50 ppm treatment presented the
smallest growth among the tests. This study showed that there is no direct
correlation between nanoparticles concentration and inhibition of root’s growth.
Scanning electron microcopy (SEM) analysis showed that the treated seeds
with silver nanoparticles (AgNPs) that germinated later (after the third day),
presented atrophy of their root hair. EDX showed high detection of Ag in the
seed treated with 100 ppm, what indicates an accumulation of nanoparticles on
the surface of the seed. In the other treatments with nanoparticles, there weren’t
a significant detection of Ag on the surface of the seed, what shows that these
NPs were absorved e translocated inside the plant or they weren’t absorved.
Seeds treated with the concentrations of 50 and 100 ppm presented negative
effects in relation to the control: inhibition of root growth, low rate of germination
and atrophy of root hair, showing that AQNPs can be toxic to maxixe species

(Cucumis anguria L.).

Keywords: AgNPs, Cucumis anguria L., Phytotoxicity, Nanotechnology.
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1. INTRODUGAO

O uso de nanoparticulas tem crescido nos ultimos anos em diversas
areas devido as diversas aplicagbes possiveis. Ha grande interesse na
producao de materiais em nanoescala, uma vez que, possuem area superficial,

carga e caracteristicas fisico-quimicas singulares.

Na area farmacéutica, por exemplo, existe grande interesse pelo
desenvolvimento de farmacos mais especificos, os nanofarmacos. Essas
nanoparticulas poliméricas combinam as caracteristicas de vetores tradicionais
de entrega, como lipossomos e conjugados polimero-farmacos, com tamanho e
forma adequada para vencer barreiras biolégicas , como o pH. Além disso,
possuem ligantes capazes de se ancorar em células ou organelas especificas,

reduzindo os seus efeitos colaterais(Petros e DeSimone, 2010).

Na area ambiental, as nanoparticulas tém sido aplicadas no controle
dos efeitos toxicos de metais pesados, provenientes da industria quimica e de
petréleo (Zhang et al., 2012), uma vez que a contaminagao por metais pesados
no solo e agua podem causar impactos nocivos as plantas ou serem
transferidos na cadeia alimentar, causando impactos que podem atingir o ser
humano (Nagajyoti et al., 2012; Monteiro et al., 2012). Um estudo mostrou que
a aplicacdo de nanoparticulas de Titanio (TiO2) reduziu o efeito toxico de
Cadmio(Cd?*) em sementes de arroz (Oryza sativa L.). A coexposicdo das
sementes de arroz a NPs de TiO2 e ao metal Cadmio(Cd?*) gerou diminuigao
da captacgao e distribuicdo do metal nas raizes e folhas (Ye Ji et al., 2017) . Em
outro trabalho semelhante, foram aplicadas NPs de Magnetita revestidas com
citrato em plantas de milho, com objetivo de reduzir os efeitos tdéxicos dos
metais pesados Cadmio (Cd?*) e Cromo (Cr®*). Quando a planta foi tratada
somente com os metais pesados, foram observados efeitos inibitérios, como a
redugdo do comprimento da raiz. A coexposi¢cao das plantas de milho a uma
solucdo contendo estes metais pesados e NPs de Magnetita resultou em
menor acumulagao de metais pela planta e redugéo da inibigdo (Lopez et al.,
2016). Porém, em outro estudo com plantas de Ulmus(Umus elongata)
pulverizadas com solugdo de nanoparticulas de TiO2, foi observada uma



reducdo na taxa fotossintética e no potencial fotoquimico. A TiO2 reduziu a
fotossintese em mudas de U. elongata, principalmente, por meio de uma
regulagdo nao estomatica. Também foi observado um aumento de
fotossensibilidade. (Gao et al., 2013). Isso evidencia que, para algumas

especies, a propria NP de TiO2 causa efeito inibitério.

Nanoparticulas de prata(AgNPs) também tém ganhado notoriedade na
area agricola, onde podem ser utilizadas como pesticidas. Quando testadas
contra um grupo de fungos (Macrophomina phaseolina , Pythium aphanidermatum ,
Sclerotinia sclerotiorum , Rhizoctonia solani, Tricoderma harzianum ) mostraram
que, na concentragéo ideal, podem inibir em até 100% o crescimento fungico
em algumas colénias (Mahdizadeh et al., 2015). Isso demonstra uma potencial
aplicagao como nanofertilizantes, nanopesticidas e nanosensores,
aumentando a produtividade das culturas e reduzindo custos através da

substituicdo de fungicidas quimicos(Scott e Chen, 2013; Servin et al., 2015).

