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RESUMO

GRACIANO, Daniela Espanguer. Universidade Federal da Grande Dourados, Abril de 2020.
“ Avaliacido das alteracgdes fisiologicas em sementes, plantulas e foliolos de Inga laurina
(FEBRACEAE) induzidas por nanoparticulas de oxido de cobre, ferro e zinco”.
Orientadora: Prof® Dr. Anderson Rodrigues Lima Caires. Co-orientador: Prof®: Dr. Etenaldo
Felipe Santiago.

O avanco tecnologico da nanotecnologia na sociedade moderna nos apresenta o desafio de
gerar dados e informagdes que amparem a evolugdo normativa e da legislagdo para regular as
aplicacdes de nanoparticulas (NPs) utilizadas na industria, bem como o uso, armazenamento e
descarte das NPs no meio ambiente. No presente estudo objetivou-se avaliar e caracterizar o
funcionamento fisiologico de sementes de /nga laurina quando expostas as nanoparticulas de
oxido de cobre (CuONPs), ferro (Fe2O3NPs) e zinco (ZnONPs). Para tal, foram determinados
os indices de germinacdo e crescimento das raizes quando submetidas a diferentes
concentragdes de NPs e avaliadas as alteragdes na capacidade fotossintética das sementes via
analises de imagem de fluorescéncia da clorofila @ durante o periodo germinativo e em
plantas jovens, 30 dias apds a exposic¢ao. Os resultados obtidos para CuONPs mostraram uma
redugdo da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo para o tratamento 50 mgL!
quando comparado ao grupo Controle (0 mgL™"). Diferentemente, um aumento foi observado
para as demais concentragdes (100, 200 e 300 mgL'). As alteragdes na intensidade de
fluorescéncia foram uma consequéncia da redugdo (50 mgL™') ou aumento (100, 200 ¢ 300
mgL") no teor de clorofila promovido pelas CuONPs. Foi observado também que as CuONPs
induziram oscilacdes na temperatura das plantulas ao longo dos sete dias em todos os
tratamentos. Os resultados demonstraram que as CuONPs ndo impactaram o processo de
germinacao, apresentando indices de germinagdo de 100% para todos os tratamentos. Todavia,
o crescimento das raizes foi impactado pelas concentracdes de CuONPs, no qual uma reducao
do tamanho da raiz foi observada para todas as concentragdoes. Os resultados também
demonstraram que o funcionamento do aparato fotossintético e a temperatura das
sementes/plantulas/foliolos foram impactados pelas Fe2O3NPs e ZnONPs de maneira similar
ao observado para as CuONPs, na qual ocorreu um aumento gradativo da eficiéncia
fotoquimica em fung¢do do aumento da concentragdo de nanoparticulas. Os indices de
germinagdo foram de 100% para todos os tratamentos para ambas nanoparticulas. Entretanto,
diferentemente das CuONPs, as FeoO3NPs e ZnONPs ndo impactaram no desenvolvimento
das raizes. Em resumo, o presente estudo mostra pela primeira vez que, dependendo da

concentragdo, as CuONPs, Fe:O3NPs e ZnONPs podem impactar positivamente ou



negativamente o status fisiolégico da planta Inga laurina em seu estdgio inicial de
desenvolvimento, alterando principalmente a eficiéncia do funcionamento do fotossistema II.
Palavras-chave: Nanoparticulas 6xido metélicas, alteragcdo fisioldgica, espectroscopia de

fluorescéncia, Clorofila a, bioindicador.



ABSTRACT

GRACIANO, Daniela Espanguer. Federal University of Grande Dourados, April 2020.
“Evaluation of physiological changes in seeds, seedlings and leaflets of Inga laurina
(FEBRACEAE) induced by nanoparticles of copper, iron and zinc oxide”.Advisor: Prof.

Dr. Anderson Rodrigues Lima Caires. Co-supervisor: Prof: Dr. Etenaldo Felipe Santiago.

The technological advancement of nanotechnology in modern society presents us with the
challenge of generating data and information that support the normative evolution and
legislation to regulate the applications of nanoparticles (NPs) used in industry, as well as the
use, storage and disposal of NPs in the environment. The present study aimed to evaluate and
characterize the physiological functioning of Inga laurina seeds when exposed to copper
oxide nanoparticles (CuONPs), iron (Fe2O3NPs) and zinc (ZnONPs); For this purpose, the
germination and root growth indices were determined when submitted to different
concentrations of NPs and the changes in the photosynthetic capacity of the seeds were
evaluated by chlorophyll a fluorescence image analyses during the germination period and in
young plants, 30 days after exposure. The results obtained for CuUONPs showed a reduction in
flourescence intensity over time for treatment 50 mgL! when compared to the Control group
(H20, 0 mgL"). In other cases, an increase was observed for the other concentrations (100,
200 and 300 mgL"). Changes in fluorescence intensity were a consequence of the reduction
(50 mgL") or increase (100, 200 and 300 mgL") in chlorophyll content promoted by CuONPs.
It was also observed that CuONPs induced oscillations in seedling temperature over the seven
days in all treatments. The results showed that the CuONPs did not impact the germination
process, presenting germination rates of 100% for all treatments. However, root growth was
impacted by CuONPs, in which a reduction in root enlogation was observed for all
concentrations. The results also demonstrated that the functioning of the photosynthetic
apparatus and the temperature of the seeds/seedlings/leaflets were impacted by Fe.O3NPs and
ZnONPs in a similar way to that observed for CuONPs, in which there was a gradual increase
in photochemical efficiency due to the increase in the concentration of nanoparticles
Germination rates were 100% for all treatments for both nanoparticles. However, unlike
CuONPs, Fe;O3NPs and ZnONPs did not impact root development. In summary, the present
study shows for the first time that, depending on the concentration, CuONPs, Fe2O3NPs and
ZnONPs could positively or negatively impact the physiological status of plant Inga laurina



in its initial stage of development, mainly altering the efficiency of the operation of

photosystem II.

Keywords: Metallic oxide nanoparticles, physiological alteration, fluorescence spectroscopy,

Chlorophyll a, bioindicator.



SUMARIO

AGRADECIMENTOS. ... coititntiiiccinincnssnsstsiccssssssssssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssasssssssssss 6
011 0] () T ERROR! INDICADOR NAO DEFINIDO .
FLIGURAS . .uueiiiiintiicncnnntiessssntecsssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssanss 12
RESUMO...ciiiiiiiiiinnnnnssiicccssssssssssssssscessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsasssss 6
ABSTRACT cauuuuiiiiiinnricnssssnricsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 8
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS......cconntiiiinnntiicnnnnsicssssassecssssssssssssssssssssssssassssnns 18
1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIV A.....uceeueeererenrereresesessesessssessssessssssesssssssessesssssessssases 20
1.1 Historicos das questdes ambientais, legislacio e aplicacio dos nanomateriais na industria.........cccceue.e 20
1.2 Impacto ambiental e estudos de plantas como bioindicadores ambientais 23
1.3 Nanoparticulas: 27

1.3.1 Estudos sobre sua interagdo com organismos, tecidos ou células; caracteristicas e propriedades............ 27
1.4 Espécie selecionada para o estudo e sua importincia 30
1.5 Fotossintese e producio de NADPH, e ATP, a partir de energia quantica da luz 33
1.6 Técnicas opticas para estudo da fotossintese e detecciio de estresse de plantas 36

1.6.1 Fluorescéncia da ClOTOTIIA . .....c..eveiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 36

1.6.2 Espectroscopia molecular de absor¢do no UV-Vis (Andlise do eXtrato).........ccecvvecvereeveeeeesreeeenseneennennns 38

1.6.3 Imagem termografia/Temperatura SUPErfiCial...........ccoooieiiriiiiiiiiieeee e 39

1.6.4 Fluorenscencia esStacionaria = POTTALIL..........ceoverieiieriiiiieieeiestietete et e e eae e eae e essessaesessaesbeesseseens 40

1.6.5 indice de germinagao e CreSCIMENtO da FAIZ.............v.oveeveeveeieeeeeeeeeeeeee e enen 40
2L0BUETIVOS....iniuiiinnnnnriccssssnsicsssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 43
2.1 Objetivo Geral 43
2.2 Objetivos Especificos 43
3. METODOLOGI A.......uooiouriiinnininnninssnncsssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 44
3.1 Material Botanico 44
3.2 Nanoparticulas utilizadas 44
3.3 Teste de Germinacao 44
3.4 Tamanho da raiz 46

10



3.6 Fluorescéncia da clorofila a modulada e cinética 47
3.7 Obtencao das imagens termograficas 49
3.8 Caracterizacio optica do extrato 50
4. RESULTADO E DISCUSSAOQ.......cooeerrerererreresessssessssesesssssssssessssssessssesssssessssassssssesessases 52
4.1 CuONPs 52
4.1.1 Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (FM_Lss) — sementes e plantulas............ccccveevevenennn. 52
4.1.2 Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (FM Lss) — folioloS......ccooveierieniniieninereeeeeeee 56
4.1.3 Eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm) — semente € PlANtULAS..........ccvvvieriieieriiiiere e 58
4.1.4 Eficiéncia fotoquimica (FV/FMm) — f0HOL0S.......cceriiiiiriieieriieie ettt 62
4.1.5 Supressao nao-fotoquimica (NPQO LSS) — SCMENLES. .....ccueeueerurreerieenienueetesteeeesteeeesseesesseeneeeseesseeneesseenees 62
4.1.6 Supressao nao-fotoquimica (NPQ_LsS) — fOIIO10....c.eeiueruieiieiieiieiet e 65
4.1.7 Fluorescéncia estacionaria — sementes € PLANTUIAS. .........ccvevieriieieriiiieie ettt es 66
4.1.8 Fluorescéncia estacionaria- fOlT010........c.oeiiriiiiiiieiii e e 68
4.1.10 Analises termograficas — fOlI0]0........cuiiiiiiiiee e 70
4.1.11 Indice de germinagio € tamanho da TAIZ.............c.ccov.eveveeeeveeeeeeeeeese e 72
4.1.12 ANALISE QO EXIIALO......eeuietietieiiiteeteet ettt sttt ettt et b e eb e bt s bt st b e s b et et et et en s estene e bt ebeebeebeebeebesbesbenen 76
4.2 Fe;O3NPs 80
4.2.1 Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (FM Lss) — sementes e plantulas............c.ccocceeeeeennen. 80
4.2.2 Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (FM_Lss) - f0li0]0.......ccceovivvieriiniieniiienicieseeieceeens 82
4.2.3 Eficiéncia fotoquimica (Qy_max) — semente € PlANTULAS.........c.cccvevvieieriieieriieiere e 84
4.2 .4 Eficiéncia fotoquimica (fv/fm) — fOlI0]0.......oouiiiiiieiei e 87
4.2.5 Supressdo ndo-fotoquimica (NPQ_Lss) — sementes € plantulas...........ccocceevereerieicieniieienieieeeeeeseeee e 88
4.2.6 Supressdo ndo-fotoquimica (NPQ_LsS) — fOlI010.......ccruirieriieieriieieie et 90
4.2.7 Fluorescéncia estacionaria — sementes € PLANTUIAS. ........ccoveiuiriiiiiiiiiieeee e 91
4.2.8 Fluorescéncia estacionaria — fOlI0l0S. ......ouiiuiiiiiieiieieeet ettt 93
4.2.9 Analises termograficas — sementes € PIANTULAS..........ccevvieriiiiieriiiiei e a e 95
4.2.10 Analises termograficas — fOlI010S.......couiiiiiiiieii ettt ettt 96
4.2.11 Indice de germinag@o e comprimento da radicula das sementes............ccoeceveerereenenienenieeee e 98
4.2.12 Analise de EXtrato BIrULO.......cc.coieiiiiiiiiiii ittt ettt 101
4.3 ZnONPs 105
4.3.1 Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (FM_Lss) — sementes € plantulas...........c.ccocceeeeeeene. 105
4.3.2 Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (FM_Lss) - foliolo........cccecveviicierincienieiecicieeieiee 108
4.3.3 Eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm) — semente e plantulas sementes € plantulas............cccccveeeevercveniennennen. 109
4.3.4 Eficiéncia fotoquimica (fv/fm) — fOlI0]0......eoiiiiiiiiiee e 112
4.3.5 Supressao nao-fotoquimica (NPQ_Lss) — sementes € plAntulas..........cocceveevivieiinienieeeeeeee e, 113
4.3.6 Supressdo ndo-fotoquimica (NPQ Lss) — fOlI010......cciiviirieiieieiicieit ettt 115
4.3.7 Fluorescéncia estacionaria — sementes € PLANTUIAS........c.ccvieierieciiricie e e 116
4.3.8 Fluorescéncia estacionaria — fOlI010S......ccueruieiiiiieiieiei et 118
4.3.9 Analises termograficas — sementes € PLANTUIAS..........ccvicveriieciirieiieiee et es 119
4.3.10 Analises termograficas — fOlI010.......ccueruiiiirieiiiiieie ettt et et sre e e sra b eea b 120
4.3.11 Indice de germinagio e comprimento da raiz, sementes € PIANTUIAS...............c.o.oovrveveeeereererereeeeisnens 121
23,12 ANALISE O EXIIALO...uteeuietieiieett ettt ettt ettt et e st e bt e e e te et e sae e tesae e seeae e bees e e bt en e e teenee st enteeneeneeeneennes 125
5. CONCLUSOES.....coucuirmirnsinsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 128
6. REFERENCIAS....ouoiiiitiiiticisnninssnnissssnisssssssssssssssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssss 129

11



FIGURAS

Figura 1 : Tabela de classificagio maxima de efluentes em corpos d’agua, limites de classe dos
parAmetros monitorados. (RESOLUCAO 357, DE 17 DE MARCO DE 2005). Fonte: Publicada no
DOU n° 053, de 18/03/2005, PAZS. S8-03....c.eemieiiriiriiieieieiesiestetetei sttt sttt st 22
Figura 2 : Inga laurina Sw. (Willd). A- Habito. B. Botdes em pré antese. C. Inflorescencia em espiga.
D. Fruto aberto com presenga de quatro sementes envolvida pela sacrotesta. E. Sementes
poliembrionadas, removida sarcotesta (setas: embrides), (VIEIRA, 2015).......ccccevieninnienienieneeniens 30
Figura 3 : Estrtuturas metabdlicas presentes em /nga laurina, Galoil tirosina (20); m-digaloil tirosina

(21); m- trigaloil tirosina (22); miricetina 3-O-a (2°'-O galoil); ramnosideo (23); acido arcorbico (24).

Adaptado por (LOKVAM et al., 2007).....cccueiiieiieniieiieieriteste sttt ste e st e st esaeesatesaeesaeesaeesneeenes 32
Figura 4 : Aparelho de imagem termografica utilizado (Testo 881) . Foto: Daniela Graciano.............. 39
Figura 5 : Aparelho de fluorescéncia estacionaria utilizado. Foto: Daniela Graciano........................... 40

Figura 6 : (A) Frutos e sementes beneficiadas de Inga laurina e (B) sementes de Inga laurina
embebidas em solugdo. Foto: Daniela Graciano...........c.ccceeeeveeeeuieeciieeeieeeteeeeteeeetee e eeteeeereeeeveeeveeens 44
Figura 7 : (A) Sementes de Inga laurina em diferentes tratamentos de exposi¢do e mantidas sob
agitagdo. (B) Sementes po6s embebi¢do expostas a CuUONPs em agua ultra-pura, colocadas em caixa de
germinacdo e avaliadas durante 7 dias. Foto: Daniela Graciano ............ccceeeeevereienienrenreseeseesnesnenens 46
Figura 8 : Avaliagdo do tamanho da raiz de plantulas de Inga laurina submetidas a diferentes
concentracdes de CuONPs, decorridos 168h apos o periodo de embebig¢do, com o auxilio de um
paquimetro digital. Foto: Daniela GIaCiano.............ccceveeriieriieniierieesieeieesieeie et esieesieeseeesveesve e e eneeeneeens 46
Figura 9 : Plantulas de /nga laurina decorridos 30 dias de casa de vegetacao. Foto: Daniela Graciano47
Figura 10 : (A) Equipamento Closed FluorCam FC 800-C da marca Photon Systems Instruments,
utilizado para aferir os pardmetros de fluorescéncia da (Chl-a). (B) imagem de emissdo de
fluorescéncia da clorofila em sementes e plantulas de /nga laurina. Foto: Daniela Graciano............... 48
Figura 11 : Obtencao dos espectros de fluorescéncia estacionaria da clorofila @, medidas no periodo
apos embebicdao da semente (48h) e diariamente a cada 24h até (168h) final de periodo de germinagdo
e apos 30 dias. Foto: Daniela Graciano...........c.ceeveerierieeriiesiieeesie ettt ettt et ete e eeeeseeneeeneeens 49
Figura 12 : (A) Camera Termografica utilizado no experimento: (B) Imagem termografica indicando a
temperatura superficial de sementes e plantulas de Inga laurina ¢ (C) Imagem termografica no
software. Foto: Daniela GIaCiano...........c.oeieierieriiieierie ettt st ee s e e e s 50
Figura 13 : (A) Aparelho de UV/Vis e (B) Extrato da clorofila a ser analisado. Foto: Daniela Graciano51
Figura 14 : (A) Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila @« em sementes de Inga laurina para
o parAmetro (Fm_Lss) no periodo de 24 a 168h, apds a imersdo em 0 mgL! de CuONPs. (B) Imagem

de emissdo de fluorescéncia da clorofila a em sementes de /nga laurina para o pardmetro (Fm_Lss) no

12



periodo de 24 a 168h, apds a imersdo em 50 mgL' de CuONPs. (C) Imagem de emissdo de
fluorescéncia da clorofila a em sementes de Inga laurina para o parametro (Fm_Lss) no periodo de 24
a 168h, apds a imersdo em 300 ML de CUONPS.........ccocuiveriieeeeicieeeeeeteeeeeeee e 52
Figura 15 : FM Lss média de 10 sementes de /nga laurina, em fun¢do do tempo, ap6s embebigdo de
24h de solugdo aquosa de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL' de CuONPs. * Diferenca significativa (teste T,
F IR TR T ) T USRS 54
Figura 16 : Fm_Iss de 10 sementes de Inga laurina em fun¢do do tempo, apds embebigdo de 24h de
solugdo aquosa de 50 € 300 ML de CUONPS. ........ccocviiivieiieiiietieeteeetee ettt 55
Figura 17 : Fm_Lss média de 10 plantulas de /nga laurina, 30 dias apds embebigdo com CuONPs.... 56
Figura 18 : Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila @ em sementes de /nga laurina para o
pardmetro (Fm_Iss), (A) 30 dias apos a imersdo em 50 mgL"! de CuONPs e (B) 30 dias apds a imersdo
€M 300 ML ..ottt ettt ettt ettt s st s s as st et eeeas 58
Figura 19 : Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila @ em sementes de /nga laurina para o
pardmetro de rendimento da eficiéncia fotoquimica Qy _max = Fv/Fm: (A) 0 mgL"!, (B) 50 mgL-' de
CuONPs, € (C) 300 ML de CUONPS, .....ovevieireiieieiiieiecietet ettt ettt se st s sseseseesens 59
Figura 20 : Oy _max - pardmetro de rendimento da eficiéncia fotoquimica da média de 10 sementes de
Inga laurina em fungdo do tempo apds serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-! de CuONPs. *
Diferenca significativa (teste T, p <0, 05; 1= 10)....ccceriiririiiieeieee e 60
Figura 21 : Qy_max - pardmetro de rendimento da eficiéncia fotoquimica da média de 10 plantulas de
Inga laurina em fungdo do tempo, submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL' de CuONPs, apos 30 dias
A EMDEDICAOD. ..ooeeviieiieete ettt et e et e e e ae e eteeeteeeeteeeeteeenaeeenns 62
Figura 22 : NPQ Lss- parametro de quenching ndo fotoquimico da média de 10 sementes de /nga
laurina em fungdo do tempo apOs serem submetidas a 0, 50, 100, 200 ¢ 300 mgL' de CuONPs. *
Diferenca significativa (teste T, p <0, 05, 1= 10)....ccccceeriirieriirierieerieeeee et esie e reeseesreereereens 63
Figura 23 : NPQ Lss- parametro de quenching ndo fotoquimico da média de 10 sementes de /nga
laurina em fungdo do tempo apds serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de CuONPs......... 64
Figura 24 : NPQ Lss- parametro de quenching ndo fotoquimico da média de 10 plantulas de Inga
laurina em fungdo do tempo, apoés serem submetidas apos 30 dias da embebigdo a 0, 50, 100, 200 ¢
300 MEL™T e CUONPS.......coovieiieieteeietetetetet ettt ettt s et a sttt s st s et et ss st es et ess s s et essssssesesessenas 66
Figura 25 : Espectro do Pardmetro da Fluorescéncia estacionaria ao longo do tempo da média de 10
sementes de Inga laurina em fungdo do tempo apos serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL"!
E CUONPS. ...ttt ettt et et e bt e bt e bt e bt e s be e bt e bt e bt e bt ebeesbeesbeabeebeanseenseenseenne 66
Figura 26 : Razdo F685/F735 em funcdo da concentragdo de CuONPs, com excitagdo em 405 nm, em
168h de ZermMiNACAO (7 dIAS)....eecveeueerteerieeeiierteertt et et et et e bttt et e e ste e te e be e bt ebeebe e teeteebeenbeenseenseensean 67
Figura 27 : Espectro do Parametro da Fluorescéncia estacionaria da média de 10 plantulas de Inga

laurina , ap6s 30 dias de serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de CuONPs....................... 68