Algumas nanoparticulas também possuem a capacidade de gerar
alteracdes fisiolégicas nas plantas, positivamente ou negativamente,
dependendo da espécie estudada. Um fator afetado positivamente pelo uso de
nanoparticulas de prata em algumas espécies de plantas € desempenho
fotossintético. O tratamento de sementes de milho com nanoparticulas de
Hematita e Ferridrita aumentou a taxa de crescimento, biomassa e teor de
clorofila do milho, atuando como fonte de ferro, elemento fundamental para a

eficiéncia fotossintética (Pariona et al., 2016).

Porém, em outras especies de plantas, o efeito € oposto. A exposicao
de sementes de arroz(Oryza sativa L.) a AgNPs com 20 nm de diametro
mostrou um claro efeito inibitério dose-dependente nessa espécie. AQNPs em
todas as concentragbes afetaram o crescimento das plantulas de arroz
(Thuesombat et al., 2014). Em outro estudo com AgNPs de 10 nm de diametro,
usando como modelo Arabidopsis thaliana, foi observada uma redugdao no
comprimento da raiz, no peso umido e inibigao significativa do alongamento da
raiz de uma maneira dependente da dose. AQNPs também diminuiram o teor
de clorofila em mudas de A.thaliana apds 2 semanas de tratamento. A clorofila



€ um biomarcador significativo em relagdo ao crescimento das plantas(Qian et
al., 2013)

Uma alternativa para reduzir o efeito téxico € a formulagdo de uma
mistura de NPs. Uma combinagdo de NPs de Cobre(nano-CuO) + NPs de
Zinco(nanoZnO) ou Cromo(nano-Cr203) em concentragdo de 100 mg/L exibiu
menores efeitos toxicos em Lepidium sativum em comparagao com misturas
individuais na mesma concentracido. O efeito inibitério de solugdes individuais
de nano-CuO e nano-ZnO foi de 98,3%, enquanto que o efeito da combinagao
das duas solucdes foi inferior a 84,9%. Além disso, misturas individuais de
nanoCuO e nano-Cr203 inibiram o crescimento das raizes em 60,2% em
relagdo ao controle. Quando combinadas, inibiram em apenas 25,9%.( Josko et
al., 2017). Isso mostra que, e possivel formular uma solugéo de nanoparticulas
para determinada finalidade especifica onde o uso da NP adequada para
especie vegetal, nas concentragdes ideais e, caso necessario, misturadas com

outras NPs, pode gerar o efeito desejado sem causar efeitos danosos a planta.

A absorgcao de NPs pela planta ocorre por diferentes rotas. Uma vez
absorvidas, elas sao translocadas dentro dos tecidos vegetais. Um percentual
dessas NPs absorvidas pelas raizes e partes aéreas das plantas é translocado
até o xilema (Dietz e Herth, 2011).

Apesar dos resultados positivos obtidos com diferentes
nanoparticulas e das perspectivas geradas em torno delas, ainda ndo ha
conhecimento suficiente dos impactos ambientais inerentes as nanoparticulas,
nem os efeitos que podem ser gerados por elas nos diferentes organismos
(Maynard, 2006).

Portanto, tendo em vista o potencial que as AgNPs possuem como
pesticidas, se faz necessario compreender melhor o modo como elas sao
translocadas, interagem, e afetam as plantas, bem como, os padrbes de

suscetibilidade das diferentes espécies em relacdo a essas NPs.



A familia Cucurbitaceae abrange varias espécies de grande
importancia econémica. Ela & constituida por cerca de 80 géneros e mais de
800 espécies, entre quais, meldo, melancia, pepino e maxixe(Cucumis
anguria L.), uma espécie olericola bastante cultivada nas regides Norte e
Nordeste do Brasil. Seus frutos sdo pouco caldricos e ricos em de sais
minerais. A presenga do zinco |he confere propriedades medicinais na
prevencao de problemas na préstata e no controle do colesterol no sangue( da
Silva et al., 2008). Por isso, esse estudo contribui para elucidar os efeitos que
pesticidas a base de AgNP poderiam causar em plantas de Maxixe(Cucumis

anguria L.).



2. OBJETIVO

2.1 Objetivos gerais

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da exposigdo de
sementes de Maxixe(Cucumis Anguria L.) a diferentes concentragbes de

nanoparticulas de prata (AgNPs).