Figura 28 : Temperatura média de 10 sementes de /nga laurina em funcdo do tempo em todas as
concentragdes de CuONPs comparadas com a controle (0 mgL™). * Diferenca significativa (teste T, p
0,05, 11 =10ttt s a ettt b e sa e 69
Figura 29 : Temperatura de plantulas de /nga laurina em todas as concentragdes de CuONPs
comparadas com a controle (0 mgL"'). * Diferenca significativa (teste T, p < 0,05, n=10).................. 71
Figura 30 : Imagem do ultimo dia de germinagdo 168h de plantulas de Inga laurina, para
concentragdes de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL' CuONPs. Foto: Daniela Graciano................c.cccceevene.... 72
Figura 31 : Comprimento da radicula apos 168 h do periodo de embebicdo das sementes de Inga
laurina, em fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 € 300 mgL ' de CUONPS. .....c.ccocvevevererrerennnnee. 73
Figura 32 : Comprimento da raiz de sementes, apos 168h apds embebi¢do com concentragdes de
CuONPs. Foto: Daniela GraCIano...........cceereerierienieniieniienitesitesieesteesteesieesstesteesteesteesseesseesseenseenseenseenne 74
Figura 33 : Comprimento das raizes das plantulas de Inga laurina apos 30 dias de plantio em casa de
VEEETACAO . ..t eutttettteeutteette ettt ettt e sttt e eabeeeabeeeabteenbteeabaeeeateesabeeeabeeeabeeeabe e e bteeeubeesabeeeabeeeabae e bbeeenbeesabeesabeeea 75
Figura 34 : Comprimento da raiz, apos 30 dias apds embebigdo de 0 e 50 mgL' CuONPs. Foto:
Daniela GIaCIANO0.........cecuieiieiieieeie ettt ettt ettt et e et e et st e s et e satesatesaeesatesseesaeesaeesaeesaeesneesseesseasseens 75
Figura 35 : Espetro de Fluorescéncia Uv/vis de folhas de Inga laurina, apdés 30 Dias de embebicdo de
quatro concentragdes de CUONPS........cocuiiiiiiiie ettt st sttt 76
Figura 36 : Medias de Clorofila (a e b) e carotenoides em plantulas de Inga laurina apos 30 dias, ap6s
embebicdo com concentrag0es de CUONPS..........oooviiiiiiiiiie ettt et 78
Figura 37 : Médias de Clorofila Total (a e b) em plantulas de Inga laurina apds 30 dias de embebicao
com concentragoes de CUONPS..........covi it ettt et e et eeetaeeeaaeeereeeereeeneean 79
Figura 38 : (A) Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila ¢ em sementes de Inga laurina para o
Fm_Lss no periodo de 24 a 168h, apos a imersdo em 0 mgL-' de Fe;OsNPs; (B) Imagem de emissdo de
fluorescéncia da clorofila @ em sementes de /nga laurina para o Fm_Lss no periodo de 24 a 168h, apos
a imersdo em 50 mgL™' de Fe;O3NPs; (C) Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila a em
sementes de Inga laurina para o Fm_Lss no periodo de 24 a 168h, apds a imersdo em 300 mgL™! de
oL@ 1\l oSSR 80
Figura 39 : Fm_Lss média de 10 sementes de Inga laurina, em fungdo do tempo, apdés embebicao de
24h de solugdo aquosa de 0, 50, 100, 200 ¢ 300 mgL! de Fe,O3NPs. * Diferenga significativa (teste T,
P 0,05, 107 T0) ittt b ettt b et ens 81
Figura 40 : Fm_Iss de 10 sementes de /nga laurina em fungdo do tempo, apds embebicao de 24h de
solugdo aquosa de 50 € 300 ML de FerOaNPS.......ccooiiuiiiiiieieiiieeietseeeie e 82
Figura 41 : Fm_Lss’ média de 10 plantulas de Inga laurina, apds 30 dias apds embebi¢cdo de 24h de
solugdo aquosa de 0, 50, 100, 200 € 300 mgL" de FE2O3NPS.......covveviriiriieriieieieeeeiee e 83
Figura 42 : Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila a em sementes de /nga laurina para

(Fm_lIss), nas concentragdes de 0, 50 e 300 mgL' de Fe>O3NPs, aos 30 dias apds germinagio............ 84



Figura 43 : Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila ¢ em sementes de /nga laurina para o
parametro de rendimento da eficiéncia fotoquimica (Qy max): (A) 0 mgL™!, (B) 50 mgL, e (C) 300
MEL T AE FEIO3NPS ..ottt ettt ettt ettt a ettt ettt e s et ettt eae et ne et ae et sens 85
Figura 44 : Oy max- parametro de rendimento da eficiéncia fotoquimica da média de 10 sementes de
Inga laurina em fungio do tempo, apos serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-!' de FexOsNPs
* Diferenga significativa (teste T, p < 0,05, 1= 10)....ceccirciiriiieiieiieriereere et er e ere e 86
Figura 45 : Qy_max = (Fv/Fm) - pardmetro de rendimento da eficiéncia fotoquimica da média del0
sementes de Inga laurina em fungdo do tempo apds serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mg L
0 FEaO3NPS.... ettt ettt et h e e h ettt h ettt b e at et e te et e st et e neene et nee 87
Figura 46 : Oy max- pardmetro de rendimento da eficiéncia fotoquimica da média de plantulas de
Inga laurina, apds 30 dias de exposiga0 @ FE2O3NPSs......ccoeviiiiiiriiiiieectceceece e 88
Figura 47 : NPQ Lss’- dissipagdo ndo fotoquimica da média de 10 sementes de Inga laurina em
fungdo do tempo, apds serem submetidas a 0, 50, 100, 200 ¢ 300 mgL"' de Fe>O3NPs. * Diferenca
significativa (teste T, p <0, 05, 1= 10).cc.eeiiiiiiiiiieeee ettt st s 89
Figura 48 : NPQ Lss- dissipacao nao fotoquimica da média de 10 sementes de /nga laurina em fungao
do tempo apds serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de Fe-O3NPs * Diferenga significativa
(teste T, P <0, 055 1= T0) ittt ettt ettt et et e e bt et e e bt enteenteebeenbeeabeenbeeseenteens 90
Figura 49 : NPQ Lss- dissipagdo nao fotoquimica da média de plantulas de Inga laurina, depois de
30dias, apos serem submetidas a 0, 50, 100, 200 € 300 mgL"' de FE2O3NPS........cocvevevvevevereeereneerenane. 91
Figura 50 : Espectro do Pardmetro da Fluorescéncia estacionaria ao longo do tempo da média de 10
sementes de Inga laurina ap6s serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de FexO3sNPs............ 92
Figura 51 : Razdo F685/F735 em funcdo da concentragdo de FeoO3NPs, com excitacdo em 405 nm,
durante o periodo de germinagao (7 Dias) e 30 dias ap0s 0 plantio...........ccceevveeereevreecreecreecreerreeveeveenns 93
Figura 52 : Espectro da Fluorescéncia estacionaria da média de 10 de plantulas de Inga laurina, apos
30 dias de serem submetidas a 0, 50, 100, 200 € 300 mgL"' de FE2O3NDS.....ccocveueeveeeereriirerieieerereee, 94
Figura 53 : Razao F685/F735 em fungdo da concentragdo de NPs de Ferro (Fe2O3NPs), com excitagdo
em 405 nm, apds 30 Dias de exposi¢ao as nanopartiCulas............ceveereerienienienieniesee et 95
Figura 54 : Analises dos valores médios da temperatura superficial das sementes de Inga laurina em
fung¢do das concentragdes 0, 50,100, 200 e 300 mgL! de Fe;OsNPs. * Diferenca significativa (teste T,
P 0,05, 107 T0) ittt b ettt b et ens 96
Figura 55 : Temperatura superficial de plantulas de Inga laurina, apds 30 dias de exposicdo a
oL@ Z 1A\ oSSR 97
Figura 56 : Imagem do ultimo dia de germinagdo, 168h, de sementes de Inga laurina para
concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-! de Fe;O3NPs. Foto: Daniela Graciano................cococveuenee.. 98
Figura 57 : Comprimento da raiz apos 168h do periodo de embebi¢ao das sementes de Inga laurina,

em fungédo das concentragdes 0, 50,100, 200 € 300 mgL"! de Fe;O3NPS. ...cccveveveviicieieiciieeeee, 99

15



Figura 58 :: Comprimento das raizes de plantulas de Inga laurina apos 30 dias de germinagdo. ....... 100
Figura 59 : Plantulas de Inga laurina no tratamento com 0 e 300 mgL™"' Fe;OsNPs, apos 30 Dias de
crescimento em casa de vegetacao. Foto: Daniela Graciano............ccecueeveeveeienienveneenee e sneevenene 101
Figura 60 : Absor¢do de fluorescéncia de plantulas de /nga laurina apos 30 dias de crescimento em
casa de vegetagdo, em fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de Fe>O3NPs............ 102
Figura 61 : Teor de Clorofila ¢ de Ingd Laurina, apés 30 dias de Plantio - Fe,OsNPs nas
concentragdes de 0, 50, 100, 200 € 300 MEL " .......oviviiiiiieieeeeceeeeetceee e 103
Figura 62 : Teor de Clorofila a,b e carotenodides de plantas de Inga laurina apés 30 dias de
crescimento em casa de vegetagdo, em fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL' de
nanoparticulas de ferro Fe2O3NPs........cooiiiiiiiii et 103
Figura 63 : Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila @ em sementes de Inga laurina para o
pardmetro (Fm_Iss) no periodo de 24 a 168h, apos a imersdo em A) 0 mgL™' (Controle); B) 50 mgL"!
€ C) 300 MEL T dE ZNONPS.  ...ovveieiieietieeeee ettt ettt ettt s st s et eas st sessenas 105
Figura 64 : Parametro Fluorescéncia maxima no tltimo pulso saturante (Fm_/ss) das sementes de /nga
laurina submetidas no periodo de germinagdo com concentragdes 0, 50,100, 200 e 300 mgL"' de
110 )\ USSR 106
Figura 65 : Fm_Iss de 10 sementes de Inga laurina em funcdo do tempo, apds embebicao de 24h de
solugdo aquosa de 50 € 300 ML de ZNONPS.........ccocieiiiiiiiieteiieieeieeeee et 107
Figura 66 : Parametro Fm_[ss, média de 10 plantas jovens de Inga laurina, em fungdo do tempo, 30
dias ap6s embebigio de 24h de solugdo aquosa de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de ZnONPs............. 108
Figura 67 : Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila a em plantulas de Inga laurina para o
parametro (Fm_Iss) , 30 dias apds a imersdo em 0, 50 € 300 mgL"' de ZnONPsS........c.ccocveveveverenenee. 109
Figura 68 : Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila ¢ em sementes de /nga laurina para o
pardmetro de rendimento da eficiéncia fotoquimica Fv/Fm: (A) 0 mgL, (B) 50 mgL' de ZnONPs, e
(C) 300 MEL" de ZNONPS.......ccoouiveeiietiteteeeeteeee ettt ettt et ettt se st easeseasesessesessesesessesnanas 109
Figura 69 : Qy max- parametro de rendimento da eficiéncia fotoquimica da média de 10 sementes de
Inga laurina em fungio do tempo apds serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de ZnONPs. *
Diferenca significativa (teste T, p <0, 05; 1= 10)..cccievierieiieriieiieieeeeeere e re e re e ees 110
Figura 70 : Parametro de rendimento fotoquimico (Qy_max) das sementes de Inga laurina em funcao
das concentragdes 0, 50,100, 200 e 300 mgL!' de ZnONP, durante o periodo de germinagio............ 111
Figura 71 : Parametro de rendimento fotoquimico (Qy max) das plantulas de /nga laurina em fungao
das concentragdes 0, 50,100, 200 e 300 mgL! de ZnONP, apds 30 dias de plantio..............cccovee.e. 112
Figura 72 : Valores médios do quenching nao-fotoquimico (NPQ Lss), das sementes de Inga laurina
em fungdo do tempo para as concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-!' de nanoparticulas de zinco

ZnONPs. * Diferenca significativa (teste T, p <0, 05; 0= 10)..c.cccccerrirriirriiriiiienienierieeeeee e 114

16



Figura 73 : NPQ Lss - dissipagdo ndo fotoquimica da média de 10 sementes de Inga laurina em
fungdo do tempo apos serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de ZnONPs. .........c...o.......... 115
Figura 74 : Valores médios do quenching nao-fotoquimico (NPQ Lss) de pantulas de Inga laurina em
fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 € 300 mgL"' de ZNONPS..........coccoevverieveiereiieeereeeeene, 115
Figura 75 : Espectro do Pardmetro da Fluorescéncia estacionaria ao longo do tempo da média de 10
sementes de Inga laurina em fungdo do tempo apds serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL!
€ ZINONPS. ...ttt ettt ettt ettt b et e e e et a e et et e h e et et e bt e at et e bt e ne et enteereeneens 117
Figura 76 : Razdo F685/F735 em fungdo da concentragdo de ZnONPs, com excitagdo em 405 nm, em
168h de germinAGAO (7 DIAS)......cccvierirrieieirieteeieereetestesresressbesssesssesssessaesssesssesssesssesssesssesssesssensses 117
Figura 77 : Espectro do Parametro da Fluorescéncia estacionaria ao longo do tempo da média de
plantulas de Inga laurina, em fungdo da concentragdo, decorridos 30 dias de exposi¢do a ZnONPs..118
Figura 78 : Andlise de razdo F685/F735, intensidade de fluorescéncia dos picos caracteristicos da
clorofila a, op6s 30 dias de exposicao com ZNONPS..........cooiriiiiiiiiceee e 119
Figura 79 : Anélises dos valores médios da temperatura superficial das sementes de /nga laurina em
fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL' de ZnONPs. * Diferenca significativa (teste T, p
L0, 05, T1= 10)uieieiieieiesie ettt et ettt et et et et e e e b e ebeesten s e seese e st et e eseensenseeseensenseteeseensenseeneennensennes 120
Figura 80 : Analises dos valores médios da temperatura superficial das plantulas de /nga laurina em
fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 € 300 mgL" de ZNONPS.........coccevrveirreirieiiereereeeieee, 121
Figura 81 : Imagem do ultimo dia de germinagdo 168h de sementes de Inga laurina para
concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de ZnONPs. Foto: Daniela Graciano...............cccccveuvnnee. 122
Figura 82 : Comprimento da raiz (CR), apos 168h do periodo de embebicdo das sementes de Inga
laurina, em fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL "' de ZnONPS. ........ccocvevvvevenennne. 123
Figura 83 : Sementes germinadas de /nga laurina, ap6s 168h de embebicdo nas solugdes de ZnONPs
com concentragdes de 0, 50, 100, 200 € 300 ML . ......oovoiiiiiiieeeeeeeeeeee s 123
Figura 84 :Comprimento das raizes apds 30 dias de embebig¢do das sementes de Inga laurina, em
fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 € 300 mgL" de ZNONPS.........ccocveveereiereeereecieeereeeeeaas 124
Figura 85 : Plantas de Inga laurina no tratamento com 300 mgL"' ZnONPs, apds 30 Dias de
crescimento em casa de vegetacao. Foto: Daniela Graciano............ccecueeveeieeienvenienvesne e sneene e 125
Figura 86 : Absorcdo de fluorescéncia de plantas de Inga laurina apds 30 dias de crescimento em casa
de vegetagdo, em fung¢do das concentragdes 0, 50, 100, 200 € 300 mgL™' de ZnONPs........................ 125
Figura 87 : Teor de Clorofila a de plantas de /nga laurina apos 30 dias de crescimento em casa de

vegetagdo, em fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de ZnONPs...........ccocvevrveneee. 127

17



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CEF- Fluxo ciclico de elétrons

Chl - Clorofila

Chl-a - Clorofila a

CR - Comprimento da raiz

CTE - Cadeia de Transporte de Elétrons

Cu — Cobre

CuONPs — Nanoparticulas de 6xido de cobre (II)
Fq’/Fm’ - Eficiéncia de operagdo do PSII Adaptado a Luz
Fe- Ferro

Fe>O3NPs- Nanoparticulas de 6xido de Ferro (III)

FSI - Fotossistema I

FSII - Fotossistema II

Fv/Fm - Eficiéncia Maxima do PSII Adaptado ao Escuro
Fv’/Fm’ - Eficiéncia Méxima do PSII Adaptado a Luz
H+ - Prétons de Hidrogénio

H>O: - Perdxido de Hidrogénio

HO:; - Radical Hidroperoxila

LHC- Complexo coletor de luz

NDMs - Nanomateriais

NPQ Lss — Non-photochemical quenching/Supressao nio fotoquimica
NPs - Nanoparticulas

O; - Oxigénio molecular

18



10, - Oxigénio Singleto

OH - Radical Hidroxila

PDI — indice de polidisperssdo

Pmf- For¢a motriz de prétons

RC- Centro de reacao

ROS - Reactive Oxygen Species/ Espécies reativas de oxigénio
Ts - Temperatura Superficial

UFGD - Universidade Federal da Grande Dourados

UV-Vis- Ultravioleta e Visivel

ZnONPs - Nanoparticulas de 6xido de Zinco

Zn — Zinco

ROS- Reactive Oxygen Species/ Espécies reativas ao oxigénio
UFGD- Universidade Federal da Grande Dourados

UV-Vis- Ultravioleta e Visivel

ZnNPs- Nanoparticulas de Zinco

19



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Historicos das questoes ambientais, legislacido e aplicacio dos nanomateriais
na industria.

Com o progresso da humanidade vivenciado a partir do final do século XVIII,
principalmente devido a descoberta de energia a vapor, deu-se o inicio da transi¢do de
métodos de producao que antes eram manuais para os métodos industriais, caracterizado pela
producao em alta escala com o auxilio de maquinas. Todavia, associado aos avangos
tecnologicos, observou-se também maior interferéncia humana sobre o funcionamento natural

do meio ambiente, resultando em desastres ambientais.

Um dos primeiros desastres a chamar atengcao mundial foi a destrui¢do atdmica em
Hiroshima e Nagasaki, no Japao, que culminou na morte de pelo menos 150 mil japoneses,
deixando o ambiente local radioativo por décadas. Outra tragédia nuclear, a explosdo de um
reator na usina de Chernobyl, na Ucrania, em 1986, tirou a vida de 10 mil pessoas, além de
afetar milhares de quildmetros de florestas. No Brasil, em 2015 no estado de Minas gerais,
chamado de caso de “Mariana”, com a ruptura de uma barragem de beneficiamento de
minério de ferro; o efluente e a lama fizeram desaparecer cidades, rios e uma parte da
biodiversidade do local foi dizimada, os efeitos dos contaminantes ao meio ambiente e aos

seres humanos serdo ainda observados em longo prazo, por muitos € muitos anos.

A legislagdo brasileira referente as questdes ambientais, tem sofrido alteragdes desde o
Brasil Império, no sentido de atender as demandas da sociedade, a partir do final da década de
20, surgiu uma legislacio ambiental mais completa, embora o meio ambiente tenha
continuado a ser compreendido de forma restrita. A partir da década de 60 comega a segunda
etapa da fase setorial, que ¢ marcada pela edi¢do de normas com maiores referéncias as
questdes ambientais propriamente ditas do que as da fase anterior. Entre os textos legislativos
mais importantes se destacam o Estatuto da Terra ou Lei n° 4.504/64, o Cddigo Florestal ou

Lein® 4.771/65, a Lei de Protecdo a Fauna ou Lei n° 5.197/67, o Codigo de Pesca ou Decreto-
lei n® 221/67 e o Cédigo de Mineragao ou Decreto-lei n® 227/67.

Na década de 80 a Lei n® 6.938/81, que dispde sobre a Politica Nacional do Meio
Ambiente, é o primeiro grande marco em termos de norma de protecdo ambiental no Brasil.
Essa legislagdo definiu de forma avancada e inovadora os conceitos, principios, objetivos e
instrumentos para a defesa do meio ambiente, além de reconhecer importancia deste, para a

vida e para a qualidade de vida. Recentemente no Brasil foi instituida a Lei Federal, que
20



dispdes sobre a Politica Nacional Residuo Sélido: PNRS, que instituiu a obrigatoriedade em se
elaborar o Plano de Gerenciamento de Residuos Solidos/PGRS, “que estabelece os principios basicos
da minimiza¢do da geragdo de residuos, identificando e descrevendo as agoes relativas ao seu manejo
adequado, levando em consideracdo os aspectos referentes a todas as etapas, compreendidas pela
gerag:do, segregag:do, acondicionamento, identiﬁcag:do, coleta, transporte interno, armazenamento
tempordrio, tratamento interno, armazenamento externo, coleta e transporte externo, tratamento

externo e disposi¢do final devidamente licenciado pelo orgao ambiental competente”. (PNRS —

12.305/2010)

Atualmente quem normatiza a quantidade de efluentes, provindos de empresas e
industrias ¢ o Conselho Nacional do Meio Ambiente, por meio da resolucio CONAMA
357/2005 alterada pela CONAMA 430/2011, que dispde sobre a classificagdo dos corpos de
agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as condigdes e
padroes de lancamento de efluentes, e da outras providéncias. Para tal, parametros sao
estabelecidos regulamentando os valores maximos de efluente contaminado que pode ser

despejado em corpos d’agua, conforme apresentado na Figura 1.