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar as taxas de germinagao e de crescimento da raiz apds exposi¢ao as

nanoparticulas de prata(AgNPs).
-Verificacdo dos pesos umido e seco apods os tratamentos.
-Visualizar a estrutura a nivel microscopico da coifa e zona pilifera

-Visualizar a composi¢ao quimica.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 AgNPs

As nanoparticulas de prata utilizadas neste estudo foram
sintetizadas pelo Laboratério de Materiais Funcionais Avancados (LAMFA)-
UFC. Estas nanoparticulas possuem didametro médio de 10 nm; carga

superficial +40 mV e foram estabilizadas com quitosana.

3.2. Teste de germinagao e avaliagao de crescimento da raiz de maxixe

sob diferentes concentragées de nanoparticulas de prata (AgNPs)

Para verificar a capacidade germinativa das sementes de Maxixe -
TOP Seed Garden Lote: 052145; Teste:06/17; Validade: 06/19). Foram
utilizados AgNPs nas concentragbes de 12,5; 25; 50 e 100 ppm. O controle
positivo foi a agua ultrapura e o negativo, acido nitrico. Para a preparagao das
solugdes, foi utilizada solugao estoque de 600 ppm de AgNPs, que foi diluida
até as concentragdes. As sementes do maxixe foram imergidas nas solugoes
por 3 horas em cada tratamento, incluindo controle positivo e controle negativo,
para embebi¢do. Foram utilizadas 5 placas (A, B, C, D e E) para cada
tratamento, e em todas elas foram inoculadas 10 sementes sobre papel germ-
test. A verificagdo da taxa de germinagao e medidas de comprimento da raiz
principal foram realizadas a cada 24h, por um periodo de 7 dias, utilizando-se
paquimetro digital. Foram consideradas como germinadas as sementes que
tinham radicula a partir de 2 mm de comprimento. A reidratacéo foi feita

utilizando um volume de 0,9 mL de agua deionizada a cada 48h.



3.3. Medicao do peso umido e peso seco

Apos finalizadas as medi¢cdes do sétimo dia, as plantulas de cada
amostra foram pesadas em balanca analitica para verificacdo do peso. Para a
medicdo do peso seco, todas as amostras foram expostas ao ar ambiente do
laboratdrio e apds 7 dias tiveram seus pesos medidos, novamente utilizando-se

balanca de precisdo analitica (precisao de 0,1 mg(0,0001 g)).

3.4. Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

Apoés o periodo de inoculagdo e medicdo dos parametros
estatisticos, foi realizado processamento para Microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). As amostras foram fixadas em solugdo contendo
glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4% e tamp&o cacodilato de Sédio 0,05 M.
Foram realizadas 3 lavagens com o tampé&o Cacodilato de Sédio 0,05 M. Apés
essa etapa, foi feita desidratacdo com etanol em uma série crescente de
concentragao( etanol 50%, 70%, 90% e 3 trocas com solugéo de etanol 100%).
Cada etapa de desidratacdo durou 45 minutos. As amostras ficaram
armazenadas em geladeira. Ao final, foi realizado um ponto critico com o
aparelho EMS 850. Apds a secagem, as amostras foram coladas com fita de
carbono em porta-amostra para MEV (stubs) e metalizadas com 20 nm de ouro
em um metalizador Quorum modelo Q150R. Posteriormente, as sementes

foram analisadas em microscopio eletronico de varredura QUANTA FEG 450.



3.5. Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS)

Além da Varredura, as amostras foram analisadas quanto a seu
conteudo quimico, através de Espectroscopia de energia dispersiva de raios-
X(EDS) para que houvesse deteccao dos percentuais dos diferentes elementos

quimicos, principalmente, a prata(Ag), oriunda das nanoparticulas.

3.6. Plotagem de dados

Os dados foram plotados no Excel®, gerando-se tabelas com todas
as taxas de germinagao, comprimento de raiz principal, valores de peso umido
e seco, taxas de velocidade de germinagao, tempo médio de germinagao e os
valores de média e de desvio padrdo dentro dos tratamentos. Foi realizado o

teste ANOVA para calcular as significancias(p) em relagao ao controle.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 indice de Germinacao

As sementes de Maxixe (Cucumis anguria), submetidas a diferentes
concentragbes de nanoparticulas de prata (AgNPs), apresentaram resultados
distintos entre os tratamentos. A germinagéo das sementes ocorreu a partir do
segundo dia de exposi¢do a AgNPs, na concentracao de 25 ppm (Tabelas 1 e
2). Sementes submetidas a concentragcdo de 25 ppm apresentaram maior
indice germinativo (Tabela 1), ficando acima do controle positivo (H20). O
tratamento com 50 ppm de AgNP foi o que apresentou o menor indice de
germinagao entre todos os tratamentos. O tratamento com 50 ppm sé
apresentou aumento no percentual de germinagdo até o quarto dia,
permanecendo em 8% de germinagao até o fim do experimento. Isso indica

que as AgNPs tiveram forte efeito inibitério nessa concentragao.