TABELA I - CLASSE 1 - AGUAS DOCES
PADROES
[ PARAMETROS VALOR MAXIMO
Clorofila a 10 pg/L.
Densidade de cianobacrérias 20,000 cel/'mL ou 2 mm*/L
Sobdos dissolvidos totais 500 mg/L
PARAMETROS INORGANICOS VALOR MAXIMO

Alumimo dissolvido 0.1 mg/LL Al
Antimonio 0.005mg/'L. Sb
Arsénio total 0.01 mg/L As
Bario total 0.7 mg/L. Ba
Berihio total 0.04 mg/L. Be
Boro total 05mg/L B
Cadmio total 0,001 mg/1L. Cd
Chumbo total 0.0Tmg/L. Pb
Craneto livre 0,005 mg/ L CN
Cloreto total 230 mg/L. C1
Cloro residual total (combinado + livre) 0.01 mg/L Cl
Cobalto total 0,05 mg/L Co
Cobre dissolvido 0009 mg/L. Cu
Cromo total 0,05 mg/L Cr
Femro dissolvido 0.3 mg/L Fe
Fluoreto total L4 mg/L F
Fasforo total (ambiente léntico) 0,020 mg/L P
Fosforo total (ambiente intermediano, com tempo de
residéncia entre 2 e 40 dias, e tributirios diretos de| 0,025 mgl P
ambiente léntico)
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Figura 1: Tabela de classificacdo maxima de efluentes em corpos d’agua, limites de classe dos parametros
monitorados. (RESOLUCAO 357, DE 17 DE MARCO DE 2005). Fonte: Publicada no DOU n° 053, de
18/03/2005, pags. 58-63.

A despeito da evoluciao normativa, a legislagdo brasileira ainda ¢ carente da defini¢do
de parametros que identifiquem elementos contaminantes cada vez mais comuns nos
processos industriais modernos. Em qualquer avaliacdo da qualidade de agua e efluentes
contaminados, com base nos parametros vigentes, s6 serdo detectadas as macroparticulas, até
0 momento, ndo existe no Brasil a legislagdo vigente com parametros que incorporem valores
maximos ¢ minimos de nanoparticulas (NPs) ou nanomateriais (NMs), utilizados na industria

e descartados no meio ambiente.

O avango tecnologico na sociedade moderna nos apresenta o desafio de, por meio dos
estudos cientificos, gerar dados e informagdes que amparem a evolugdo normativa e de
legislacdo para regulacdo das aplicagdes de nanomateriais (NPs), utilizadas na industria bem
como pardmetro maximo de seu descarte no meio ambiente. A nanociéncia constitui um
emergente e interdisciplinar campo cientifico que lida com o desenvolvimento de métodos
para preparacgao de particulas manométricas de um determinado material (como por exemplo:
um polimero, um metal ou um semicondutor). Sdo classificados como nanomateriais,
materiais com dimensdes inferiores ordem del0 m, sendo possivel detecta-los somente com

auxilio de microscopios eletronicos de alta resolu¢ao (ZARBIN et al., 2007).

A comunidade cientifica tem demonstrado que as nanoparticulas (NPs) sdo
quimicamente mais reativas, possuem maior acesso aos organismos bioldgicos, maior
biodisponibilidade e maior bioatividade quando comparadas as particulas de mesma
composi¢do quimica em suas dimensdes a granel (bulk). Sendo assim, em contato com o
ambiente, as NPs podem interagir e impactar diferentemente os organismos vivos e ainda, se
forem biopersistentes, podem acumular-se em Orgdos vitais como pulmodes e cérebro,
causando danos aos organismos (FADEEL et al., 2012); (CASCIANO et al., 2009). Por ser
uma area nova do conhecimento e devida a falta de regulamentacdo, questdes essenciais ainda
ndo foram respondidas tais como: Qual o nivel de exposicdo as nanoparticulas que a
humanidade esta sujeita? Quais niveis de exposicdo sdo prejudiciais a saide e ao ambiente ou

se podem se acumular ao longo da cadeia alimentar? (BOUWMEESTER et al., 2009).

A nanotecnologia ¢ revoluciondria, aplicadvel em diversos setores e possui potencial

para beneficiar a saude humana ¢ o ambiente, porém ¢ necessario considerar os riscos e
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impactos que a produgdo, uso e descarte das NPs utilizadas em algumas dessas tecnologias
podem causar no ambiente e aos organismos (CARNIEL et al., 2013). A possivel interagdo
com ecossistemas e organismos deve-se ao fato de produtos comerciais liberarem para o
ambiente este material, como exemplo, a utilizagdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) no
setor téxtil, ou nanoparticulas de 6xido de titanio (TiO2NPs) em cosméticos (JOVANOVIC et
al., 2015).

Os metais pesados, tanto os de conhecida fun¢do bioldgica quanto os de desconhecida
funcdo bioldgica, podem apresentar alta toxidade a biota, em especial quando encontrado em
altas concentracdes (ESTEVES et al., 1998). Botelho sugere uma classificagdo para os metais
pesados em criticos e ndo criticos, sendo estes ultimos micronutrientes (BOTELHO, 2003).
Estudos realizados indicam que as plantas aquaticas possuem certa tolerancia a metais, como
foi demonstrado pelo Lirio aquatico (Nymphaea ampla), que apresentou uma elevada taxa de
crescimento e importante capacidade de absorver metais pesados pelo seu sistema radicial
(ALVAREZ et al., 2004). De modo geral, os vegetais sdo uns dos organismos potencialmente
expostos as NPs, e ao considerarmos o potencial acimulo e ndo biodegrabilidade das NPs,
fica evidente a possibilidade da biomagnificagdo das NPs ao longo da cadeia alimentar. Isso
se deve pelo fato das plantas constituirem a base da cadeia alimentar, uma vez que produzem
e acumulam os fotoassimilados, constituindo em alimento dos seres consumidores primarios,

os herbivoros, estes por sua vez, servem de alimentos aos consumidores de segunda ordem.

Além da relevancia de entender os potenciais impactos das NPs sobre as plantas,
quanto as relacdes troficas, merece destaque também o potencial uso dos vegetais como
bioindicadores no processo de avaliagao da contaminagdo ambiental induzida pelas NPs, por
meio da avaliacdo das respostas de sensibilidade em fun¢do da composi¢ao quimica, tamanho
e/ou concentracdo das NPs. Dessa forma, os estudos realizados até hoje devem ser
considerados como modelo de predigdo de risco, pois, no nivel de exposi¢do a que a
humanidade estd sujeita atualmente, esses resultados ndo seriam, ainda, observaveis

naturalmente (BRAYNER et al., 2013).

1.2 Impacto ambiental e estudos de plantas como bioindicadores ambientais
Chama-se de impacto ambiental qualquer alteracdo da qualidade ambiental que resulta

da modificacdo de processos naturais ou sociais provocados por agdo humana (Sanchez, 2006).

Segundo Resolugdo CONAMA n°. 1/86, define-se como impacto ambiental: “Qualquer

alteracdo das propriedades fisicas, quimicas ou bioldgicas do meio ambiente, causada por
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qualquer forma de matéria ou energia resultante das atividades humanas, que direta ou
indiretamente afetam: a saude, a seguranca e o bem-estar da populagdo; as atividades
sociais e economicas; as condi¢oes estéticas e sanitarias do meio ambiente; e a qualidade

dos recursos ambientais” (CONAMA n°. 1/86) .

A determinacdo das alteracdes das propriedades fisicas, quimicas e biologicas do meio
ambiente ¢ mensurada por meio de andlises analiticas e/ou de indicadores ambientais. O
impacto ambiental pode ser positivo ou negativo. No primeiro caso, a alteracdo representa em
beneficios ou em ganhos para o ecossistema, podendo o impacto ser exemplificado por ag¢des
de reflorestamento de areas suscetiveis a erosdo; recomposicdo de vegetagcdo ciliar;
langamento de efluentes adequadamente tratados, nos cursos d’agua; repovoamento de rios e
corregos, entre outros. No segundo caso pode um agente contaminante dizimar toda ou parte
da biodiversidade local (GOMES et al., 2002). Os impactos causados pelo langamento de
cargas poluidoras e os cendrios de intervengdo sdo alvos de interesse para estudo de plantas
que sdo capazes de remover, imobilizar ou tornar inofensivos ao ecossistema, contaminantes

organicos e inorganicos presentes no solo e/ou na agua (ANDRADE et al., 2007).

Os animais e os vegetais podem atuar como importantes aliados do homem e da
natureza como indicadores de qualidade ambiental, podendo servir como parametro de
referéncia para avaliacdo das modificagcdes ocorridas no meio ambiente, mostrando quando
ele esta contaminado ou sendo destruido. Por exemplo, uma avaliagdo detalhada do
comportamento dos vegetais e/ou animais pode indicar a presenga de produtos toxicos no solo,
na agua ou no ar (MORAIS et al., 1999). Por tanto, os bioindicadores ou indicadores
ambientais sdo uma ferramenta na avaliacdo da integridade ecologica, sendo assim a
“condi¢do de saude” de uma area, definida pela comparagdo da estrutura e fungdo de uma
comunidade bioldgica entre uma area impactada e areas de referéncia (ANDRADE et al.,

2010).

Nos ultimos 20 anos, a bioindicacdo tem implicado em sistemas de medigdo
particularmente importante; a fonte de informagao bioindicativa é considerada um dos pilares
do monitoramento ambiental moderno, uma vez que fornece informagdes sobre os sistemas
bioldgicos, tornando possivel a avaliagdo de areas inteiras, além da sua dindmica (MARKERT
et al., 2003). O uso dos bioindicadores representa vantagens sobre os métodos convencionais
de avaliacdo da qualidade ambiental, visto que s3o de baixo custo e ainda possibilitam uma

avaliagdo cumulativa de eventos ocorridos num determinado periodo, resgatando um histdrico
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ambiental ndo passivel de detec¢do ou medi¢cdo por outros métodos. No processo de descarte
de efluentes as interagdes entre os elementos afetam desde o processo que ocorrem no solo ou
corpo d’agua, além daqueles relacionados a interacdo organismo/contaminante, como o
contato do efluente com as células da raiz, absor¢ao, transporte, redistribui¢ao ¢ metabolismo
dos compostos. Ainda que potencialmente lesivos as plantas, compostos mineralizados sao

fundamentais ao desenvolvimento vegetal

A disponibilidade de nutrientes para as plantas ¢ afetada por diversas reagdes de
natureza fisica, quimica e biologica. Varios mecanismos estdo envolvidos, dentre eles as
interagdes 1idnicas, cujo efeito pode refletir na composicdo mineral da planta (SILVA e
TREVIZAM, 2015). Segundo Prado, apesar do processo de absor¢do de nutrientes ser
especifico e seletivo; existe certa competi¢do entre eles, podendo ser favoravel (sinérgica),
quando um ion auxilia a absor¢dao do outro, ou desfavoravel (antagonica), quando a absorcao
de um ion ¢ prejudicada pela presenca do outro (PRADO, 2008). Marschner também afirma
que essa competicdo ¢ influenciada pelas propriedades do transporte e pela diferenca da
concentracdo dos ions (MARSCHNER et al., 2012). Em estudos agrondmicos de interagdes
plantas e metais foi observado que o excesso de Zinco (Zn) reduziu a translocacao de Ferro
(Fe) para as partes aéreas da soja. A presenga de Zn inibe o metabolismo de Fe, assim
demonstrando que em casos severos, se caracteriza por quedas de niveis de clorofila,
deixando folhas totalmente clordticas e posteriormente esbranquigadas, acentuando o atraso
no crescimento da planta (SILVA e TREVIAM, 2014). Também foi determinado que baixas
concentragdes de Zn na planta deixa a mesma susceptivel ao acimulo de altas concentracdes
de Cédmio (Cd), indicando que o Zn em concentragcdes normais evita absor¢cdo de altas
concentragdes de Cd, e consequentemente, proteje as plantas contra a toxidade do Cd. Esse
efeito ¢ atribuindo as interagdes competitivas entre Zn e Cd devido a existéncia de um sistema

de transporte comum nas membranas celulares (KOLELI et al., 2004).

Sintomas de estresse pelo excesso de Cu sdo descritas como alteragcdes na tonalidade
das folhas, tornando-as verde-azuladas e enroladas onde aparecem cloroses intervenais e
necrose, sendo a deficiéncia igualmente evidenciada pelo enrolamento das pontas das folhas
mais novas e mesmo pela visualizagdo de anomalias no crescimento das plantas (Brito, 2006).
A deficiéncia de Cu induz a perda de 4dgua, podendo ocorrer estresse hidrico em condig¢des
normais de suprimento de agua (BONNER e GLASTON, 1967). Nas plantas, o Zn e o Cu sdo
componentes das enzimas, sendo necessarios para a formagao de substancias que promovem o

crescimento vegetal (MILLAR et al., et al, 1975).
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Segundo Brito, o Zn participa como constituinte funcionais, dentre outras, das enzimas
como: a desidrogenase, anidrase carbonica, RNA polimerase e alcool desidrogenase (BRITO
et al., 2006). A sua caréncia provoca o surgimento de manchas generalizadas de crescimento
rapido, comumente nas zonas internevais, eventualmente invadem as nervuras secundarias e
mesmo as principias, ocorrendo microfilia, formacdo de folhas pequenas (BONNER et al.,
1967). Consequentemente, um suprimento deficiente de Zn produz, primeiramente nas regioes
mais jovens das plantas, uma reduc¢ao do crescimento vegetal, impedindo o alongamento dos
caules, a microfilia e expansao foliar ¢ interfere na frutificacdo e manchas em folhas citricas

(BRITO et al., 2006).

Ainda que muitos estudos sobre fisiologia nutricional em plantas descrevam os efeitos
dos elementos minerais, pouco se sabe sobre as interacdes e¢ impactos desses elementos
quimicos quando em dimensdes nanométricas, assim como suas rotas e distribuicado nas
plantas. Alguns estudos revelaram que as NPs de ouro (AuNPs) induzem supressido de
fluorescéncia da clorofila a (Chl-a) e que a alteragdo depende do tamanho de particula e
concentragcdo (FALCO et al., 2012). Este fendmeno ¢ principalmente atribuido ao efeito da
transferéncia de elétrons por meio de fotoindugdo de elétrons das moléculas de clorofila para
a superficie das AuNPs, resultando em um decréscimo do sinal de fluorescéncia da clorofila.
Queiroz ¢ colaboradores também relataram que NPs de prata (AgNPs) induzem efeitos
semelhantes (QUEIROZ et al; 2016). Adicionalmente, eles também mostraram que as AgNPs
quando associada a clorofila-a reduz o tempo de vida do eléctron no estado excitado da
molécula de clorofila. Além disso, a interagdo de Chl-a/AgNPs foi dependente do tamanho e
concentragdo das AgNPs. Em outro estudo Falco et al. demonstraram que a intera¢do da
clorofila com as AgNPs ¢ fortemente afetada pela NPs, sugerindo que fluorescéncia da Chl-a
tem um grande potencial para ser usado como ferramenta analitica para monitorar a intera¢ao

de plantas e NPs, e seus efeitos em plantas (FALCO et al., 2015).

Devido ao rapido crescimento do uso de nanomateriais em produtos comerciais, torna-
se importante avaliar a sua toxicidade tanto para o meio ambiente quanto para o ser humano,
pois, sendo particulas nao biodegradaveis e extremamente pequenas, a capacidade de
deslocamento por todo o meio ambiente € consideravel, o que as tornam disponiveis tanto na

atmosfera, no meio aquatico, bem como no solo (PASCHOALINO et al, 2010).
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1.3 Nanoparticulas:

1.3.1 Estudos sobre sua interacio com organismos, tecidos ou células; caracteristicas e

propriedades

Dentre as varias aplicagdes, destaca-se o uso de nanocompdsitos e os filmes ultrafinos
de polimeros semicondutores aplicados para a produgao de células solares de alta eficiéncia;
dispositivos emissores de luz baseados em quantum dots; nanocatalisadores; nanotubos de
carbono usados em pilhas e super capacitores, além de outros nanomateriais aplicados em
sistemas robustos de armazenamento de hidrogénio bem como em distribuicdo mais eficiente
de energia (SALAMANCA et al., 2015; HUSSEIN et al., 2015; JULIEN et al., 2016). Na
medicina os avangos que a nanotecnologia poderda fornecer sdo ainda maiores, tanto no
diagnéstico de doengas quanto no seu tratamento. Distirbios graves como cancer, AIDS,
doencgas neuro degenerativas, doengas autoimunes e genéticas poderdo ser combatidas por
nanodrogas e nanodispositivos produzidos a partir de nanofios, quantum dots, nanoshells, NPs
de ouro, nanotubos de carbono, NPs magnéticas e nanogéis (MALINOSKI et al., 2014;
SALAMANCA et al., 2015; MISHRA et al., 2016).

Tais avancos na nanociéncia e nanotecnologia tém levado ao desenvolvimento de uma
grande quantidade de novos produtos que possuem NPs em sua formulagdo e,
consequentemente, esta induzindo um aumento significativo na produgdo de diversos tipos de
NPs. Dentre vasta gama de materiais, a Ag ¢ o Cu, em dimensdes nanométricas, tem recebido
aten¢do especial, em grande parte, devido aos seus efeitos antimicrobianos (GUERRA et al.,

2013).

As NPs, embora sendo composta pelo mesmo elemento quimico, comportam-se de
forma distinta em relacdo as particulas em suas dimensdes a granel (bulk), em termos de
propriedades quimicas e fisicas, bem como de sua interacdo com sistemas bioldgicos.
Portanto, o tamanho da particula ¢ de suma importancia em relagdo aos efeitos que podem
produzir, porque quando em dimensdes nanométricas, a darea efetiva disponivel ¢
consideravelmente aumentada (i.e., aumento da relagdo da area superficial versus volume da
particula), mudando a natureza das forgas de interagdes entre as moléculas e o material e
assim, alterando os impactos que estes processos ou produtos nanotecnologicos podem causar

ao meio ambiente, a saude humana e a sociedade no geral (BOUWMEERTER et al., 2009).
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A utilizagdo de materiais com dimensdes nanométricas em produtos comerciais tem
levantado a questdo da seguranca dos seres humanos e do meio ambiente, pelo fato de sua
utilizacdo e comercializagdo terem precedido um marco regulatério sobre o uso,
armazenamento e descarte dos nanomateriais (NMs). Portanto, devido ao seu tamanho
reduzido e suas caracteristicas distintas quando comparadas aos materiais em dimensdes de
bulk (material a granel em dimensdes macro ou microscopica), as NMs tém a capacidade de
interagir com diferentes organismos por meio de varios mecanismos muito dos quais pouco
conhecidos (HULLA et al., 2015). O aumento da utilizacdo de NMs em produtos de consumo
pode tornar-se uma ameacga, especialmente porque o seu descarte e acumulo no meio

ambiente podera interferir em processos bidticos e abioticos (DWIVEDI et al., 2015).

O elemento Cu em dimensdes nanométricas, por exemplo, pode ser assimilado por
células cerebrais, podendo ter efeitos toxicos devido a aceleragdo na formagdo de espécies
reativas de oxigénio in situ (BULKE et al., 2013). O Cu é um dos elementos vestigiais
necessarios nos organismos, mas pode causar toxicidade uma vez que exceder o limite de
tolerancia fisioldgica in vivo. Por conseguinte, devido aos potenciais efeitos nocivos na satde,
a toxicidade das nanoparticulas de cobre (CuNPs), bem como das nanoparticulas de 6xidos de

cobre (CuONPs), tém gerado preocupacdes no meio cientifico (WANG et al., 2015).

Estudos recentes tém demonstrado a toxicidade de CuONPs quanto a sua utilizagdo em
pesticidas, na area da agricultura, e antibidticos na medicina (ZABRIESKI et al., 2015).
Estudos realizados em biota aquatica indica a toxicidade das CuNPs nestes ambientes,
provocando morte celular em algas (ADAM et al., 2015). Outro estudo também aponta para a
toxicidade de CuNPs em peixes, na qual pesquisadores puderam observar alteragdes
morfoldgicas nas branquias das espécies estudadas (SONG et al., 2015). Ainda abordando
ambientes aquaticos, outro estudo aponta que crustaceos também sao sensiveis a presenga de
CuNPs (MANUSADZIANAS et al., 2012). Além disso, esse mesmo estudo indicou que a
toxicidade destas NPs ¢ aumentada quando em forma de ions (MANUSADZIANAS et al.,
2012).

De modo geral, o Zn estd associado a sintese de carboidratos, a integridade da
membrana e proteinas envolvidas na replicagdo do DNA e expressdo de genes, além de
executar fungdo estrutural e catalitica em enzimas como superoxido dismutase, alcool
desidrogenase e anidrase carbonica (BROADLEY et al., 2012). Lin e Xing expuseram

sementes de canola, rabanete, azevém, alface, milho e pepino a NPs de oxido de Zn
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(ZnONPs), concluindo que todas as espécies vegetais apresentaram inibi¢cdo na germinacao
das sementes e no crescimento da raiz (LIN & XING, 2007). Mortimer, realizou teste de
toxicidade aguda com a bactéria marinha Aliivibrio fischeri, encontrando alta toxicidade para
a exposicdo ao Zn0O, tanto em forma nanométrica quanto em forma de bulk (macrométrica)
(MORTIMER et. al., 2008). Em microcrustaceo Daphnia magna, Adam e colaboradores
demonstraram que esse organismo, quando exposto por um periodo de 10 dias a
concentragdes subletais de ZnONPs, consegue regular rapidamente a quantidade interna de Zn.
O mesmo ocorre quando, subsequentemente, esse mesmo organismo ¢ transferido para um
meio sem o contaminante (Adam et al., 2015). J& os possiveis efeitos causados pela exposicao
de NPZnO as células epidérmicas humanas sdo citotoxicidade, estresse oxidativo e possivel

peroxidagdo lipidica (SHARMA et al., 2009).

O Fe apesar de ser um elemento essencial e de participar da sintese de diversos
componentes do aparato fotossintético (BRIAT e LOBREAUX, 1997; BRIAT et al., 2015),
quando em excesso nos tecidos das plantas pode desencadear estresse oxidativo, de maneira a
aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (BECANA et al., 1998; FANG
et al., 2001; SOUZA-SANTOS et al., 2001). Uma vez que os ions de ferro (Fe*?) encontram-
se em excesso na célula, os mesmos possuem a capacidade de catalisar a decomposi¢do do
peroxido de hidrogénio (H202) a radical hidroxila (*OH), que apresenta alta reatividade,
podendo danificar o DNA da célula, e promover a oxidacao tanto de lipideos quanto de
proteinas, provocando danos aos tecidos das plantas (BECANA et al., 1998; TSAI e HUANG,
2006). Alguns estudos toxicoldgicos utilizando plantas demonstraram os possiveis efeitos das

NPs 6xido de Fe (Fe2O3NPs) sobre as mesmas.

Em estudo realizado com rabanete (Raphanus sativus) foi observada um
comprometimento no desenvolvimento da cultura devido a adsor¢do das NPs na semente e a
liberagdo de ions livres de ferro Fe™ (ZUVERZA-MENA et al., 2017); j4 em estudos
realizados com tomates (Solanumlyco persicum), expostos a 100 mgL™! de Fe,O3NPs, foi
observado estresse hidrico e também processo de oxidagdo com formagdo de EROs, devido a

agregacio das NPs nas raizes (MARTINEZ-FENANDEZ et al., 2016).

Um aspecto de vital importincia na avaliacdo dos potenciais riscos associados as NPs
¢ compreender as interagdes entre NPs e o metabolismo de plantas. A literatura mostra que as
NPs sdo capazes de penetrar em tecidos vivos de plantas e migrar para diferentes regides da

planta podendo ser absorvidas pelas raizes das plantas e transportadas para a parte aérea
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através dos sistemas vasculares, dependendo da composi¢do, forma, tamanho da NPs e da
anatomia vegetal (FEICHTMEIER et al., 2015). Ademais, é sabido que NPs podem ser

transferidas pela cadeia alimentar acarretando uma magnificacgao tréfica (JUDY et al., 2011).

1.4 Espécie selecionada para o estudo e sua importancia

Figura 2: Ingd laurina Sw. (Willd). A- Habito. B. Botdes em pré antese. C. Inflorescencia em espiga. D.
Fruto aberto com presenca de quatro sementes envolvida pela sacrotesta. E. Sementes poliembrionadas,
removida sarcotesta (setas: embriées), (VIEIRA, 2015).

A espécie Inga laurina (Sw.) Willd, ocorre desde América Central at¢ América do Sul,
esta presente nos biomas do Cerrado, Floresta Amazonica, formagdes florestais do dominio de
mata atlantica e restinga, em fitofisionomias campestres e floresta ciliar. (FILARDIL, et al.,
2007). O inga ¢ uma arbdrea nativa da familia Fabaceae (Mimosoideae), de ocorréncia nas

florestas tropicais, matas ciliares e ambientes periodicamente inundados.

O termo inga se originou do tupi, que significa embebido, empapado, ensopado; por
causa da consisténcia de sua polpa. Caracteriza-se por sua abrangéncia em diversos paises e

no Brasil é frequente desde Nordeste, Sul e Sudeste, sendo utilizada na arborizagio,
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recuperagdo de areas degradadas e no sombreamento da cultura do café¢. (PENNINGTON et
al., 1997; GARCIA et al., 1998). Arborea de porte médio (10-20m), trés ou quatro pares de
folhas pontudas, opostas; o caule, junto de cada folha, ¢ alado, em forma de coragdo; assim
também sdo as outras espécies. O fruto ¢ uma siliqua fabacea chata, amarela, medindo dois
trés ou quatro dedos de comprido, contendo quatro, cinco, seis ou mais sementes transversais;
estas sementes sdo cobertas por uma polpa nivea, como seda (holoseria), um tanto fria de
sabor agradabilissimo, que espontaneamente se separa uma da outra, conforme o nimero dos
graos; costuma-se tirar essa polpa com os dentes e come-la, mas ndo a semente; a semente ¢
minima, olivdcea oblonga, divisivel em duas partes, no sentido longitudinal” (MARCGRAV

et al., 1942), como mostrado na Figura 2.

A propagacdo da espécie ocorre por meio de sementes, com dispersdo, também, pela
agua. Sua utilizacdo dentro de programas de recuperagdo de 4reas degradadas e
reflorestamento dependem diretamente da manipulagdo adequada das sementes e, portanto,
dos cuidados observados no periodo pds-maturidade. Apesar de pouco pesquisadas, os
estudos preliminares indicam que as sementes apresentam comportamento recalcitrante, ou

seja, sensiveis a desidratacdo e com baixa longevidade. (CARNIEL et al., 1998).

A germinagdo de sementes consiste na reativacao do crescimento do embrido por meio
de uma sequéncia ordenada de eventos metabolicos, resultando na ruptura do tegumento pela
radicula. O inicio desse processo se da pela absor¢do de agua pelas sementes e termina com o
alongamento do eixo embriondrio (BEWLEY e BLACK, 1994). A embebi¢do ¢ fundamental
para a germinagdo porque permite a retomada da atividade metabolica, contribuindo para os
processos de mobilizacdo e assimilacdo de reservas e crescimento subsequente (MARCOS

FILHO et al., 2005).

A velocidade de embebigcdo depende das caracteristicas de cada espécie, dentre as
quais a composi¢do quimica e da permeabilidade do tegumento. Porém existem varias
espécies que se diferenciam pelo tamanho do fruto, outras pelo tamanho e tipo dos nectarios

foliares, ou sdo utilizados varias caracteristicas morfoldgicas para diferenciar a espécie.

Por ser uma espécie que nao possui dorméncia em sua semente sendo estas sensiveis a
alteragcdes do meio, evidencia-se seu potencial como bioindicadora de contaminacio
ambiental, pois sofrem alteragcdes morfologicas, fisiologicas, genéticas e etologicas, podendo

auxiliar na deteccdo de estresse causado por cargas poluidoras. Estudos com a familia
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Fabaceae (Mimosoideae) destacam o papel destas como bioindicadores ambientais de

polui¢do atmosférica. (CARNEIRO et al., 2004).

Outros protocolos de plantas bioindicadores comecam a ser estudados, dado a sua
relevancia para o estudo de poluigdo ambiental. Também merece destaque o fato das sementes
de Inga laurina apresentarem o embrido verde devido aos altos teores de clorofilas nas
sementes maduras, sendo a clorofila um fluoréforo, as sementes das espécies deste género
podem se constituir em excelente material para se aferir efeitos de estressores por meio das

técnicas de fluorescéncia da clorofila-a (Chl-a).

Embora esta espécie seja parte importante da flora brasileira, ainda sdo insuficientes os
conhecimento sobre sua constituigdo quimica (MACEDO et al.,, 2007). Lokvam e
colaboradores isolaram galoil depsideos de tirosina (20-22-23) e flavonoide miricetina 3-O- o
(2”"- O_ galoil); ramnosideo (23), a partir de folhas jovens, conforme apresentado na Figura 3
(LOKVAM et al., 2007). Outros autores identificaram acido ascorbico (24) em folhas jovens
de Inga laurina (MILTON & JENNES, 1987). Os compostos fendlicos sdo derivados da via
bioquimica do dacido chiquimico ou dacido mevaldnico e de aminoacidos aromaticos,

fenilalanina e tirosina (NACZK ¢ SHAHIDI, 2004).
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Figura 3: Estrtuturas metabdlicas presentes em Inga laurina, Galoil tirosina (20); m-digaloil tirosina (21);
m- trigaloil tirosina (22); miricetina 3-O-a (2°"-O galoil); ramnosideo (23); acido arcorbico (24). Adaptado
por (LOKVAM et al., 2007).
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Muitos dos compostos fendlicos atuam como sequestradores de radicais livres
enquanto outros agem como quelantes de metais catalisadores de reacdes de geracdo de
espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL et al., 2007; FLOEGEL et al., 2011), sendo
capazes de retardarem ou inibirem a velocidade de oxidagdo das biomoléculas e,

consequentemente, os danos oxidativos no organismo (HALLIWELL et al., 2007).

1.5 Fotossintese e producio de NADPH, e ATP, a partir de energia quantica da
luz

Conceitualmente, a fotossintese ¢ o processo no qual o CO: e a dgua sdo convertidos
em carboidratos e oxigénio (WILHELM et al., 2011). Todavia, ndo se trata de uma reagao
quimica simples, o surgimento da rea¢do consiste em um evento fotoquimico-biolégico de
extrema importancia para a existéncia da vida na Terra (NELSON et al., 2013). De fato,
atualmente a maioria dos organismos superiores ¢ dependente de oxigénio, o qual ¢ produzido

pelas plantas, algas e cianobactérias por meio da fase fotoquimica da fotossintese

(MAMEDOV et al., 2015).

Essa importante etapa da fotossintese consiste em um conjunto de reacdes biofisicas e
bioquimicas, por meio das quais os organismos fotossintetizantes podem produzir poder
redutor, especialmente na forma de NADPH, e ATP, a partir da absorc¢ao da luz (WILHELM
et al., 2011). O poder redutor gerado nas etapas fotoquimicas ¢ por sua vez empregado como
fonte de energia para as fases metabdlicas inerentes a sobrevivéncia do organismo,
especialmente a assimilagdo de CO: (RUBAN et al.,, 2014). Em condi¢gdes otimas de
crescimento, existe um equilibrio entre a quantidade de energia capturada pelos fotossistemas
e o consumo desta por meio da demanda metabolica celular (FOYER et al., 2012), entretanto,

condi¢cdes Otimas de crescimento sdo excegdes na natureza (WILHELM et al., 2011).

Nos organismos eucariontes a fotossintese ocorre em organelas denominadas
cloroplastos. Esses plastidios especiais contém por volta de 120 genes, os quais codificam
proteinas do aparato fotossintético (JENSEN et al., 2014), além de possuirem toda uma gama
de fungdes que incluem a sintese de aminoacidos, clorofila e varios lipideos (ROBINSON et
al, 2005). Os tilacoides possuem proteinas integrais de membrana que desempenham a funcao
no transporte de elétrons (cadeia transportadora de elétrons), na produgcdo de ATP e na
geracdo de um gradiente de pH entre a regido interna dos tilacoides (limen) e a parte externa

(estroma) (FOYER et al., 2012).
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O fotossistema II (FSII) se localiza nas lamelas granais, enquanto o fotossistema I (FSI)
se localiza nas lamelas estromais ¢ nas margens das lamelas (regides onde ndao ha
empilhamento dos tilacoides). Como consequéncia dessa divisdo espacial entre os
fotossistemas existem proteinas carreadores que transportam os elétrons do FSII para o FSI, o
que permite a regulacdo desse transporte (FOYER et al., 2012). A regulacdo do transporte de
energia entre os fotossistemas permite que o fornecimento de ATP e NADPH a partir das
membranas do tilacoides seja regulado de maneira precisa, de modo a permitir o uso
otimizado do poder redutor pelo organismo, o que reduz a produgdo de oxigénio singleto no

FSII e de superdxido no FSI (FOYER et al., 2012).

Os organismos fotoautotroficos tiveram que evoluir em complexas cascatas de
transporte de energia, para tornar essa tarefa energeticamente possivel e eficiente (RUBAN,
2012). Isso porque a remocao de elétrons da dgua requer um grande consumo de energia e
pode gerar uma grande quantidade moléculas instaveis (SPETEA et al., 2014). A operagdo
integrada entre absor¢do de luz, dissipagdo de energia e balango entre a sintese de ATP e
redutores compdem o cerne da regulacdo fotoquimica e suas respostas ao ambiente (FOYER
et al., 2012). As reagdes da cadeia transportadora de elétrons do tilacoides que levam os
elétrons do FSII ao FSI também sdo ligadas a passagem de protons para o lumen dos
tilacoides, resultando em um gradiente de protons (ApH) que é um dos componentes da forca

motriz de protons (pmf, do inglés proton motive force) (YAMORI e SHIKANALI 2016).

O pmf ¢ formado por dois componentes, o gradiente de protons (ApH) e o potencial
de membrana (Ay) (YAMORI e SHIKANAI, 2016). A formagdo do pmf entre o limen do
tilacoide e o estroma tem duas fung¢des: (i) converter ADP e fosfato inorganico (Pi) em ATP
(FOYER et al., 2012); (ii) acidificar o limen do tilacoide, o que permite a ativagdo do
mecanismo de dissipa¢do de energia na forma de calor ou supressao ndo fotoquimica (NPQ,

do inglés non-photochemical quenching).

As reacgdes da fotossintese podem ser divididas em duas etapas: a etapa oxidativa e a
redutora. A etapa oxidativa ocorre nas membranas dos tilacoides e compreende o transporte
linear de elétrons (LEF), necessario para a formacao de NADPH e ATP, e o fluxo ciclico de
elétrons (CEF), para formar apenas ATP. Posteriormente, a etapa redutora compreende as
reacdes do ciclo de Calvin-Benson (regido estromal), as quais consomem o poder redutor

formado na etapa fotoquimica (NADPH e ATP) em um conjunto de reacdes bioquimicas
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relacionadas a fixagdo do CO;. Nas plantas, as reacdes da fase oxidativa ocorrem dentro das

membranas dos tilacoides.

Essas reacdes sao catalisadas por dois centros de reacdo (RC) independentes
(PHUTHONG et al., 2015). O P700 ¢ o RC localizado no complexo FSI e P680 esta
localizado no complexo FSII (GOVINDIJEE, 2004; WIENTJES et al., 2009). Para realizar
suas fungdes, ambos os RC devem estar associados a complexos coletores de luz (do inglés
LHC) (PHUTHONG et al., 2015). Durante os processos da fase oxidativa, os sistemas
envolvidos operam sobre os mais extremos potenciais redox (de +1,2V para -1,4 V). Proteinas
expostas a extremos de potencial sdo suscetiveis a danos por oxidagdo, formagao de radicais
livres e/ou quebra de ligagdes quimicas (NELSON, 2013). Acredita-se que os complexos que
compdem a cadeia fotoquimica ndo tém como objetivo apenas aumentar a eficiéncia, mas
também diminuir a0 maximo os danos potenciais ao complexo (NELSON, 2015), por

exemplo, incorporando moléculas dissipadoras de energia, como os pigmentos acessorios.

A literatura tem detalhado o aumento de Fluxo ciclico de elétrons (CEF) como uma
estratégia benéfica para as plantas, pois permite que elas se protejam de danos oxidativos. O
CEF pode ser dividido em duas rotas independentes. A rota PGR5-PGRLI1 que leva os
elétrons da ferredoxina para a plastoquina ou para o citocromo b6f. Alternativamente, a via
NADP desidrogenase (NDH) ¢ capaz de consumir os elétrons do NADPH para o pool de
plastoquinonas. Ambas as rotas geram um gradiente de ApH com o complexo citocromo bof.
O ApH permite a sintese de ATP sem a produgdo de NADPH no cloroplasto (YAMORI et al.,
2016). Os aspectos quimicos e energéticos da estequiometria de producdo de ATP pelo fluxo

linear de elétrons ainda demandam mais estudos.

Ha um consenso de que o transporte linear de elétrons (LEF) ndo gera ATP suficiente
para que haja balango adequado de ATP/NADPH no ciclo de Calvin (JOLIOT et al., 2011).
Plantas de trigo sob condi¢des de deficiéncia hidrica rapidamente geram um ApH que ¢
promovido pelo CEF (ZIVCAK et al., 2014). Respostas similares foram encontradas em
cevada, girassois e alface sob diferentes tipos de estresse como seca, frio e deficiéncia de ferro

(JOLIOT et al., 2011; TAKAHASHI et al., 2009; SEJIMA et al., 2014).

Plantas de Arabidopsis thaliana que sofreram silenciamento da via da PGRS nao
foram capazes de reparar os danos oxidativos de estresses de alta luz (TAKAHASHI et al.,
2009). Além disso, o silenciamento da PGRS leva a uma queda na assimilagdo de CO; ¢ a
producdo de biomassa (NISHIKAWA et al., 2012). Por outro lado, plantas de Arabidopsis

35



thaliana que foram silenciadas para a via NDH ndo mostraram perda de crescimento em
condi¢des favordveis, todavia foram mais sensiveis a alguns estresses como alta luz
(YAMORI et al., 2016). No entanto, alguns autores tém fornecido dado que sugerem a

possibilidade da importancia do CEF ser espécie/dependente e estresse/dependente.

1.6 Técnicas opticas para estudo da fotossintese e deteccio de estresse de plantas

1.6.1 Fluorescéncia da clorofila a

Os indices relacionados a fluorescéncia da clorofila a (Chl-a) fornecem uma indicagao
da capacidade fotossintética da planta, o que ¢ uma informacdo importante em estudos de
estresse. De acordo com Ball e colaboradores o funcionamento do FSII implica em
caracteristica sensivel para identificar estresse em plantas (BALL et al., 1994). Os fatores de
estresse também estdo relacionados a degradacdo da clorofila (HENDRY et al., 1993) ¢ a
emissdo da fluorescéncia da Chl-a estd intrinsicamente relacionada com a capacidade

fotossintética das plantas (STRASSER et al., 2004; EULLAFFROY et al., 2009).

As relagdes entre as varidveis de Chl-a e o desempenho fotossintético sdo analisadas
no contexto de aplicacdes das medi¢des da fluorescéncia, para identificagdo de plantas com
melhor desempenho fotossintético (BAKER, 2008; STIRBET ¢ GOVINDIJEE, 2011). Em
tecidos verdes, a radiacdo fotossinteticamente ativa ¢ absorvida pela clorofila e pigmentos
acessorios do aparato proteina-clorofila a/b coletor de luz e migra para os centros de reagao
dos fotossistemas II e I, onde ocorre a conversdo do quantum fotossintético. Com base neste
conhecimento, a Fluorescéncia da Chl-a se constitui em importante técnica nos estudos
ecofisiologicos de plantas. O rendimento da fluorescéncia da clorofila revela o nivel de
excitagdo da energia no sistema de pigmentos que dirige a fotossintese. Esse nivel depende do
balango entre irradiancia no espectro de excitacdo e a soma da taxa de transporte de elétrons
fotossintético e dissipagdo térmica, o que pode ser medido como supressao fotoquimico e nao

fotoquimico, respectivamente.

Os parametros instantdneos de (Fluoréscencia da clorofila-a (FChl-a), tais como Fo
(fluorescéncia inicial), Fm (fluorescéncia maxima)e seu derivados, Fv (diferenca entre Fm -
Fo), Fv/Fm (eficiéncia fotoquimica maxima do FSII) bem como as relacdes dos centros de
reacdo, sdo passiveis de determinagdo em folhas intactas ou em células de cloroplastos.

Aspectos funcionais do FSII revelam a efetividade da utilizacdo da luz pela folha, a extensdo
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ou influéncia de fatores limitantes para a fotossintese (além de luz), bem como inferéncias
sobre a capacidade de ajuste ou expressdo de respostas adaptativas nos organismos. A razao
Fv/Fm tem mostrado ser um indicador confidvel para a determinagdo e monitoramento
diferentes tipos de estresses nas plantas. A Chl-a, in vivo, implica em método potente, nao-
destrutivo e rapido para detectar mudancas na atividade fotossintética de folhas devido a

variagio ambiental e a fatores de estresse natural e antropogénico (DURAES et al., 2000).