Média do indice de germinagao (%) no intervalo de 7 dias
Em diferentes concentragées de AgNPs

H20 100 ppm 50 ppm 25 ppm 12,5 ppm Ac. Nitrico
1 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0 0,0 0,0 10,048,37 0,0 0,0
3 18194 8,0+8,37 6,0+5,48 30,0£17,89 16,0+5,48 0,0
4 26+15,17 10,0+7,07 8,0+8,37 44,0114 24,0x15,17 0,0
5 30+20 10,0+7,07 8,0+8,37 46,0+11,4 28,0£19,24 0,0
6 42+17,89 12,0+8,37 8,048,37 52,0+12,,3 30,0+25,88 0,0
7 42+17,89 14,0+8,4 8,048,37 52,0£12,3 40,0+29,2 0,0

Tabela 1. Média do indice de germinagdo (%) no intervalo de 7 dias em
diferentes concentracbes de AgNPs. A tabela 1 mostra que o tratamento com
25 ppm de AgNPs apresentou o maior percentual de germinagao entre todos
os tratamentos. O percentual de germinagdo das sementes tratadas com 50
ppm de AgNPs so6 cresceu até o 4° dia, depois disso elas mantiveram 8% de
germinacao até o final do experimento. O percentual de germinagdo dos



tratamentos com 25 ppm de NPs foi maior em relagdo ao tratamento com agua

ultrapura(controle positivo).

4.2. Crescimento médio das raizes

As sementes que apresentaram as maiores medias de crescimento
foram as tratadas com 25 ppm de AgNP(tabela 2), apresentando média de
crescimento de 17,36(+9,46), apdés os 7 dias de experimento. Resultado
semelhante foi observado em estudo com nanoparticulas de magnetita (Fe3Os-
NPs), onde ocorreu aumento no percentual de germinagéo e o alongamento da
raiz em sementes de Quercus macdougallii (Pariona et al., 2017). Essa maior
média de crescimento de sementes expostas a 25 ppm de AgNPs pode ser
atribuida a uma resposta biolégica geralmente favoravel a exposi¢cdes de
toxinas e outros causadores de estresse em baixas concentragcdes (Barrena et

al., 2009). O menor comprimento médio das raizes ocorreu no tratamento com

50 ppm(Tabela 2).

Média geral de crescimento de raiz no intervalo de 7 dias (mm)

Em diferentes concentragées de AgNPs

H20 100 ppm 50 ppm 25 ppm
0 0 0 0
0 0 0 0,22+0,23
1,044+2,50 0,42+0,46 0,4+0,46 2,68+1,61
2,544+6,64 1,316%4,81 1,33+0,46 7,12+3,18
3,892+7,31 2,07+1,82 1,41+1,53 9,97+4,97
5,436+11,93 3,028+2,64 1,61+2,82 13,85+7,22
8,86+9,56 3,72+3,07 1,94%+1,94 17,36+9,46

N O a0 A ODN =

Tabela 2. Média geral de crescimento de raiz no intervalo de 7 dias (mm) em
diferentes concentragbes de AgNPs. A tabela 1 mostra que s6 houve germinagao a
partir do 2° dia de tratamento. E interessante notar que no 2° dia de experimento,

apenas as sementes tratadas com 25 ppm de AgNPs apresentaram crescimento de

12,5 ppm
0
0
0,674+0,12
2,01+0,62
3,74+1,37
4,31+2,33
5,54+2,90

Acido Nitrico

O O O O o o o



raiz. Outro dado interessante € que ao 7° dia (ultimo dia de experimento), as sementes
tratadas com 25 ppm de AgNPs apresentaram um crescimento positivo de raiz em

relagdo a agua deionizada, sendo o maior crescimento dentre todos os tratamentos.

O resultado obtido no tratamento com 25 ppm de AgNP, onde o
crescimento das raizes foi favorecido, também foi observado em outro estudo,
onde a aplicagdo de AgNP em baixas concentragdes em sementes de ervilha
favoreu o crescimento das raizes (Barabanov et al., 2018). Esse crescimento
esta relacionado com as peroxidases, enzimas que aumentam sua atividade
mediante o estresse sofrido pela planta e que promovem o seu alongamento
através da geracao de radicais livres ou pela regulacao local da concentragéo
de H202 (Passardi et al., 2004).

O efeito das nanoparticulas no desenvolvimento das raizes pode,
em alguns casos, ter relagcdo com as concentragdes de NPs utilizada, como
observado por Yang et al (2017) em estudo com sementes de Arabidopsis
thaliana tratadas com nanoparticulas de Oxido de Cerio(CeO2). Porém, os
efeitos da aplicacdo de AgNPs no Maxixe(Cucumis anguria L.) nao
demonstraram uma correlacao direta entre concentracao de AgNP e inibicao do
crescimento de raizes no Maxixe(Cucumis anguria L.), uma vez que, a menor
média de crescimento de raiz observada ocorreu na concentracdo de 50
ppm(1,94 mm), valor menor que o apresentado no tratamento com 100
ppm(3,72 mm) (tabela 2).
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Figura 1. Crescimento médio de raizes de Cucumis anguria submetidas a
diferentes concentragdes de AgNPs, no intervalo de 7 dias. Note maior
crescimento das raizes no tratamento de 25 ppm.

No ultimo dia de experimento é possivel notar que raizes expostas a
concentragdo de 25 ppm de AgNPs apresentaram efeito positivo em seu
crescimento em relagcdo ao controle (Figura 3), apresentando diferenga
significativa (P< 0,05). As demais concentracbes de AgNPs (50, 100 pmm)
apresentaram efeito negativo em relacdo ao controle, no entanto,
estatisticamente n&o apresentaram diferenca significativa (Figura 3). Resultado
semelhante foi observado em estudo com semente de arroz (Oryza sativa L.),
onde em altas concentragdes de AgNPs houve forte inibicdo do crescimento da
raiz (Thuesombat et al., 2014). As sementes submetidas a concentragdo de
12,5 ppm de AgNPs nao apresentaram efeito positivo em seu crescimento
,como o observado no tratamento com 25 ppm, uma vez que, a concentragcéo
utilizada nao foi suficiente para promover o estresse necessario ao

crescimento, como observado por Giorgetti et al (2010).



Raizes de Cucumis anguria submetidas a diferentes
concentragées de nanoparticulas de prata (AgNPs)

5° Dia 7° Dia

1° Dia  3° Dia

™,

Figura 2. Evolugao do crescimento das raizes de sementes de Cucumis
sativus L. em diferentes concentragoes de AgNPs. Essa figura mostra
imagens retiradas de sementes em diferentes dias e tratamentos ao longo do
experimento. No sétimo dia, uma placa inteira de cada tratamento foi
fotografada e, como apresentado nas tabelas estatisticas, pode-se observar
nas imagens que as placas com maior numero de sementes germinadas foram
as dos tratamentos com agua deionizada (controle positivo) e 25 ppm de
AgNPs. O tratamento com de acido nitrico (controle negativo) so6 foi fotografado
no sétimo dia, pois nenhuma semente germinou em nenhuma das placas ao
longo do experimento. Nas placas com sementes de Cucumis anguria tratadas

com HNO3. Como esperado, ndo houve germinagao.



4.3. Peso Umido e Seco

A biomassa das raizes foi avaliada utilizando como parametro os
pesos umido e seco. O maior peso umido médio foi observado em raizes
exposta a concentragdo de 25 ppm. Em contrapartida, o menor peso umido
médio foi observado nos tratamentos com concentragcdo de 50 ppm de AgNPs
(Tabela 3). Apos secarem, as sementes n&o apresentaram diferengas
significativas em seus pesos secos. O controle negativo(acido nitrico)
apresentou 0 menor peso umido, mostrando que a inibigdo da germinacéo e
crescimento das raizes esta relacionada com reducéo da absorgédo de agua

pelas sementes. O segundo menor peso umido foi observado no tratamento

com 50 ppm(0,1369).

Tratamento Média PU (g) Média PS (g)
Acido Nitrico 0,097+0,017 0,062+0,005
H20d 0,222+0,106 0,059+0,007
100 ppm 0,172+0,039 0,055+0,006
50 ppm 0,13640,027 0,063+0,004
25 ppm 0,262+0,042 0,059+0,006
12,5 ppm 0,163+0,039 0,062+0,008

Tabela 3. Médias de peso umido e seco das sementes(g) As sementes do
tratamento com 25 ppm de NPs apresentaram a maior média de peso
umido(PU) dentre todos os tratamentos, seguido do tratamento com &agua
deionizada. Apdés a secagem, as sementes nao apresentaram diferencas

significativas em seus pesos umidos.