O fluorimetro fornecem os valores de fluorescéncia inicial (Fo), maxima (Fm),
variavel (Fv) e a relagdo Fv/Fm bem como o indice de performance (IP) para as plantas
adaptadas ao escuro. Todavia, a aplicagdo de um pulso de saturagdo sob iluminagdo actinica,
fecha de forma transitoria todos os centros de rea¢des fornecendo um valor de fluorescéncia
maxima no estado adaptado a luz, denominado Fm', sendo este menor do que o valor Fm

adaptado ao escuro devido a contribui¢cao do NPQ (WANG et al., 2006).

Na fase da cinética em que a luz branca ¢ incidida sobre a planta, ha um rapido
aumento da dissipacdo da energia na forma de calor, que ¢ medido utilizando um pardmetro
denominado dissipagdo ndo-fotoquimica (NPQ), que é obtido pelos pardmetros Fm - Fm'. E
importante destacar que a intensidade da fluorescéncia méaxima da planta na fase exposta a luz
(Fm’) serd menor que a fluorescéncia maxima na fase adaptada ao escuro (Fm). Isso porque
na fase clara, parte da energia estd sendo consumida pelo NPQ, o que ndo acontece no
primeiro pulso saturante, pelo fato de a planta estar totalmente adaptada ao escuro. Assim, o
NPQ ¢ também um importante pardmetro no estudo do aparato fotossintético das plantas,
fornecendo informacdes sobre a dissipacdo de energia na forma nao-fotoquimica (WANG et

al., 2006; WANG et al., 2015).

Além da cinética de fluorescéncia da Chl-a obtida ap6s pulsos de excitagdo, também é
possivel obter informacdes do status fisiolégico das plantas a partir da andlise da
fluorescéncia da clorofila no estado estacionario, o que significa obter a emissdo da Chl-a
quando as plantas estdo submetidas ha um feixe de luz que mantém constante sua intensidade
de excitagdo durante as medidas de fluorescéncia. Nessa situagdo, o espectro de fluorescéncia
da clorofila ¢ caracteristico, e apresenta duas bandas de emissao, uma em aproximadamente

680 nm e outra, com menor intensidade, em torno 730 nm.

A intensidade de emissdo, bem como a variagdo relativa da intensidade das bandas, a
680 ¢ 730nm, podem ser utilizadas para monitorar as alteracdes no processo fotossintético.
Por exemplo, a medida que se muda a concentracio de clorofilas dos tecidos vegetais, espera-
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se observar alteragdes nas intensidades de fluorescéncia, pois a emissdo depende da
quantidade de moléculas no meio que sdo capazes de absorver a radiagdo e fluorescer. Além
disso, as duas bandas de emissdo observadas com maximos em 685 e 735 nm, possuem

diferentes contribui¢des do FSII e FSI.

A emissdao em 685 nm advem das Chl-a presentes no FSII, enquanto a fluorescéncia
em 735 nm tem contribuicdo das Chl-a dos FSI e FSII. Consequentemente, uma analise
relativa entre as razoes de emissdo dessas duas bandas pode fornecer informagdes importantes

sobre alteragdes do status fisioldgico da planta (MISHRA et al., 2010).

1.6.2 Espectroscopia molecular de absor¢ao no UV-Vis (Analise do extrato)

A espectroscopia UV-Vis implica na determinacdo do espectro de absor¢do da
radiagdo eletromagnética nas regides do visivel (400-800 nm) e do ultravioleta (200-400 nm).
Essa técnica ¢ as vezes chamada de espectroscopia eletronica porque a energia luminosa
(fotons) ¢ usada para excitar as moléculas para niveis eletronicos mais altos, promovendo o
elétron de um nivel de energia menos energético para outro mais energético (excitagao).
Contudo, para que isto ocorra € necessario que o foton absorvido tenha energia exatamente
igual a diferenca de energia entre os dois estados eletronicos envolvidos na transigao
(SHRIVER, et al., 2008). Com os resultados de medidas de absor¢do na regido do UV-Vis ¢
possivel identificar e/ou avaliar uma determinada molécula a partir de sua caracteristica
espectral, uma vez que cada molécula possui uma assinatura espectral unica, bem como por

meio da quantidade de luz absorvida (MELO, 2012).

Sabe-se que o espectro de absor¢do da clorofila apresenta duas regides caracteristicas:
uma entre 300 e 500 nm e outra na regido de 650 a 700 nm. Todavia, é importante destacar
que ao analisar a absor¢do de luz por um extrato vegetal, por exemplo de folhas verdes, a
banda de absor¢do da primeira regido (i.e., entre 300 nm a 500 nm) ndo ¢ apenas devido a
absor¢do da radiagdo eletromagnética pela clorofila a e b, pois outros pigmentos, como 0s
carotenoides e tocofer6is, também absorvem certo componente de energia nessa regido
(SKOOG, et al., 2009). Sabe-se que os tocoferdis e carotenoides apresentam maximos de
absor¢ao em torno de 350 e 450, respectivamente, enquanto que a da clorofila @ ¢ b
apresentam o maximo em 418 nm, diferentemente a banda entre 650 nm a 700 nm ¢ devida

apenas a absorcao da radiagdo eletromagnética pelas clorofilas a e b (NELLIS et al., 2017).
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1.6.3 Imagem termografia/Temperatura superficial

A técnica de obtencdo de imagem termografica possibilita a visualizagdo da
temperatura da superficie foliar de plantas, por meio da deteccdo da radiagdo infravermelha
emitida no infravermelho longo 8-14 pum (JIMENEZ-BELL et al., 2011). O processo de
analise de dados pode ser realizado por meio de aplicativo computacional, que transforma os
dados de radiacdo emitida em imagens térmicas, em que os niveis de temperatura sio
indicados pelo gradiente de falsa-cor (NOBEL et al., 1991). A variacdo da temperatura foliar
pode estar relacionada a interferéncia de fatores ambientais e a taxa transpiratoria. As
modifica¢des do estado hidrico de uma planta podem causar mudancas na transpiracao foliar,
em fung¢do da ativa regulacdo da condutancia estomatica, esta associacdo feita para comprovar
a linearidade da relag¢do inversa entre temperatura da folha e transpiragdo (CHAERLE et al.,
2007). Conforme Nilsson e colaboradores, as mudangas associadas ao modelo padrdo de
resfriamento da planta podem ser monitoradas de forma instantanea por meio de imagens
termograficas (NILSSON, 1995). Desse modo, as imagens térmicas, especialmente quando
combinada com outras medidas ndo invasivas, tais como a fluorescéncia da Chl-a e a analise
das trocas gasosas, pode ser uma poderosa ferramenta para estudar o desempenho

fotossintético das plantas (BAKER et al., 2008).

Figura 4: Aparelho de imagem termografica utilizado (Testo 881) . Foto: Daniela Graciano
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1.6.4 Fluorenscencia estacionaria - portatil

O espectro de fluorescéncia da clorofila € caracteristico, pois apresenta duas bandas de
emissao, uma em aproximadamente 680 nm e outra, com menor intensidade, em 730 nm. A
medida que se aumenta a concentragdo do extrato de clorofila, h& um aumento linear da
intensidade de fluorescéncia, pois a fluorescéncia depende da quantidade de moléculas no
meio que sdo capazes de absorver a radiagdo e fluorescer, dessa forma, quanto maior a
quantidade de moléculas, maior sera a fluorescéncia. Nesta técnica duas bandas de emissao
podem ser observadas entre 625 ¢ 800 nm: as bandas no vermelho e no vermelho-distante
com maximo em 685 e 735 nm, respectivamente. As bandas de fluorescéncia vermelho e

vermelho-distante sdo devidas aos complexos Chl a do Fotossistema II e Fotossistema I,

respectivamente, encontrados no interior das membranas tilacoides dos cloroplastos

(MISHRA et al., 2010).

AY
e

Figura 5: Aparelho de fluorescéncia estacionaria utilizado. Foto: Daniela Graciano

1.6.5 Indice de germinacio e crescimento da raiz

O termo germinacdo apresenta diferentes conceitos em fun¢do do campo de
investigagdo. Do ponto de vista fisiologico, germinar € sair do repouso € entrar em atividade
metabolica, isto é, uma semente vidvel em repouso, apds ser suprida em suas necessidades

externas (do ambiente) e internas (dos 6rgdos) ¢ levada ao crescimento do embrido, o qual
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conduzird a germinagdo (LABOURIAU et al., 1983). Em tecnologia de sementes, porém,
conceitua¢do de germinagdo tem um cunho mais pratico, incluindo a fase de crescimento da
plantula neste processo (MACHADO e CICERO, 2002). Portanto, em condi¢des de
laboratério, a germinacdo de uma semente pode ser definida como a emergéncia e o
desenvolvimento da plantula até alcangar um estado tal que os aspectos de suas estruturas
essenciais permitam indicar a capacidade desta em transformar-se em uma planta, sob

condi¢des favoraveis no solo (BRASIL, 1992; ISTA, 1993).

O conhecimento das condi¢des Otimas para a conducdo de testes capazes de avaliar
as sementes, sob diferentes  aspectos, ¢ de fundamental importancia. Avaliacdo da
qualidade fisiologica das sementes de acordo com (LINARES et al., 1999), o nivel da
qualidade fisiologica de uma semente pode ser determinado por dois pardmetros
fundamentais: viabilidade e vigor. Segundo o mesmo autor, a viabilidade ¢ medida
principalmente pelo teste de germinacdo e procura determinar a maxima germinabilidade de
uma semente, sendo oferecidas, para isto, condi¢des extremamente favoraveis. Por outro lado,
o vigor detecta atributos mais sutis da qualidade fisiologica, ndo revelados pelo teste de
germinacdo. O teste de germinac¢do determina a porcentagem de sementes capazes de
germinar normalmente, com base nas caracteristicas morfologicas das plantas. Sendo assim,
tanto as Regras para Analise de Sementes nacionais (Brasil, 1992) como as internacionais
(ISTA, 1993) indicam o substrato, a temperatura, os imites de tempo, e, no caso de sementes
dormentes, tratamentos especiais para a conducao do teste. A necessidade de tal padronizagao
advém principalmente do fato de que a intensidade da resposta das sementes ao ambiente ¢é

variavel entre as espécies (MACHADO et al., 2002).

De acordo com Peixoto, a toxicidade de um determinado agente estressor pode ser
observada por diversos sintomas no sistema radicular e na parte aérea, além de interferir na
absor¢ao e utilizagdo de nutrientes. Essa toxicidade ocasiona redugdes no peso da matéria
seca, no numero ¢ no comprimento de raizes e na area radicial, que frequentemente estao
associados a aumentos no raio médio e no volume das raizes. (PEIXOTO et al., 2007). Na
parte aérea ocorrem redugdes no peso de matéria seca, na altura e no diametro das plantas.
Segundo Otto e colaboradores, a manutencdo de grande massa seca de raizes resulta em
grande gasto de energia metabodlica e tem consequéncias negativas sobre o crescimento em
altura das plantas e na produtividade (OTTO et al., 2007). A relacdo entre tamanho da parte
adrea e raiz implica em uma ferramenta importante na deteccdo de estresse em plantas. Em

estudos no polo Industrial de Cubatdo, por exemplo, a Tibouchina pulchra Cogn, submetida
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ao ar contaminado com alta concentracdo de SO, modificou o crescimento da planta, com

reducdo significativa na razdo: tamanho da parte aérea e raiz (KLUMPP et al., 2000)

Diante do exposto, estudos sobre o efeito de NPs sobre espécies nativas sao
fundamentais para ampliar o conhecimento dos efeitos contaminantes destes produtos assim
como o potencial das espécies em serem utilizadas como bioindicadoras ambientais ou ainda a
possibilidade de seu uso na fitoremediagdo. No presente estudo levantamos a hipdtese de que
as NPs sdo capazes de interagir com o embrido de sementes fotossintetizantes, interferindo
desde os estadios pré-germinativos, no status fisiologico do complexo do PSII. Assim, foram
avaliadas as alteracdes no funcionamento do aparato fotossintético das sementes de Inga

laurina e a fitotoxidade induzida por nanoparticulas de CuONPs, Fe;O3NPs e ZnONPs.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar as alteragdes fisiologicas em sementes e plantulas de Inga laurina
induzidas por NPs 6xido metalicas (cobre, ferro e zinco), avaliando o potencial fitotoxico e
impacto das NPs sobre o funcionamento do aparato fotossintético em estadgio inicial de

desenvolvimento.

2.2 Objetivos Especificos
Avaliar o impacto fitotoxico de NPs de 6xidos metélicos sobre Inga laurina por meio

dos testes de germinagdo e crescimento da raiz;

Determinar os indices de germinagdo e crescimento da raiz para sementes de /nga

laurina submetidas a diferentes concentragdes e composi¢gdes quimicas das NPs;

Avaliar a viabilidade da técnica de espectroscopia de fluorescéncia no

monitoramento iz vivo da interacdo NPs-sementes;

Caracterizar as alteragdes no status fisioldgico da Inga laurina em estagio inicial de

desenvolvimento a partir da espectroscopia de fluorescéncia da clorofila a;

Determinar as alteracdes na eficiéncia de funcionamento do PSII das sementes de
Inga laurina, nos estagios pré e poOs-germinativo, quando submetidas a diferentes

concentragoes das NPs.
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3. METODOLOGIA

3.1 Material Botanico

Frutos de Inga laurina (Sw.) Willd., foram coletados de matrizes ocorrentes em
vegetacdo ciliar no municipio de Dourados Estado de Mato Grosso do Sul, e logo
beneficiadas manualmente conforme (Figura 6, A). Sendo as sementes submetidas aos testes

de concentragdes em funcao da concentragdo das NPs (Figura 6, B).

Figura 6: (A) Frutos e sementes beneficiadas de Ingd laurina e (B) sementes de Inga laurina embebidas
em solucdo. Foto: Daniela Graciano

3.2 Nanoparticulas utilizadas

As particulas em dimensdes nanométrica (nm) utilizadas durante a pesquisa foram:

. (A) CuONPs em p6 com dimensdes nominais < 50nm, adquiridas da Sigma-Aldrich

com distribui¢cdo de tamanho definido;

. (B) Fe2O3NPs em p6 com dimensdes nominais < 50nm, adquiridas da Sigma-Aldrich

com distribui¢cdo de tamanho definido;

. (C) ZnONPs em p6 com dimensdes nominais < 50nm, adquiridas da Sigma-Aldrich

com distribui¢do de tamanho definido;

As nanoparticulas sdo em po, foram diluidas em agua ultra-pura MilliQ, armazenadas
em frascos Ambér e colocadas em aparelho ultrasonico para favorecer a dispersdo (evitar

agregacao) das nanoparticulas na solug¢do aquosa.

3.3 Teste de Germinacao
Esta avaliagdo foi realizada em conjunto com o teste padrdo de germinagdo,

registrando a porcentagem de plantulas normais, na data prescrita pelas Regras para Andlise
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de Sementes (BRASIL, 1992) para primeira contagem do teste de germinagdo. As contagens
das sementes germinadas foram realizadas diariamente de zero até o sétimo dia apds o inicio
do teste, quando ocorreu a estabilizagdo do nimero de sementes germinadas; o critério de
germinagdo adotado foi a emissdo da raiz primdria e epicoOtilo. A primeira contagem de
germinagdo foi efetuada em conjunto com o teste de geminagdo, computando-se a
porcentagem de plantulas normais obtidas no sexto dia apds a semeadura. O indice de
velocidade de germinagdo (IVG) foi determinado mediante contagens diarias do nimero de
sementes germinadas, no mesmo hordrio, cujo indice foi calculado de acordo com a formula

proposta por (MAGUIRE et al.,1962).

No processo de germinagao, no periodo de embebi¢do as sementes foram agitadas por
08 horas em beckers, amarrados com elasticos em mesa agitadora orbital da marca TECNAL
(shaker), com a velocidade de 5 rpm e embebidos com 20 ml de solu¢ao (concentragdes de
contaminantes ou controle). Apos a agitagdo as sementes de inga foram colocadas em caixa de
germinacdo gerbox com papel filtro duplo umedecido, com a mesma solugdo da agitagdo.
Figura 7. Em seguida, foram mantidas em camara de germinagdo com controle de temperatura,
umidade e fotoperiodo, fornecendo as condi¢des ideais para a germinacdo e crescimento da
espécie, as condigdes de germinacao utilizadas foram: temperatura de 25°C, com fotoperiodo
de 12/12h claro/escuro e umidade de 65/70% com intensidade actinia de aproximadamente
300 umolm=2s-!. Para cada material estudado Nps de (CuO, Fe2O3 e ZnO) foram utilizadas as
seguintes concentragdes: 0 mgL™'; 50 mgL'; 100 mgL!, 200 mgL! e 300 mgL!, ¢ para cada
concentragdo foram utilizadas 10 sementes por contaminante ou controle, totalizando 150

sementes. Estes testes foram repetidos nos meses de janeiro, fevereiro e margo.
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Figura 7: (A) Sementes de Inga laurina em diferentes tratamentos de exposicio e mantidas sob agitacio.
(B) Sementes pés embebicao expostas a CuONPs em agua ultra-pura, colocadas em caixa de germinacio e
avaliadas durante 7 dias. Foto: Daniela Graciano

3.4 Tamanho da raiz
No final do periodo experimental germinativo foi mensurado, com o auxilio de um
parquimetro da marca Digimess® com precisdo de 0,05mm, o tamanho das raizes das plantas.

Os dados foram submetidos a andlise de comparagdes entre médias, usando-se o Teste T-

Student a 95% de probabilidade (P < 0,05). Conforme figura 11.

Figura 8: Avaliacio do tamanho da raiz de plantulas de Inga laurina submetidas a diferentes
concentracoes de CuONPs, decorridos 168h apdés o periodo de embebicdo, com o auxilio de um

paquimetro digital. Foto: Daniela Graciano
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Apo6s 07 dias, no final do periodo de germinacdo, as plantulas foram colocadas em
vasos de polietileno contendo substrato agricola Bioplant®, separadas por concentracio, cada
concentragdo foram utilizados 3 vasos, ¢ mantidas em viveiro com cobertura sombrite 50% e

irrigacdo diaria por microaspersao por 30 dias. Figura 9.

Figura 9: Plantulas de Inga laurina decorridos 30 dias de casa de vegetacao. Foto: Daniela Graciano

3.6 Fluorescéncia da clorofila @« modulada e cinética

A fluorescéncia da clorofila-a (Chl-a) foi medida pela primeira vez 24h (apos
embebicdo da semente) e posteriormente coletada (Chl-a) a cada 24h por 7 dias, até final de
periodo de germinacdo (168h). As sementes eram mantidas a 25°C em camara de germinacgao
e as plantulas em casa de vegetacao sujeita as variagdes de temperatura do periodo de verao
entre janeiro e marco. As imagens de fluorescéncia cinética foram coletadas utilizando o
equipamento Closed FluorCam FC 800-C da marca Photon Systems Instruments. Esse
sistema ¢ composto por painéis de Leds usados como fonte de excitagdo com intensidade de
luz actinica acima de 2500 pumol (prétons) m2.s' e uma cAmera CCD que coleta imagens na
regido entre 400 a 1000 nm fornecendo imagens com resolu¢do de 512 x 512 pixels a uma
frequéncia maxima de 50 frames por segundo. O sistema ¢ fechado, propiciando a adaptacao
da amostra ao escuro, antes de exposta a radiagdo. Antes das medidas de fluorescéncia
cinética, as sementes foram adaptadas ao escuro por 1/2h garantindo que todos os centros de
reacdo estivessem abertos. A luz branca foi utilizada como fonte de excitagdo, empregado
também um filtro para selecionar somente a emissdo da clorofila, na regido de 680 nm, sendo
as medidas efetuadas em um dos lados da semente. As medigoes foram realizadas diariamente

no periodo entre as 9:00h as 15:00h. Os foliolos foram adaptados ao escuro e apds 30 minutos
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foram iluminados em uma area de 4 mm de diametro com um arranjo de 6 LEDs ¢ pulso de

luz de 300 umol.m™. s> Figura 10.

Figura 10: (A) Equipamento Closed FluorCam FC 800-C da marca Photon Systems Instruments, utilizado
para aferir os parametros de fluorescéncia da (Chl-q). (B) imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila

em sementes e plantulas de Inga laurina. Foto: Daniela Graciano

A fluorescéncia estacionaria da clorofila ¢ ¢ medida com um fluorimetro portatil
constituido de dois lasers de diodo, operantes em 405 nm e em 532 nm, um monocromador
(USB 2000 FL — OceanOptics), uma fibra optica do tipo Y e um laptop para obtengdo os
espectros. As amostras foram excitadas em 405 nm e os espectros foram obtidos de 450 nm a

800 nm, Figura 11.
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Figura 11: Obtencio dos espectros de fluorescéncia estacionaria da clorofila 4, medidas no periodo apoés
embebicio da semente (48h) e diariamente a cada 24h até (168h) final de periodo de germinacéo e apos 30
dias. Foto: Daniela Graciano

3.7 Obtencao das imagens termograficas

As imagens foram obtidas por meio de uma camera termografica Testo® (Figura
11.A), detector infravermelho de 2.3 Megapixels de resolucdo, em que as escalas de
temperaturas sdo indicadas por gradientes de falsa cor. Por meio da funcionalidade designada
de fusdo, uma combinagdo da imagem térmica com a imagem visual pode ser criada. Assim,
sobrepondo uma area de imagem infravermelha sobre uma imagem visual, foram localizadas

as areas de interesse.

Para obtencdo das imagens térmicas nas sementes de Inga laurina, submetidas as
diferentes concentragdes, foram medidas apos embebicdo das sementes (24h) e diariamente
até o final do periodo de germinacdo (168h). Antes de iniciar as medidas, as sementes eram
retiradas da camara de germinacdo, mantidas no laboratério com refrigeragdo de 25°C,
temperatura obtida por um ar condicionado 9.000 BTUs e no escuro, por 30min, esse
procedimento era realizado para evitar qualquer alteragdo de temperatura, principalmente por
radiagdo luminosa. Para o procedimento da analise termografica em cada placa com as
sementes, as imagens foram tiradas pela aproximacdo do equipamento a uma distdncia de
aproximadamente 20 cm de cada caixa de germinagdo acrilica, mantendo-se o angulo de 90°

graus entre a camara e a amostra.
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Apos o periodo de germinagdo, as plantulas foram mantidas em casa de vegetagdo em
temperatura ambiente durante 30 dias. Depois desse tempo, foi realizado a coleta de imagens

térmicas nas folhas, utilizando o mesmo procedimento adotado para as sementes. amostra.

Figura 12: (A) Camera Termografica utilizado no experimento: (B) Imagem termografica indicando a
temperatura superficial de sementes e plantulas de Inga laurina e (C) Imagem termografica no software.

Foto: Daniela Graciano

3.8 Caracterizacao optica do extrato

Andlises de absorcdo UV-Vis foram realizadas no extrato obtida a partir de foliolo
objetivando avaliar possiveis alteracdes fisico-quimicas da planta associadas as NPs. No
estudo de absor¢do do extrato do vegetal, foi utilizado o espectrofotdometro Cary 50 UV-Vis
(Varian). O espectrofotometro de absor¢do molecular tem como fonte de excitagdo uma
lampada de Deutério, um monocromador Czerny-Turner 0,25m e um detector de diodo de Si,

como apresentado na Figura 16.

Os espectros de absor¢do foram coletados de 200 a 800 nm, usando uma cubeta de
quartzo de duas faces polidas de 10 mm de caminho Optico. Todas as medidas foram
realizadas a temperatura ambiente. A extracdo do extrato vegetal foi realizada a partir de
folhas jovens, apds 30 dias de germinacdo. As folhas foram coletadas, picotadas e adicionadas
3g de folhas foram adicionadas em 30 mL de Metanol PA. e deixadas por um periodo de 72
horas, posteriormente separou-se o extrato obtido, conforme Figura 16. Este extrato foi
armazenado em frasco ambar envolto por papel aluminio ¢ em ambiente refrigerado para

evitar degradagao.
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Figura 13: (A) Aparelho de UV/Vis e (B) Extrato da clorofila a ser analisado. Foto: Daniela Graciano

Os teores dos pigmentos presentes nos extratos foram determinados a partir das

equacdes 1,ii,iii e iv, conforme Lichtenthaler (1987).

Clorofila a: 15,65 A%66nm — 734 A653mm x FD (1)
Clorofila b: 27,05 A%3m 5,03 A%6m x FD (ii)
Clorofila total: (Chl a + b) = 24,23 A%52nm + 3 26 A665.2nm (iii)

Carotenoides totais: (1000 A47%™ —2 86 x Chl a — 129,2 x Chl b x FD) /221 (iv)

A5 representa o valor da absorbancia em 653 nm em pgmL!'. Os valores foram
corrigidos para miligramas de pigmento fotossintético por grama de massa fresca através da
multiplicagdo do resultado pelo volume final do extrato (mL), dividido pela massa fresca (g) e
multiplicado por 0,001, sendo o resultado final expresso em miligramas de pigmento por

grama de massa fresca (mgg! MF).
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 CuONPs

4.1.1 Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (FM_Lss) — sementes e plantulas

A emissdo da fluorescéncia da clorofila a para parametro Fm [ss (fluorescéncia
maxima da planta adaptada a luz), variou em intensidade de pixels nas diferentes
concentragdes ( 0, 50 € 300 mgL') de CuONPs, bem como, ao longo das 168h de avaliagdo.
Figura 14.

Sementes de Inga laurina submetidas a 300 mgL™! apresentam, no geral, maior
Fm_Lss que as demais concentragdes. Para as concentragdes 0 e 50 mgL! ocorreu redu¢io da
emissdo ao longo do tempo ( cores mais suaves) ao passo que em 300 mgL' esse efeito é
menos evidente. Foi observado que nas maiores doses houve o aumento de Fm Iss em
relacdo a (0) Controle, indicando que pode ter havido a otimizagdo da cadeia de transportes
de elétrons diante das concentracoes de NPS. (SUH et al., 2002; PEREIRA et al., 2009;
CASTRO, 2010).

24h 48h 144h

Figura 14: (A) Imagem de emissio de fluorescéncia da clorofila @ em sementes de Inga laurina para o
parametro (Fm_Lss) no periodo de 24 a 168h, apés a imersdo em 0 mgL"' de CuONPs. (B) Imagem de
emissio de fluorescéncia da clorofila a em sementes de Inga laurina para o parametro (Fm_Lss) no periodo
de 24 a 168h, apos a imersio em 50 mgL-' de CuONPs. (C) Imagem de emissdo de fluorescéncia da
clorofila @ em sementes de Inga laurina para o parametro (Fm_Lss) no periodo de 24 a 168h, apos a
imersio em 300 mgL-' de CuONPs.
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Observou-se respostas de fluorescéncia da clorofila a por meio da fluorescéncia
maxima no ultimo pulso saturante (Fm _Iss) das sementes de Inga laurina submetidas no
periodo de germinagdo, com CuONPs, nas concentragdes de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL'. Sob
todas as concentragdes ocorre queda da Fm_Iss ao longo do tempo (Figura 15). As reducdes
da Fm_Iss, independentemente das doses de CuONPs podem estar relacionadas a degradagdo
natural da clorofila em fun¢do do tempo, por serem as sementes de Inga laurina classificadas
como recalcitrantes (BILIA et al., 2003), altamente intolerantes a dessecacdo e com baixa
longevidade natural (FIGLIOLIA et al., 1994; PRITCHARD et al., 1995; BIIIA et al., 1997;
FARIA et al.,, 2004). A quantidade de clorofila na semente diminui durante o processo de

maturagdo através das acdes das enzimas clorofilase e quelatase de magnésio, que degradam a

clorofila.
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Figura 15: FM Lss média de 10 sementes de Inga laurina, em funcio do tempo, apés embebiciao de 24h
de solucdo aquosa de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de CuONPs. * Diferenca significativa (teste T, p < 0, 05;
n = 10).

Nos testes estatisticos, ficou evidenciado o efeito das doses sendo que o tratamento 50
mgL"' CuONP apresentou média com diferenga estatistica nas 48h, 72h, 96h ¢ 120h de
germinagdo, sendo a média de (Fm_Iss) menor que o tratamento (0) Controle, resultando
assim, em menor emissdo de fluorescéncia. Nos outros tratamentos 100, 200 e 300 mgL! a
media do (Fm_Iss) foi maior que aquelas observadas no tratamento (0) Controle.

Ficou, evidenciado, a diferenca de Fluorescéncia entre as doses de 50 e 300 mgL-'. A
elevagdo de Fm_Iss nas maiores doses de CuONPs entre 48-96h ¢ um fenomeno de dificil
interpretacdo (Figura 16). Eventos compensatorios de dissipacdo de energia relacionados a
fotoinibicdo sd@o comuns em plantas submetidas ao estresse (GUO et al 2018). De modo
isolado, o elemento Cu pode desestabilizar o funcionamento do FSII e acarretar danos ao
crescimento das plantas. (BROADLEYet al., 2012). Em estudos para investigar o efeito de
CuONP (10-800 mgL) sobre a resposta fisioldgica e bioquimica de plantulas de trigo
(Triticum ssp) cultivadas em solugdes nutritivas, (SHARMA et al., 2017), reportaram reducao
significativa no teor de clorofila e na fluorescéncia de clorofila nas plantulas. Os autores
atribuiramesses resultadps ao dano oxidativo na membrana dos cloroplastos causado pela
interacdo direta com as nanoparticulas, ou ainda, aos ions de Cu?" liberados pela dissolugio do
CuO nanoparticulado.

Observou-se que na concentragdo de 300 mgL™! houve um aumento da Fm Iss de 24 a
72h e logo apés um decréscimo da fluorescéncia, mas ainda sim permaneceu com a maior
média de Fm_Iss. Sob concentragdo de 50 mgL"! a Fm_[ss foi menor que o tratamento (0)
Controle. Esse comportamento pode estar relacionado a degradacdo natural da clorofila de
sementes devido a sua fun¢do de reserva (BILLA et al. 2003). Evidenciando que nas maiores

doses ha um consumo de clorofila como reserva entre 48-96h (Figura 16).
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Figura 16: Fm_Iss de 10 sementes de Inga laurina em funcio do tempo, apés embebicio de 24h de solucio

aquosa de 50 e 300 mgL! de CuONPs.

A germinagio hipogea, conforme classificagio de (MIQUEL et al., 1987), com os
cotilédones permanecendo parcialmente expostos e com coloragdo verde, indica fungdo de
fotossintese, além de armazenamento. Esse tipo de germinagdo ja havia sido descrito para essa

espécie por (RESSEL et al., 2004).

Em sementes de Inga laurina a capacidade fotossintética ¢ precoce, uma vez que os
tecidos cotiledonares apresentam além dos plastos de reserva, cloroplastos com organizagado
de membrana funcional, cotilédones folidceos, de coloragao verde intenso (KITAJIMA et al.,
1992), o que as capacita para a producao de foto assimilados desde os primeiros momentos da

ativacdo metabolica no inicio da germinagao.

Durante o desenvolvimento de alguns embrides de sementes, os cloroplastos
fotoquimicos podem ser capazes de produzir assimilados e, consequentemente, a conversao
em biopolimeros de reserva nos degraus finais da embriogénese (SMOLIKOVA et al., 2017a).
Por outro lado, embrides de sementes amarelas continham oito oxidoreductases tnicas que

podem indicar niveis mais elevados de catabolismo oxidativo, ¢ uma maior capacidade de

transferéncia de elétrons (SMOLIKOVA et al., 2017b; MAMONTOVA et al., 2018).
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4.1.2 Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (FM_Lss) — foliolos

A emissdo de fluorescéncia da clorofila no ultimo pulso modulado (Fm Iss) de
plantulas obtidas a partir de sementes expostas a CuONPs (decorridos 30 dias da exposi¢do)
sdo apresentadas na figura 17. Foi possivel observar que na maior concentragdo 300 mgL™' a
média de (Fm_Iss) foi maior que no tratamento (0) Controle e na menor concentragdo 50
mgL! a média (Fm_Iss) foi menor que no tratamento (0) Controle. Os resultados de Fm_Iss
observados nas plantulas evidenciam os efeitos das CuONPs mesmo decorridos 30 dias da
exposicao das sementes, sugerindo trés eventos possiveis: a) efeito direto das CuONPs ainda
presentes nos tecidos das plantulas; b) efeitos indiretos relacionados a distirbios funcionais
decorrentes dos primeiros dias de exposicdo das sementes ¢€; c¢) os dois fatores ocorrendo de
maneira simultdnea. Os efeitos diretos das CuONPs nas plantulas apds 30 dias de exposicao
sugerem a presenca destas nos tecidos ja diferenciados implicando, necessariamente, na
entrada das NPs nos tecidos dos cotilédones; seus efeitos somente seriam reduzidos a partir da
saida das NPs do corpo vegetal, por exemplo, por meio da queda das folhas de modo

prematuro ou durante a senescéncia regular.
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Figura 17: Fm_Lss média de 10 plantulas de Inga laurina, 30 dias apés embebicio com CuONPs.
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Os efeitos indiretos relacionados a distirbios funcionais normalmente ainda estdo
presentes nos primeiros dias da exposicdo (em especial, quando o tempo decorrido da
exposicao ao fator de estresse ¢ curto) logo, parece sensato admitir que as respostas de Fm_Iss
observados nas plantulas estdo relacionadas a fatores diretos e indiretos das CuONPs. Estudos
em plantas de pepino (Cucurbita pepo) cultivadas em solucao nutritiva com CuONPs (0-1000
mgL') apds centrifugagdo, para remogdo das nanoparticulas do sobrenatante, tiveram
aumento de biomassa, comparadas as plantas cultivadas em solucdo ndo centrifugada,
sugerindo o efeito fitotoxico das nanoparticulas (STAMPOULIS et al, 2009). Em condigdes
hidroponicas, plantas de Elsholtzia splendens (tolerante a Cu) foram expostas a CuONP e
CuSOs. O conteudo de Cu na parte aérea das plantas expostas a CuONP (1000 mgL™") foi
muito maior que nas plantas expostas a fonte soluvel na dose 0,5 mgL!, concentragdo
escolhida com base na concentragdo de Cu dissolvido na dose de 1000 mgL"! de CuONP. Os
autores relatam formacdo de depodsitos de CuONP nas células da raiz e em células foliares,
comprovando por andlise de absor¢ao de raio X, que o Cu no tecido da planta predominava
como CuONPs. Este dado sugere que as NPs foram absorvidas e translocadas para parte aérea

(SHI et al., 2013).

A relagdo entre as maiores concentragdes de CuONPs e o pardmetro Fm_[Iss observado
nas plantulas de /nga laurina, se deu de forma nao linear entre dose-resposta. Em sistemas
bioldgicos os mecanismos internos de auto-organizacdo respondem de modo ajustado a
intensidade e/ou tempo de duracdo de fatores estressores (HUTT e LUTTGE., 2002). Assim
nem sempre o comportamento observado ¢ ajustado as concentragdes, de mode que possam

ser explicados por meio de equagdes lineares.

Na figura 18 revela as diferengas de Fm_Lss em folhas de Inga laurina apos 30 dias de
emvevicao das sementes em diferentes concentracdes de CuONPs. Plantulas do tratamento
300 mgL-1 apresentam maior gradiente de pixel representado pelas cores mais quentes na

escala, explicitando o efeito das concentragdes sobre as variaveis de emissao de fluorescéncia.
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Figura 18: Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila @ em sementes de Inga laurina para o
parametro (Fm_Iss), (A) 30 dias apds a imersdo em 50 mgL-' de CuONPs e (B) 30 dias apés a imersiao em

300 mgL-'.

4.1.3 Eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm) — semente e plantulas

Nossos resultados sugerem mudancas induzidas por CuONPs em cloroplastos
fotoquimicos ativos durante reagdes de germinagdo e hidrolise. A Figura 19 mostra imagens
representativas do rendimento quantico da conversdo de energia fotoquimica em FSII
(Qy_max) em funcao do tempo para sementes de Inga lauriana expostas a CuONPs em (A) 0
mgL!, (B) 50 mgL- !, (C) 300 mgL- !. As alteragdes observadas também sdo dependentes de
tempo e dose. Apods a exposi¢do na maior concentragdo de CuONPs, a méaxima eficiéncia da
atividade fotoquimica do FSII, ja estd aumentando antes da protrusdo radicular. Este resultado

sugere uma alta atividade metabdlica em sementes, com o aumento das concentragdes.
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Figura 19: Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila @ em sementes de Inga laurina para o
parimetro de rendimento da eficiéncia fotoquimica Qy max = Fv/Fm: (A) 0 mgL”, (B) 50 mgL"' de

CuONPs, e (C) 300 mgL' de CuONPs,

As diferencas associadas a dose/resposta para a eficiéncia do rendimento fotoquimico
da fotossintese (Qy max) das sementes de Inga laurina, no periodo de germinagdo, para as
concentragdes de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL™!, foram observadas no periodo compreendido
entre 72-120h ( Figura 20 ). De modo geral, exceto para a dose 200 mgL™! decorridos 144h, as
CuONPs promoveram aumento da Qy max, sendo a maior diferenga entre o controle ( 0
mgL') e a 100 mgL"' CuONPs, em 72h, apresentando 0,65 e¢ 0,75 u.a de (Qy max),
respectivamente. Para todas as concentragdes, decorridas 168h ndo foram mais observadas

diferencas entre as médias de eficiéncia fotoquimica entre as concentragdes.

No entanto, os dados sugerem a potencializacdo da eficiéncia fotoquimica; e
associados ao aumento da concentracdo em mgl-1, resultando em maiores valores de
Oy max, em ordem crescente 0, 50, 100, 200 e 300 mglL-1 de CuONPs. As elevacdes de
Oy _max observadas podem estar relacionadas a otimizacdo no transporte de elétrons. (AMDE
et al., 2017), ou a degradagdo natural da clorofila de sementes devido a sua funcdo de reserva

(BILLA et al. 2003).
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Figura 20: Qy max - parametro de rendimento da eficiéncia fotoquimica da média de 10 sementes de /nga
laurina em fungio do tempo apo6s serem submetidas a 0, 50, 100, 200 ¢ 300 mgL-' de CuONPs. * Diferenca
significativa (teste T, p <0, 05; n = 10).

O parametro eficiéncia quantica potencial do fotossistema II (Qy max) representa a
razdo entre as fluorescéncias variavel e a maxima (Fv/Fm) e expressa a eficiéncia de captura
da energia de excitacdo pelos centros de reacdo abertos do FSII (BAKER, 1991; KRAUSER
& WEIS, 1991), o que pode, segundo (HAEHNEL et al.,1982), representar a eficiéncia
quantica do transporte de elétrons através do FSII. Ainda que a (Qy max) seja tratada como
um parametro robusto na identificagdo de respostas ao estresse (MOHAMMED et al, 1995),
em nosso estudo os dados observados ndo sugerem efeitos deletérios das CuONPs ao
complexo dos fotossistemas durante o periodo de germinacdo das sementes de Inga laurina
nas doses utilizadas. De modo contrario, ocorreram aumentos para esta caracteristica entre as
72-144h. Elevagdes da (Qy max) podem ser observadas quando, de modo simultidneo, os

valores de emissao inicial de fluorescéncia (Fo) sdo reduzidos e a fluorescéncia maxima (Fm)
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aumentados, ou de modo isolado os valores de fluorescéncia variavel (Fv) sdo mais elevados

quando comparados a Fm".

Dentre os fatores que podem estar relacionados aos resultados estao as diferencas entre
as massas envolvidas nas sementes ao longo do tempo que mudam as relagcdes entre o
nimero de dissipadores (moléculas dos complexos dos fotossistemas I e II) e o numero de
NPs livres ou agregadas. A massa e o tamanho das sementes sdo importantes caracteristicas,
pois sdo partes criticas do processo germinativo e podem afetar a dispersdo e o recrutamento
da populagdo, assim como a predacdo de sementes tanto quanto o estabelecimento,
crescimento e sobrevivéncia de plantulas (MICHAELS, et al., 1998). O tamanho  das
sementes pode ser indicativo de qualidade fisiologica (POPINIGIS, et al., 1985;
OLIVEIRA et al., 2005), ou seja, dentro de um mesmo lote de sementes, aquelas
denominadas pequenas podem apresentar menor emergéncia de plantulas e vigor do que as
consideradas médias e grandes. CARVALHO e NAKAGAWA (2000), mencionam que, de
um modo geral, as sementes de maior tamanho poderdo receber maior quantidade de
substancias de reserva durante a  fase de desenvolvimento, o que proporcionara embrides
mais formados, sendo consideradas sementes de maior vigor. A maior quantidade de reserva
aumenta a probabilidade de sucesso no estabelecimento da plantula (LORENZI et al., 1998),

pois permite a sobrevivéncia por maior tempo em condi¢cdes ambientais desfavoraveis.

Sementes e plantulas representam estadios distintos de desenvolvimento do organismo.
Para alguns fatores, sementes podem ser mais tolerantes que plantulas ou plantas jovens.
Biologicamente, sementes representam uma fase do desenvolvimento vegetal mais sujeita as
intempéries/variacdes do meio sobretudo, durante o periodo de dispersdo, ja as plantulas e
plantas jovens de modo geral aparecem posteriormente, quando as condigdes foram
minimamente favoraveis a germinagdo das sementes.

O estadio de desenvolvimento das plantas jovens € mais complexo que o das sementes,
nas primeiras, novos tecidos sdo diferenciados, novas respostas associadas a expressao génica
podem ser observadas no sentido tanto da desestabilizacdo de fun¢des quanto das reacdes de
reparo e restabelecimento. Em relagdo ao processo germinativo, BELTRATI et al., (2003)
consideram que “os estadios de plantulas e individuos jovens, representam criticas no ciclo de
vida da planta, sdo as etapas mais sensiveis as perturbac¢des induzidas pelo homem, mudancas
climaticas, competicdo intra e interespecifica, entre outros fatores que podem provocar

reducdo ou exterminio dos bancos de germoplasma”.
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4.1.4 Eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm) — foliolos

Quando avaliado a eficiéncia do rendimento fotoquimico da fotossintese através do
parametro (Qy_max) de plantulas de Inga laurina, obtidas a partir de sementes expostas a
CuONPs (decorridos 30 da exposi¢do), demonstraram que em plantulas a concentragdao de 50
mgL! obtém a média de (Qy max) inferior ao (0) Controle; e na concentragdo de 300 mgL!
obtiveram (Qy max) maior que o tratamento (0) Controle. No entanto, nossos dados sugerem
que as elevagdes de (Qy_max) observadas estarem relacionadas a otimizagdo no transporte de
elétrons pelas NPs. (AMDE et al., 2017). E nas maiores doses sugerem que as NPs podem
estar relacionado a degradagdo da clorofila de sementes devido a sua fungdo de reserva

(BILLA et al. 2003).
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Figura 21: Qy_max - parametro de rendimento da eficiéncia fotoquimica da média de 10 plantulas de Inga
laurina em fungio do tempo, submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL' de CuONPs, apés 30 dias da
embebicao.