4.4. Significancia em relagao ao controle positivo

Tratamento G(%) apo6s 7 Significancia Crescimento da Significancia em

dias* emrelagdo ao raiz (mm)* relagao ao
controle controle
H2.Od 42+ 16,4 - 8,67+ 9,56 -
100 ppm 14 + 8,4 p=0,03 3,72 + 3,07 p=0,13
50 ppm 8 + 8,37 p =0,02 1,94 +1,94 p=0,06
25 ppm 52+ 12,3 p=0,15 17,36 £ 9,46 p=0,086
12,5 ppm 40 £ 29,2 p= 0,30 554+29 p=0,3

Tabela 4. Média de crescimento da raiz (mm) e indice de germinagao (%)
no intervalo de 7 dias em diferentes concentragées de AgNPs. Quando
comparado o indice de germinagao, os tratamentos com 50 e 100 ppm de NPs
apresentaram valores de significancia(p) menores que 0,05(psoppm =0,02;
p1ooppm =0,03), indicando que houve diferenca significativa em relagdo ao
controle positivo(H20). Porem, quando comparadas as medias de crescimento,
nenhum valor de significancia(p) foi maior que 0,05, ndo havendo diferenca

significativa em relagédo ao controle positivo.



4.5. Tempo médio de germinagao(TMG) e indice de velocidade de
germinacgao(lVG)

Tratamento TMG (dias) IVG
H20 5,13 0,658
100 ppm 5,19 0,23
50 ppm 5,11 0,166
25 ppm 5,102 0,97
12,5 ppm 5,26 0,598

Tabela 5. Tempo médio de germinagao e indice de velocidade de
germinagdao no intervalo de 7 dias em diferentes concentragdes de
AgNPs. A tabela mostra que nao houve diferenga significativa entre os
tratamentos em relagdo ao Tempo Médio de Germinagao(TMG). Porém,
quando comparados os indices de Velocidade de Germinacéo(IVG), nota-se
que , as sementes do tratamento com 25 ppm de AgNP apresentaram uma
velocidade de germinagao superior a todos os demais tratamentos(IVG=0,97).
O segundo maior indice de velocidade encontrado foi o do tratamento com
agua deionizada(lVG=0,658).



4.6 Microscopia Eletronca de Varredura(MEV)

3° dia 7° dia
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Figura 3. Imagens de Microscopia eletronica de varredura (MEV) do
tratamento com 12,5 ppm de AgNPs. Na Imagem A, é possivel notar que as
sementes coletadas no 3° dia de tratamento ndo germinaram, ja nas sementes
coletadas no 7° dia, houve germinagdo, porém, a zona pilifera ndo se

desenvolveu. Barras: Coifa — 200 ym. Zona Pilifera — 500 pm.
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Figura 4. Imagens de Microscopia eletrénica de varredura (MEV) no tratamento
com 25 ppm de AgNPs. Nas sementes coletadas no 3° dia de tratamento
houve desenvolvimento da coifa e zona pilifera (A e C). Destaca-se o alto
desenvolvimento da zona pilifera no 3° dia (C). Nas sementes coletadas no 7°
dia de tratamento n&o houve alteragdo em relagdo a coifa, porém, na zona
pilifera, foi observado uma pequena quantidade de pelos. Barras: Coifa — 200

pm. Zona Pilifera — 500 pm.
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Figura 5. |Imagens de Microscopia eletrobnica de varredura (MEV) no
tratamento com 50 ppm de AgNPs. Nas sementes coletadas no 3° dia de
tratamento houve desenvolvimento da coifa e zona pilifera (A e C). Destaca-se
o baixo desenvolvimento da zona pilifera no 3° dia (C). Nas sementes
coletadas no 7° dia de tratamento ndo germinaram. Barras: Coifa — 200 um.

Zona Pilifera — 500 pm.



Figura 6. Imagens de Microscopia eletronica de varredura(MEV) do tratamento
com 100 ppm de AgNPs. As sementes coletadas da placa do tratamento com
100 ppm de AgNPs ndo germinaram. Barras: Coifa — 200 um. Zona Pilifera —
500 pm.

Semente Figura 7. Imagens de Microscopia
eletrénica de varredura(MEV) do
tratamento com acido nitrico. As
sementes coletadas da placa do
tratamento com acido nitrico(controle
negativo) ndo germinaram. Barras:
Coifa — 200 um. Zona Pilifera — 500

um.
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Figura 8. Imagens de Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) do
tratamento com agua ultrapura (controle positivo), nas imagens A e C, é
possivel notar que tanto a coifa quanto a zona pilifera das sementes coletadas
no 3° dia se desenvolveram. Nas imagens B e D, nota-se que a coifa e zona
pilifera das sementes coletadas no 7° dia tiveram desenvolvimento maior que o

apresentado nas do 3° dia. Barras: Coifa — 200 ym. Zona Pilifera — 500 pm.

Imagens de microscopia eletrénica de varredura realizadas em
raizes de Maxixe mostraram pouca variancia entre os tratamentos. Nota-se que
na concentragao de 25 ppm houve maior desenvolvimento da zona pilifera
(Figura 5), seguido pelo controle negativo (H20) (Figura 9). Em relagdo a
concentracdo de 12,5 e 50 ppm ocorreu pouco desenvolvimento da zona
pilifera (Figura 4, 6), fato atribuido a baixa absor¢cdo de H>Od, como podemos
observar na Tabela 3, onde mostra que os tratamentos 12,5 e 50 ppm
apresentaram os menores pesos umidos. A Figura 7, referente ao tratamento
100 ppm, mostra uma semente n&o germinada de uma placa separada
exclusivamente para coleta de material para Microscopia Eletrénica de
Varredura(MEV). Porém, nas outras 5 placas do tratamento 100
ppm(separadas para medi¢gdes da estatistica de crescimento) houve



germinacdo (Tabela 2). O fato de haver baixa taxa de germinagdo das
sementes coletadas no 7° dia pode ser resultado do alto acumulo de AgNPs,
inibindo a producédo de fitoferritina. Sabe-se que a fitoferritina € de grande
importancia na germinagado de sementes. Durante este processo, a fitoferritina
€ degradada e libera ferro, promove a geragao de ions hidroxila que destréi a
camada de proteina da semente (Zhang et al., 2013). Além disso, a absorgéo
de ions de prata (Ag+) causa interrupcdo de moléculas de ATP, impedindo a
replicagdo do DNA bem como a formacéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Marambio-Jones et al., 2010).



4.7. Espectroscopia por energia dispersiva de raios-X(EDS)

4.7.1 Percentuais de Ag na superficie das sementes

B Mazp Sum Spectrum

Figura 9. EDS de semente tratada com 12,5 ppm de AgNPs no 3° dia de
coleta. A microanalise da semente nao registrou presenca de Ag na superficie
da semente (Wt% = 0%)

Figura 10. EDS de semente tratada com 25 ppm de AgNP no 3° dia de coleta.
A microanadlise da semente mostra que foi detectada a presenca de Ag
(Wt%=0,2%).
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Figura 11. EDS de semente tratada com 50 ppm de AgNP no 3° dia de coleta.
A microandlise das sementes detectou uma presenca de Ag(Wt% = 0,2 %). O
percentual de prata observada foi idéntico ao observado nas sementes tratadas

com 25 ppm de NP, coletadas no 3° dia.
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Figura 12. EDS de semente tratada com 100 ppm de AgNP no 3° dia de coleta.
A microanalise das sementes tratadas com 100 ppm de NP detectou um
acumulo de NP na superficie da semente e uma alta quantidade de Ag(Wt% =
1,3%).
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Figura 13. EDS de semente tratada com &acido nitrico no 3° dia de coleta. A

microanalise das sementes mostra que nado foi detectada a presenga de Ag,

como esperado.
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Figura 14. EDS de semente tratada com agua ultrapura no 3° dia de coleta. A
microanalise mostra que ndo houve detecgao de prata, como esperado. Outro

dado interessante € que a microanalise mostrou um percentual de Na, Mg, K e

Cl superior a todos os outros tratamentos.
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Figura 15. EDS de semente tratada com 12,5 ppm de AgNP no 7° dia de
coleta. A microanalise apontou um leve aumento no percentual de Ag(Wt% =