4.1.5 Supressao nao-fotoquimica (NPQ_Lss) — sementes

As andlises da quenching nao fotoquimica (NPQ Lss), foram realizadas no ultimo
pulso saturante de luz, quando as sementes j& estdo adaptadas a fase clara( Figura 22). No
tratamento 50 mgL! e 100 mgL' CuONP, a maior diferenca entre as médias de supressio
nao-fotoquimica (NPQ Lss) foram observadas decorridos 120-144h de exposi¢do, com o (0)

Controle dissipando mais energia na forma de calor. Apds 168h de exposicdo das sementes
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submetidas as CuONPs, foram superiores o Controle. Nos tratamentos 200 e 300 mgL! de
24-120h o Controle apresentou maior (NPQ Lss) e decorrentes ¢ nas 168h inverteu-se as
médias, sendo os tratamentos nestas concentragdes com médias superiores ao tratamento

Controle.
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Figura 22: NPQ Lss- parametro de quenching nio fotoquimico da média de 10 sementes de Inga laurina
em fun¢io do tempo apo6s serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL' de CuONPs. * Diferenca
significativa (teste T, p <0, 05, n = 10).

Os valores do NPQ Lss mostram uma diminui¢do inicialmente nas sementes contendo
os CuONPs ( Figura 23) . Ao longo do tempo, para todas as sementes, observamos uma
tendéncia de aumento da dissipagdo de energia por vias ndo fotoquimicas a partir das 120h.
No entanto, sob as doses CuONPs de 200 e 300 mgL-!, houve indugdo de perda do
comportamento oscilatorio de dissipagdo ndo-fotoquimica, quando comparado ao (0) Controle.
Esse comportamento oscilatério pode estar relacionado a formas cronobioldgicas, controladas

pelo mecanismo enddgeno de cronometragem responsavel pela organizacdo de reagdes de
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hidrolise e metabolismo de reserva durante a germinagdo de sementes de acordo com estimulo

ambiental periddico.

Nas folhas jovens de Inga laurina ja foram identificadas concentragdes elevadas (1 a
10%) de trés diferentes formas de tripsina, sugerindo uma defesa quimica da planta durante o
periodo de crescimento, pois nas folhas adultas ndo encontraram os mesmos resultados
(LOKVAM et al., 2007). Foi isolado um inibidor de tripsina das sementes de inga,
caracteristicos das espécies das Fabaceae (MACEDO et al., 2007). Os compostos fendlicos
sao derivados da via bioquimica do acido chiquimico ou acido mevalonico e dos aminoacidos
aromaticos, fenilalanina e tirosina (NACZK e SHAHIDI, 2004). A fenilalanina origina o
acido cinamico pela agdo da fenilalanina amonialiase, que por sua vez origina o fenol
propandide, ¢ formam as diferentes classes de compostos fenodlicos. A enzima responsavel
pela formacao do acido cinamico esta sob controle de varios fatores externos e internos, tais
como hormdnios, niveis de nutrientes, infecgdes fungicas, lesdes e luminosidade a qual os

vegetais estao expostos (NACZK e SHAHIDI, 2004).
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Figura 23: NPQ_Lss- parametro de quenching nio fotoquimico da média de 10 sementes de Inga laurina

em fungiio do tempo apo6s serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de CuONPs.

Ja ¢ conhecido pela ciéncia que muitos dos compostos fendlicos atuam como

sequestradores de radicais livres enquanto outros agem como quelantes de metais
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catalisadores de reacdes de geracdo de espécies reativas de oxigénio (HALLIWELL et al.,
2007; FLOEGEL et al., 2011), sendo capazes de retardarem ou inibirem a velocidade de
oxidacdo das biomoléculas e, consequentemente, os danos oxidativos no organismo
(HALLIWELL et al.,, 2007). O mecanismo de acdo dos antioxidantes pode ocorrer por
interrupcao das cadeias de reagdes oxidativas, sob bloqueio da decomposi¢ao dos perdxidos e
hidroperéxidos, convertendo-os na forma inativa, ou agindo como doadores de protons e
elétrons impedindo o processo de iniciacdo desencadeado pelos radicais livres (HALLIWELL

etal., 2007; PEKAL et al., 2011).

4.1.6 Supressio nao-fotoquimica (NPQ_Lss) — foliolo

As andlises dos valores médios do quenching nao-fotoquimico (NPQ_Lss) de plantulas
obtidas a partir de sementes expostas a CuONPs (decorridos 30 da exposi¢cdo). A relacdo entre
as concentragdes de CuONPs e a NPQ Lss observadas nas plantulas de Inga laurina sugerem
uma relacdo ndo linear entre dose-resposta provavel pelo auto ajuste da planta (HUTT e
LUTTGE, 2002) (Figura 24). As concentragdes de 50 e 200 mgL™!, apresentaram a maior
média de dissipa¢do nio-fotoquimica (NPQ Lss). Ja as concentragdes de 100 e 300 mgL!
induziram uma menor dissipacdo fotoquimica que o controle, expondo um comportamento
ndo linear entre as concentragdes. De modo similar, como o observado para o Qy max, as
respostas ndo lineares para NPQ Lss podem estar associadas as diferencas das massas das

sementes.

Como ja foi discutido, sementes e plantulas tem estagios distintos de desenvolvimento,
pois nenhum individuo possuem as mesmas caracteristicas, podendo ter diferentes niveis de

tolerancias nos seus estagios de desenvolvimento vegetal.

CuONPs

=]

(=]
i)
Ly
T

[=]
£
=]
L |
—a—

[=]

NP Lss
(=]
Iy Ln
=}
T
—a—

(=]
T

[=]
e
Ly
T
——
. £

=)

T
[=]
T

1 1 1 1 L 1 L 1
L1} 50 100 2000 300

Concentracio (mgl )

[=]
Ly
L

65



Figura 24: NPQ _ Lss- parametro de quenching nio fotoquimico da média de 10 plantulas de Inga laurina
em funcio do tempo, apés serem submetidas apos 30 dias da embebicdo a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de
CuONPs.

4.1.7 Fluorescéncia estacionaria — sementes e plantulas

Os espectros tipicos da fluorescéncia de moléculas de clorofila quando excitado em
405 nm ( Figura 25) . As medidas foram realizadas nos cotilédones das sementes, conforme
Figura 11 (item 3.0 metodologia). Foi possivel observar que o tratamento com 300 mgL!
apresentou um maior pico de fluorescéncia de moléculas de clorofila (Chla), seguido pelo (0)
Controle, logo apds o tratamento com 100 e 200 mgL™!, e sendo o tratamento com 50 mgL"!
com a menor fluorescéncia. Esse parametro corrobora com os resultados dos outros
parametros como (Fm_Iss), (Qy_max) e (NPQ _Lss), encontrados na fluorescéncia modular
por imagem, em que, semente/ plantula indicam menor fluorescéncia na concentracdo de 50

mgL ! CuONPs e maior fluoréncencia nas maiores concentragdes, durante as 168h.
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Figura 25: Espectro do Parimetro da Fluorescéncia estacionaria ao longo do tempo da média de 10
sementes de Inga laurina em fun¢io do tempo apés serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de

CuONPs.

4.1.7.1 Razao de fluorescéncia F685/F735
Analise dessa razdo F685/F735, intensidade de fluorescéncia dos picos caracteristicos

da clorofila a, Figura 26. Nota-se que houve altera¢des no teor de clorofila das sementes com
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CuONPs, sendo o tratamento com 300 mgL™' com uma menor média de fluorescéncia da
molécula de clorofila (Chla). Para que obtivéssemos mais informacgdes foi realizada a razao
de fluorescéncia F685/F735 destas duas bandas, assim fornecendo mais informagdes sobre o
estado fisioldgico e o contetido de clorofila das plantas. Essa relagcdo ¢ usada para quantificar
a eficiéncia méxima do FSII (BUSCHMANM et al., 2007). Na andlise do contetido de

clorofila, a razao de fluorescéncia ¢ um indicador do estresse oxidativo (LU et al., 2000).
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Figura 26: Razao F685/F735 em func¢ao da concentracio de CuONPs, com excitacio em 405 nm, em 168h

de germinacio (7 dias).

Nossos resultados revelam um aumento na relagdo F685/F735 em fungdo do tempo. A
razdo de fluorescéncia red-far depende do conteido da clorofila (CEROVIC et al., 1999).
Estes resultados podem ser atribuidos ao consumo de suas préprias moléculas de clorofila
como reservas, pois quanto maior essa propor¢ao, menor a concentragdo de clorofila devido a
reabsor¢do seletiva do vermelho em relagdo a fluorescéncia far-red pelas moléculas de

clorofila (GITELSON et al., 1998; CEROVIC e outros, 1999; CAIRES et al., 2010).
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4.1.8 Fluorescéncia estacionaria- foliolo

Figura 27 mostra os espectros tipicos da fluorescéncia de moléculas de clorofila
quando excitado em 405 nm. As medidas foram realizadas no 3° par de folhas de metéfilos,
em plantas classificadas como plantulas, ap6s o seu 30° dia apos germinacao. Duas bandas de
emissdo podem ser observadas entre 625 ¢ 800 nm: as bandas no vermelho e no vermelho-
distante com maximo em 685 e 735 nm, respectivamente. Foi possivel observar que o
tratamento com 100 ¢ 300 mgL™! apresentou um maior pico de fluorescéncia de moléculas de
clorofila, enquanto que o tratamento 50 mgL-' apresentou o menor pico, possivelmente pelo
maior consumo de clorofilas como reserva e pelo aumento do fluxo de elétrons e linearidade

na intensidade de fluorescéncia nos maiores tratamentos durante o periodo germinativo.
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Figura 27: Espectro do Pariametro da Fluorescéncia estacionaria da média de 10 plintulas de Inga

laurina , ap6s 30 dias de serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de CuONPs.

68



4.1.9 Analises termograficas — sementes

Analises dos valores médios da temperatura superficial das sementes de Inga laurina
em fung¢do das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de nanoparticulas de 6xido de cobre
(CuONP) (Figura 28). De modo geral, a temperatura superficial das sementes variou ao longo
do tempo nas diferentes concentragdes de CuONPs, maior diferenga significativa entre
controle € NPs foram observadas nas maiores concentragdes ( 200 € 300 mgL™!). No inicio
houve uma queda na temperatura, até 96h, em seguida uma elevagdo da mesma também foi

observada para todas as concentragdes.
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Figura 28: Temperatura média de 10 sementes de Inga laurina em funcio do tempo em todas as
concentracdes de CuONPs comparadas com a controle (0 mgL"). * Diferenca significativa (teste T, p <
0,05, n =10).

As modificagdes na temperatura superficial de sementes em germinagdo podem ser

associadas, num primeiro momento, as reagdes de exortermia ou endotermia durante a
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embebicdo. Uma vez que os potenciais de agua da semente sdo zerados (FASE II), o conteudo
de agua ndo se altera, o que so volta a ocorrer na terceira fase do processo germinativo,

durante a mobilizagdo das reservas.

Embora para sementes ortodoxas as variagdes no conteudo de agua possam influenciar
a temperatura das sementes, para as sementes recalcitrantes ( como ¢ o caso do Inga laurina )
s variacdes de temperatura na superficie s3o mais bem explicadas pelas alteragdes na

atividade metabolica.

4.1.10 Analises termograficas — foliolo

Apds 30 dias em casa de vegetagdo com a mesma metodologia das sementes de /nga
laurina, as folhas foram submetidas a analises da temperatura superficial (Ts), foram
realizadas enquanto estavam adaptadas a 30 minutos no escuro. Na concentracdo controle
obteve a média inferior a todas as concentragdes de (CuONPs), sendo o tratamento com 300
mgL! com a maior temperatura superficial (Ts). Indicando o aumento das (Ts) nas maiores
concentragdes de até 1 grau C° (Figura 32). A temperatura foliar pode ser usada como um
indicador relevante do grau de estresse em plantas. Ressalta-se ainda que a transpiragdo € o
principal mecanismo envolvido na regulacdo da temperatura foliar devido as menores
aberturas estomaticas e, por consequéncia, ocorrem diminui¢do da transpiragdo foliar e
aumento da temperatura da folha, por conta da reducao da dissipacdo do calor latente
sinalizando que a capacidade de refrigeragdo das plantas diminui via transpiragdo (VIEIRA

JUNIOR et al., 2007; KUMAR e PORTIS JUNIOR, 2009).

Em plantas jovens nao ¢ possivel correlacionar o NPQ Lss com a temperatura, pois o

quenching nao-fotoquimico ¢ o decréscimo do rendimento quantico da fluorescéncia

associado a dissipa¢do termal da energia de excitagdo (POSPISIL et al., 1997).
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Figura 29: Temperatura de plantulas de Inga laurina em todas as concentracoes de CuONPs comparadas

com a controle (0 mgL™"). * Diferenga significativa (teste T, p < 0,05, n =10).

A temperatura, por sua vez, apresentou uma tendéncia de aumento em alguns casos
especificos, indicando que a energia perdida por vias ndo-fotoquimicas estd sendo dissipada
de outras maneiras. A mais provavel delas pode ser atribuida a desativagdo da cadeia de
transporte de elétrons (CTE), sendo a energia dissipada pela transferéncia dos elétrons da
CTE para a superficie das particulas metalicas. E certo que este fendmeno acarreta uma
cascata de efeitos que prejudicam a saude do vegetal e que muito provavelmente sio
responsaveis pelas alteracdes observadas nos parametros fisiologicos analisados neste
trabalho: a desativagdo da CTE reduz o rendimento do PSII e consequentemente a producao
de ATP e NADPH, que por sua vez afetam o funcionamento do ciclo de Calvin, implicando
numa menor taxa de fixagdo de carbono (pela Rubisco) e também numa menor taxa de

regeneragdo da RuBP (que ¢ limitada pela CTE) (FALCO et al, 2018).

O quenching ndo-fotoquimico esta relacionado ao incremento da energia de excitacio
ndo-radiativa, envolvendo formacdo de calor ou transferéncia para o PSI nao-fluorescente

(SCHREIBER et al 1.,1998). Nao ¢ possivel atribuir totalmente a dissipa¢dao nao fotoquimica,
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mas quando comparado a média de (Fm_Iss), apos 30 dias de germinacdo, indica que o
aumento da temperatura ndo estd relacionado com a maior média de NPQ. Nas maiores
concentragdes como a de 300 mgL! foram obtidos a média de NPQ inferior, a média de

temperatura maior e a média de Fm_Iss menor que a dose Controle (0).

4.1.11 indice de germinaciio e tamanho da raiz

4.1.11.1Indice de germinacio e comprimento da radicula das sementes

Os resultados de germinacdo, para todas as sementes colocadas nas placas petri, em
todas as concentracdes, foi de 100%, isto €, todas as sementes com tratamentos germinaram
igualmente ( Figura 30). Verifica-se que as sementes de /nga laurina apresentaram a mesma
capacidade de germinacdo. Diante disto, reafirma-se a natureza recalcitrante e alta
germinabilidade, caracteristicas estas presentes nas espécies do género Inga (RODRIGUES et
al., 2007). Com relag¢do ao indice de velocidade de germinacdo — IVG da espécie, os
resultados demonstram que as sementes apresentaram velocidade de germinac¢do nao

significativa. Os valores de porcentagem de germinacdo foram transformados em Arc. Sem.

(x/100). 0,5 (BANZATTO et al., 2006).

0 mgl.! 50 mgL! 100 mgL! 200 mgl-1 300 mgL!
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Figura 30: Imagem do tltimo dia de germinacio 168h de plantulas de Inga laurina, para concentracdes de

0, 50, 100, 200 e 300 mgL' CuONPs. Foto: Daniela Graciano

Em todos os tratamentos houve redugdo do comprimento da raiz apds o periodo de
germinacdo ( Figura 31 ). As menores médias foram para o tratamento de 50 mgL-!, porém
em todas as concentragdes foi observado redug¢do em relagdo ao Controle. Redugdes no
crescimento das raizes podem ser observadas quando plantas sao submetidas as condigdes
adversas. Registros de redu¢do no CR em plantas expostas a NPs, em pesquisa realizada com
Cicer arietinum L (grdo-de-bico) exposta a diferentes concentragdes de CuONPs foi
demonstrado que as NPs interferiram no crescimento da planta, causando um retardo no

crescimento das raizes e do caule (NAIR et al., 2015).
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Figura 31: Comprimento da radicula apés 168 h do periodo de embebiciao das sementes de Inga laurina,

em fungiio das concentracdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL' de CuONPs.

Em um trabalho, em que se avaliou o crescimento de arroz sob trés diferentes niveis de
estresse causados por CuONPs, concluiu-se que a porcentagem de germinacdo foi
significativamente reduzida (SHAW et al., 2013). Outro estudo mostrou, também, os efeitos
de nanoparticulas de o0xido de cobre sobre a germinacdo de mudas de ervilha verde, em
diferentes concentragdes. Os resultados demonstraram que houve uma reducdo significativa
no crescimento das plantas (tanto no comprimento de brotos e quanto nas raizes), bem como
aumento de espécies reativas de oxigénio e geracdo de peroxidagdo lipidica, que ¢ a

degradacao oxidativa dos lipidios (NAIR et al., 2015).

No geral, sob as concentracdes o CR foi menor que sob o Controle, porém o
tratamento com 50 mgL!' se mostrou mais sensivel ao longo de todos os parimetros estudados
(Figura 35). O encurtamento das raizes implica em severo dano as plantulas, pois em
ambientes naturais sdo comuns a competividade entre espécies afetando o estabelecimento e

crescimento. Biologicamente, sementes representam uma fase do desenvolvimento vegetal
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mais sujeita as intempéries/variagdes do meio, sobretudo, durante o periodo de dispersdo, ja

as plantulas, de modo geral aparecem posteriormente, quando as condi¢des foram

minimamente favoraveis a germinag¢do das sementes.A plantula pode ser, no entanto, mais

suscetivel que a semente (BELTRATI et al., 2003).

0 mgL-1

50 mgL-1

100 mgL-1

200 mgL-1

D ¢ 0 2 4

300 mgL-1

Figura 32: Comprimento da raiz de sementes, apos 168h apés embebicdo com concentracdes de CuONPs.

Foto: Daniela Graciano

4.1.11.2 Tamanho da raiz das plantulas

O menor crescimento das raizes nas plantas submetidas a CuONPs quando

comparadas as controle (Figura 33) sugerem efeitos de toxicidade.

Comprimento (cm)

CuONPs

50 100 200

Concetracdo (mgL’J)

300
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Figura 33: Comprimento das raizes das plantulas de Inga laurina apés 30 dias de plantio em casa de

vegetacio.

De modo geral, o sintoma de toxicidade esta comumento relacionado ao excesso de Cu
nas raizes ¢ a redu¢do no seu comprimento (OUZOUNIDOU et al., 1995; KOPITTKE et al.,
2009; LEQUEUX et al., 2010), possivelmente por causa da diminui¢do na frequéncia da
divisdo celular no é&pice radicular, inibindo assim o crescimento do eixo radicular (JIANG et
al. 2001). Estas alteracdes no apice, uma regido extremamente delicada da raiz, por sua vez,
promove diversas modificagdes locais, como a redu¢do da coifa e a maturagdo precoce dos
tecidos, como relatado para videira (AMBROSINI et al., 2015) e para aveia preta
(GUIMARAES et al., 2016). A reducio da coifa, ou mesmo sua auséncia, interfere nas
demais regides da raiz e compromete seu desenvolvimento (AMBROSINI et al., 2015;
GUIMARAES et al. 2016), ja4 que uma das fun¢des desta importante estrutura é proteger as
células que estdo em processo de divisio (MARSCHNER, 2012).

Figura 34: Comprimento da raiz, apés 30 dias apés embebicdo de 0 e 50 mgL! CuONPs. Foto: Daniela
Graciano
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4.1.12 Analise do extrato

O extrato de clorofila das plantulas de Inga laurina, cultivados em casa de vegetagao,
apos 30 dias da exposi¢do a diversas concentragdes de CuONPs, apresentou menor absorc¢ao

de fluorescéncia na Controle do que nas demais concentragdes (Figura 35).

CuONPs
1.0
0 mgL™”
os L ——50mgL”
——— 100 mgL"
§ 200 mgL™
- ———300mgL"

Absorcio

400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 35: Espetro de Fluorescéncia Uv/vis de folhas de Inga laurina, apoés 30 Dias de embebicdo de

quatro concentracoes de CuONPs.