0,1%), em relacdo ao mesmo tratamento no 3° dia de coleta.
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Figura 16.EDS de semente tratada com 25 ppm de AgNP no 7° dia de coleta.
Nas sementes tratadas com 25 ppm coletadas no 7° dia, ndo foi detectada a

presencga de prata(Ag).
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Figura 17. EDS de semente tratada com 50 ppm de AgNP no 7° dia de coleta.
Foi detectada presenga de Ag(Wt% = 0,3%). O percentual detectado no
tratamento com 25 ppm de AgNP no 7° dia de coleta foi superior ao encontrado

no mesmo tratamento no 3° dia de coleta(Wt% = 0,2%)
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Figura 18. EDS de semente tratada com 100 ppm de AgNP no 7° dia de coleta.
Foi detectada a presenga de Ag (Wt% = 0,4%), inferior ao percentual

encontrado no mesmo tratamento no 3° dia de coleta(1,3%).
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Figura 19. EDS de semente tratada com acido nitrico no 7° dia de coleta. Nao

houve deteccao de Ag, como era esperado.
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Figura 20. EDS de semente tratada com agua ultrapura no sétimo dia de
coleta. Nao houve deteccao de Ag. Nota-se que, na semente tratada com agua,
coletada no 7° dia, o percentual de sdédio(Na) foi menor do que nos tratamentos

com 12,5 e 25 ppm de AgNP, também coletadas no sétimo dia.



4.7.2 Detecgao de Ag na superficie:

3° dia de tratamento
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Figura 21. Deteccao de sinal de Ag das sementes de todos os tratamento
coletadas no 3° dia de experimento. Nota-se uma forte detec¢ao de prata na
superficie das sementes do tratamento com 100 ppm de AgNP. Nos demais

tratamentos ndo houve deteccao de sinal de Ag.



7° dia de tratamento
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Figura 22. Deteccao de sinal de Ag das sementes de todos os tratamento
coletadas no 7° dia de experimento. Nota-se que o sinal de Ag detectado no
7 dia permaneceu alto no tratamento com 25 ppm, porém, inferior ao
apresentado no 3 dia, indicando uma possivel absor¢ao de Ag apos o 3 dia de

experimento.



A Espectroscopia por energia dispersiva de raios-X(EDS) em raizes
de Cucumis anguria revelou a presenga de carbono e oxigénio como
componentes majoritarios, fato atribuido ao material biolégico. A quantificagao
de prata ficou abaixo do esperado, visto que esta pode ser atribuido a migragéo
da nanoparticulas de prata (AgNPs) para tecidos mais internos (Larue et al.,
2014). O percentual de prata (%) quantificado nas raizes foi diretamente
proporcional a concentragdo de AgNPs. Ao longo do experimento, houve
reducdo na quantidade de prata detectada nas sementes por EDS. Nas
sementes do tratamento 100 ppm, por exemplo, foi observado valor de 1,3 no
terceiro dia (Figura 13) e 0,4 no sétimo dia do experimento (Figura 19). Como
esperado, os controles positivo (HNO3) e negativo (H20) ndo apresentaram

nenhum trago de prata nas raizes (Figura 20, 21).



5. CONCLUSAO

Os experimentos realizados demostraram que o indice de
germinagcdo e crescimento das raizes foi afetado pela exposi¢cdo as
nanoparticulas. As sementes do tratamento com 50 ppm apresentaram
maior inibicdo da germinacdo e crescimento dentre todos os tratamentos,
mostrando ndo haver uma correlacéo direta entre concentracédo de AgNPs
e inibicdo. O tratamento com 25 ppm resultou em um estimulo a
germinagao e crescimento de raizes, bem como, da zona pilifera, por um
mecanismo desconhecido até o momento. Os pesos Uumidos apresentaram
diferenca entre os tratamentos. O tratamento com 25 ppm apresentou o
maior peso umido, mostrando que o ganho de biomassa foi favorecido
nessa concentracdo de AgNPs. Em relacdo ao peso seco, nao houve
diferenca significativa entre os tratamentos. O tempo médio de
germinacao(TMG) também foi praticamente o mesmo para todos, mas o
indice de velocidade de germinacao(lVG) foi diferente. As sementes
tratadas com 25 ppm apresentaram a maior velocidade de germinagao. A
analise por varredura(MEV) mostrou que as sementes que germinaram
tardiamente(apdés o 3° dia) apresentaram atrofiamento da zona pilifera,
provavelmente, devido a inibicdo causada pela nanoparticula. O EDS
mostrou que ndo houve detecgao de Ag na superficie das sementes, exceto
no tratamento com 100 ppm(3° dia), mostrando que ha, possivelmente,

uma absorgao e translocagcao de AgNP para outras partes da planta.
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