O aumento do teor de clorofila nas maiores concentragdes corrobora com a maior
Fm Iss e maior rendimento de Qy max (Fv/Fm). Porém resultando no encurtamento do
comprimento da raiz (CR), evidenciou que todos os tratamentos produziram alteracdes
fisioldgicas nas plantas tratadas em relacdo a (0) Controle. Em diversos estudos constatou-se

diminuicao nos teores de clorofila a e b nas folhas, no total das concentragdes elevadas de Cu.

Diversos autores (MATEOS-NARANJO et al. 2008; YRUELA et al., 2013;
ADRESS et al., 2015) relataram o efeito do excesso de cobre sobre a clorofila resultando em
degradacdo desse pigmento. Entretanto, ¢ interessante ressaltar que em plantas tolerantes, o
contetdo de clorofila pode aumentar ou ndo sofrer alteragdes significativas em resposta ao

tratamento com metais (BORGHI et al. 2007).
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Os sintomas de toxicidade causados pelo excesso de Cu e Zn s3o expressados no
organismo vegetal devido a uma gama de interacdes que ocorrem em nivel molecular e
celular. Um sintoma bastante comum ¢ a clorose, observada quando ha reducdo do contetdo

de clorofilas nas folhas jovens (YANG et al., 2011).

Em trabalhos com diferentes espécies, como feijao-de-porco (Canavalia ensiformis (L.)
DC.), milho (Zea mays L.) e aveia preta (Avena strigosa Schreb.), cultivados em solos com
altos teores de Cu e Zn, foram observados decréscimos nos teores de clorofila a, b e
carotenoides (SANTANA et al., 2015; TIECHER et al., 2016a; 2016b). Videiras submetidas a
altas concentracdes de Cu também apresentaram reducdo acentuada de pigmentos

fotossintéticos (CAMBROLLE et al.; 2013b; ROSA et al., 2014).

A diminuicdo de pigmentos clorofilados pode ser atribuida ao efeito adverso do
excesso desses metais no transporte de elétrons na fotossintese, causando diminuicdo da
sintese ou o incremento da degradacao de clorofila (CAMBROLLE et al., 2012; TIECHER et
al., 2016a), possivelmente por fotoxidagao. Porém nas maiores concentragdes nao foram
encontrados a diminuicdo e sim o aumento desses pigmentos, sugerindo respostas de stresse

fisioldgico.

O teor de Clorofila b nas plantulas de Inga laurina foi maior que o teor de clorofila a
(Figura 35). O aumento da clorofila 4 em plantas pode ser devido a um aumento da propor¢ao
do complexo coletor clorofila a/b-proteina, em relacdo ao complexo P-700-clorofila a-
proteina. (MEBRAHTU et al.,1991). Ambas as clorofilas sdo componente das membranas dos
cloroplastos e ocorrem na razao clorofila a/clorofila b de aproximadamente 3:1
(LICHTENTHALER et al, 1981). Plantas expostas a elevados fluxos de fotons
fotossintéticos (FFF) apresentam razdes clorofila a/b em torno de 3,2 a 4,0 e plantas
crescendo em ambientes com reduzidos (FFF) possuem razdes a/b em torno de 2,5 a 2,9

(SEYBOLD E EGLE, 1970).
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Figura 36: Medias de Clorofila (¢ e b) e carotenoides em plantulas de Inga laurina apés 30 dias, apoés

embebicio com concentracoes de CuONPs.

O teor de Clorofila total de plantulas de Inga laurina apds 30 dias de crescimento em
casa de vegetagdo, em fungdo das concentragdes 0, 50,100, 200 e 300 mgL-' de CuONPs, o
tratamento controle teve o menor teor de clorofila, seguido pela concentragdo 50 mgL™!, ja nas
demais concentragdes o teor de clorofila é superior (Figura 37). A concentragdo total de
clorofila foi aumentando em relagdo ao Controle, sendo a transformagao de clorofila b em a
um efeito fotoprotetor. Para proteger suas células dos efeitos toxicos das EROs as plantas
dispdem de um sistema de defesa composto por antioxidantes ndo enzimaticos e enzimaticos,
que trabalham em conjunto e em sincronia detoxificando as EROs produzidas e fazendo com

que os vegetais superem a situacdo de estresse e recuperem a homeostase celular

(MARTINEZ et al., 2010).

Dentre os principais metabodlitos antioxidantes ndo enzimaticos encontram tocoferol e
os carotenoides. Nas plantas, o aumento na concentragcdo dessas moléculas pode indicar um
aumento na tolerancia ao estresse por metais (DIETZ et al., 1999). Tais antioxidantes podem
evitar a formacao de radicais livres, sequestra-los ou promover sua degradagdo, prevenindo a

ocorréncia de danos as células das plantas (DEMMIG e ADAMS, 1992).
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Figura 37: Médias de Clorofila Total (a e b) em plantulas de Inga laurina apoés 30 dias de embebicio com

concentracoes de CuONPs.
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4.2 F6203N Ps

4.2.1 Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (FM_Lss) — sementes e plantulas

Observou-se diferenca de gradiente de pixel através das imagens para os tratamentos:
0 mgL, 50 mgL! e 300 mgL!. Observou-se, ainda, aumento de Fm_Iss as 48h e declinio as
72h, aparentemente, tendéncia de que as Fe2O3NPs tenham favorecido o consumo de clorofila
como reserva e potencializado a Fm_Iss nas primeiras horas, porém diminuiram a intensidade
a partir das 120h. Sob todas as doses houve a diminui¢do de intensidade em relacdo ao

Controle a partir das 96h.

Figura 38: (A) Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila ¢ em sementes de Inga laurina para o
Fm_Lss no periodo de 24 a 168h, apés a imersio em 0 mgL™! de Fe;O3NPs; (B) Imagem de emissio de
fluorescéncia da clorofila @ em sementes de Inga laurina para o Fm_Lss no periodo de 24 a 168h, apés a
imersio em 50 mgL-' de Fe2O3NPs; (C) Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila « em sementes de
Inga laurina para o Fm_Lss no periodo de 24 a 168h, apés a imersio em 300 mgL! de Fe;O3NPs.

Nos testes estatisticos, o tratamento 50 mgL™! Fe;O3NPs obteve média com diferenga
estatistica nas 24h e 48h de germinacdo, sendo nas 24h apds o periodo de embebicdo, o
tratamento (0) Controle com maior a média de (Fm_Iss), e ja no periodo de 48h tratamento 50
mgL! com maior média de (Fm_I[ss), terminando o periodo germinativo de sete dias (168h) os
dois tratamentos com valores médios aproximados, sugerindo a recuperagdo da
semente/plantula aos 168 dias. No tratamento 100 mgL™!, a média com diferenga estatistica foi
em 48h de germinacdo, com a (Fm_Iss) maior para o tratamento com concentragdes de

Fe,O3NPs. No tratamento 200 mgL™!' Fe;OsNP a média com diferenga estatistica foi no
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periodo de 48h de germinagdo, sendo a (Fm_Iss) maior no tratamento com as concentragdes
de FexOsNPs. No tratamento 300 mgL™! a média com diferenca estatistica foi em 24h de
germinagdo, com o tratamento (0) Controle com maior (Fm_[ss), porém no restante dos dias

da germinagdo, os tratamentos apresentaram valores médios de (Fm_Iss) proximos (Figura

39).
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Figura 39: Fm_Lss média de 10 sementes de Inga laurina, em funcio do tempo, apés embebicio de 24h de
solu¢iio aquosa de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de Fe;O3:NPs. * Diferenca significativa (teste T, p < 0,05, n =
10).

Fe>O3NPs interferem de alguma forma nas transferéncias eletronicas, potencializando
a energia modulada entre 48 e 72h apds embebicdo. Porém ap6s 96h comecam a perder
emissdo como ¢ possivel observar na figura 49, que apresenta o Fm_Iss em uma tentativa de

explorar mais os resultados e tentar entender os acontecimentos fisiologicos(Figura 39).
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Figura 40: Fm_Iss de 10 sementes de Inga laurina em funciio do tempo, ap6s embebicdo de 24h de solucio

aquosa de 50 e 300 mgL! de Fe;O3NPs.

4.2.2 Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (FM_Lss) - foliolo

Apo6s 30 dias em casa de vegetagdo, as plantulas foram submetidas a Imagem de
Fluorescéncia da Clorofila @, com a mesma metodologia do periodo de germinagdo.
Observou-se que, sob 50 e 100 mgL! foi obtido as maiores médias de (Fm_Iss) e os
tratamentos 200 € 300 mgL"' com a menor Fm_Iss. Indicando menor tolerdncia nas maiores
concentragdes e assim tendo a (Fm_[ss) reduzida em relagdo ao tratamento (0) Controle
(Figura 40). (SAQUIB et al.,, 2016) ao utilizarem modelo vegetal (Raphanus sativus)
demonstraram que o potencial genotoxico da NPs de (Fe20s) esta relacionado a concentragao.
Os autores relatam que as NPs agem no interior da célula, liberando ions tdxicos e
ocasionando o estresse oxidativo, levando a alteracdo do funcionamento mitocondrial ¢ danos
ao DNA. Estes danos no material genético comprovam a necessidade de aprofundamento nos

estudos sobre a toxicidade das NPs. (ZUVERZA-MENA et al., 2017) (RIZWAN et al., 2017).
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Figura 41: Fm_Lss’ média de 10 plantulas de Inga laurina, apés 30 dias apés embebicdo de 24h de solucio

aquosa de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL' de Fe;O3NPs.

De modo geral, as menores concentragdes apresentam média de (Fm_Iss) superiores
ao tratamento (0) Controle, apresentando mais tolerancia ao longo do periodo germinativo,
que as maiores concentragdes. Sugerindo que, nas maiores concentragdes, tenha havido um
aumento na dissipa¢do ndo fotoquimica (NPQ Lss), como mostra figura 46, assim dissipando
energia em forma de calor. E na menor concentracdo, o Fe2O3NPs pode ter beneficiado as
transferéncias eletronicas sob doacdo de elétrons. Ja é conhecido pela ciéncia que muitos dos
compostos fenolicos atuam como sequestradores de radicais livres enquanto outros agem
como quelantes de metais catalisadores de reacdes de geracdo de espécies reativas de oxigénio
(HALLIWELL et al.,, 2007, FLOEGEL et al., 2011), sendo capazes de retardarem ou
inibirem a velocidade de oxidacdo das biomoléculas e, consequentemente, os danos

oxidativos no organismo (HALLIWELL et al.,, 2007).

O mecanismo de acdo dos antioxidantes pode ocorrer por interrup¢ao das cadeias de
reacdes oxidativas, através do bloqueio da decomposicdo dos perdxidos e hidroperoxidos,
convertendo-os na forma inativa, ou agindo como doadores de prétons e elétrons impedindo o
processo de iniciacdo desencadeado pelos radicais livres (HALLIWELL et al., 2007; PEKAL

etal., 2011).
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Analisando todos os parametros apos 30 dias de embebi¢cdo em doses de Fex03Nps, ¢
possivel observar que houve uma maior dissipacao nao fotoquimica (NPQ Lss) € um aumento
de rendimento quimico (Qy max) e maior temperatura superficial (Ts) em plantas jovens

submetidas a FeoO3NPs, nas maiores concentragoes.

0 mgl.!

S0 mgL.!

300 mglL1

Figura 42: Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila a em sementes de Inga laurina para (Fm_Iss),

nas concentragdes de 0, 50 e 300 mgL' de Fe;O3NPs, aos 30 dias apos germinacio.

4.2.3 Eficiéncia fotoquimica (Qy_max) — semente e plantulas

Os resultados sugerem mudangas induzidas por Fe:OsNPs em cloroplastos
fotoquimicos ativos durante reagdes de germinacdo e hidrolise. O rendimento quantico da
conversao de energia fotoquimica em FSII (Qy max) em fun¢do do tempo para sementes de
Inga laurina expostas a Fe;O3NPs em (A) 0 mgL™!, (B) 50 mgL- !, (C) 300 mgL- ! (Figura 43).
As alteragdes observadas também sdo dependentes de tempo e dose. Apds a exposi¢do na
maior concentragdo de Fe:O3NPs, a maxima eficiéncia da atividade fotoquimica do FSII, ja
estd aumentando antes da protrusdo do radicular. Este resultado sugere uma alta atividade

metabolica em sementes, como uma possivel forma de minimizar os impactos dos Fe2O3NPs.

84



= s T & by v ' ]
* 9 o ¢
B » ® e 9 e & ® vy 1 . W e "
f s Y — ) i “ﬁﬁ“‘-fé o
Sl Sl E I i | ol .
‘e " Wt ¢ | } 4 ol R l ' * 4 I
: o
C - e & - - - L % L

sl S FeovcE-rFrad]

Figura 43: Imagem de emissio de fluorescéncia da clorofila @ em sementes de Inga laurina para o
parametro de rendimento da eficiéncia fotoquimica (Qy_max): (A) 0 mgL, (B) 50 mgL, e (C) 300 mgL"!
de Fe;O3NPs.

O rendimento da eficiéncia fotoquimica (Qy_max) da media de 10 sementes de Inga
laurina em fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de Fe,O3NPs (Figura 44). O
tratamento 50 mgL™!' de Fe2O3NPs, apds 24h do periodo de embebigdo da semente, apresentou
média maior, e a partir de 48h de germinagdo se aproximou da média do tratamento (0)
Controle no periodo de 72h e 96h de germinacdo e as 120h, 144h e 169h de germinacdo
superou o (Qy max) do tratamento (0) Controle. Para a dose de 100 mgL"!, o (Qy max)
destas concentragdes superaram a meédia do tratamento (0) controle a partir de 48h de
germinagdo até o ultimo dia 168h, assim obtendo o maior (Qy max), com diferenca
significativa a partir das 48h. Ja para o 200 mgL-!, as medias de (Qy max) também sdo
maiores nas 48h, 144h e 168h de germinacdo em relacdo a dose controle, apos as 48h ha um
declinio no Oy _max e, esse, se iguala ao controle, isso ocorre até as 120h. No tratamento 300
mgL! as médias de (Qy max) sdo maiores que a dose Controle, indicando maior (Qy max)

quando submetidas a Fe;O3NPs.
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Figura 44: Qy max- parametro de rendimento da eficiéncia fotoquimica da média de 10 sementes de Inga
laurina em funcio do tempo, apés serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de Fe;O3NPs *
Diferenca significativa (teste T, p < 0,05, n = 10).

Para todas as concentragdes do tratamento de FeoO3;NPs as médias foram superiores ao
tratamento Controle, para todos os dias analisados. O rendimento quantico maximo ¢
calculado como: Fv/Fm. Quando uma planta estd com seu aparelho fotossintético intacto, a
razdo Qy_max = Fv/Fm deve variar entre 0,75 e 0,85 (BOLHAR- NORDENKAMPF et al.,
1989). Em todas as concentracdes de Fe;O3;NPs, o pardmetro (Qy max) obteve médias com
diferengas significativas apontando que, a partir do periodo de 96 horas, o rendimento
fotoquimico foi maior em relagdo ao tratamento Controle, indicando uma provavel eficiéncia
da dissipagdo de calor, em razdo do aumento no gradiente de protons entre o limen e o

estroma do cloroplasto (GENTY et al., 1989; MAXWELL e JOHNSON, 2000).
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Figura 45: Qy max = (Fv/Fm) - parimetro de rendimento da eficiéncia fotoquimica da média del0
sementes de Inga laurina em fun¢io do tempo apés serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mg L' de

Fe:O3NPs.

4.2.4 Eficiéncia fotoquimica (fv/fm) — foliolo

Apds 30 dias em casa de vegetagdo, as plantulas foram avaliadas por Imagem de
Fluorescéncia da Clorofila @, com a mesma metodologia utilizado no periodo de germinagao.
Foi avaliado a eficiéncia do rendimento fotoquimico da fotossintese pelo pardmetro (Qy max)
das plantulas de Inga laurina submetidas no periodo de germinacdo com concentragdes de
nanoparticulas de oxido de ferro (Fe2O3NPs) nas concentragdes de 50, 100, 200 e 300 mgL-'.
Nota-se que na concentragdo de 100 mgL!, apds este periodo de 30 dias, a plantula se tornou
mais sensivel ao tratamento, apresentando a menor média de rendimento fotoquimico
(Qy_max). Para as outras concentracdes o valor do Qy max ficou préximo ou superior ao

Controle.
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Figura 46: Oy max- parametro de rendimento da eficiéncia fotoquimica da média de plantulas de Inga

laurina, apoés 30 dias de exposiciao a Fe:O3:NPs.

4.2.5 Supressao nao-fotoquimica (NPQ_Lss) — sementes e plantulas

Na figura 47 sdo descritas as medias do quenching nao-fotoquimico (NPQ Lss) das
sementes de Inga laurina em fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de
FexO3NPs. O tratamento 50 mgL!' apds 24h do periodo de embebigdo, tem a média de
(NPQ_Lss) maior que o tratamento Controle, e no periodo de 48h tem a média de NPQ Lss
inferior, depois volta a aumentar até¢ as 168h, com diferenga estatisticas nos periodos de 72h,
96 h e 144h. No tratamento 100 mgL™' no periodo de 24h tem a média de NPQ Lss superior,
quando comparada a media da Controle. Em 48h, a média diminui e em 72h volta a ser
superior ao Controle. No final do periodo de germinacdo, o parametro NPQ Lss, diminui para
a dose, ainda quando comparada com o Controle, houve diferenca significativa em 72h, 120h
¢ 168h. Para a dose de 200 mgL-!, o parAmetro NPQ Lss s6 foi superior a dose controle em

72h, com diferenca significativa nos periodos de 48h,72, 144h e 168h. Nota-se que, o
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tratamento com 300 mgL-!, as médias de (NPQ Lss) sdo menores que o tratamento Controle

em 48h, 144h e 168h com diferenga significativa nos periodos de 48h ¢ 168h.
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Figura 47: NPQ_Lss’- dissipacdo nio fotoquimica da média de 10 sementes de Inga laurina em funcio do
tempo, apos serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de Fe;O3NPs. * Diferenca significativa (teste T,
p <0, 05,n=10).

Quando o tratamento 50 mgL"! é comparado as demais concentragdes pode observar
que esta concentracdo, foi a mais suscetivel em relagdo aos outros tratamentos, podendo
indicar que estd concentracdo seja a mais nociva, € que possivelmente a semente/plantula
apresentou eficiente sistema de dissipagdo energética do tipo ndo-fotoquimica, provavelmente
influenciada pela presenca de zeaxantina, cuja acdo fotoprotetora ocorre nos complexos

coletores de luz do FSII (HORTON et al.,1996).

Podemos observar na figura 48, que a dose controle apresenta um comportamento

mais linear de dissipagdo ndo fotoquimica, e as doses com Fe;OsNPs apresentam um
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comportamento oscilatdrio principalmente entre 72h e 96h, com pisos maiores de NPQ Lss.
Quando ocorre toxidade severa por excesso de ferro, sdo observados danos aos complexos
fotossintéticos através de reducdo nos valores da eficiéncia quantica do FSII (Fv/Fm), da taxa
de transporte de elétrons (ETR) ou incremento na dissipagdo nao fotoquimica do excesso de
energia (SUH et al., 2002; PEREIRA et al., 2009; CASTRO et al., 2010). Porém, isso foi
observado nas maiores concentracdes, devido maior eficiéncia na dissipagdo de energia nio
fotoquimica, estando associado ao ciclo das xantofilas e a dissipagdo na forma de calor
(BAKER et al., 2008). O ciclo das xantofilas ¢ ativado pelo bombeamento de protons para o
limen que resulta na criacao da diferenga de potencial eletroquimico transmembrana. Essa
diferenga de potencial entre o estroma e o lumen, ativa o ciclo das xantofilas, de modo que a
violaxantina é convertida a zeaxantina ¢ o excesso de energia ¢ dissipado na forma de calor,
atuando na protecao do aparelho fotossintético contra a super excitagdo e subsequente dano no

centro de reagao do FSII (BAKER, 2008; PEREIRA et al., 2013).
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Figura 48: NPQ Lss- dissipa¢do nio fotoquimica da média de 10 sementes de Inga laurina em funcio do
tempo apés serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL"' de Fe;O:NPs * Diferenca significativa (teste T,
p <0, 05; n=10).

4.2.6 Supressao nao-fotoquimica (NPQ_Lss) — foliolo

As andlises dos valores médios do quenching nao-fotoquimico (NPQ Lss) das
plantulas de Inga laurina em fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de

Fe>O3NPs (Figura 49). Apos 30 dias em casa de vegetacdo, as plantulas foram submetidas a
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Imagem de Fluorescéncia da Clorofila a, com a mesma metodologia realizada no periodo de
germinagio. E possivel verificar que as plantulas, apos 30 dias de sua exposi¢io ao Fe;O3NPs,
conseguem atingir a média da dissipagdo fotoquimica préxima ao tratamento Controle, apenas
a concentragdo de 200 mgL'é maior que o dose Controle, com diferenga significativa em 50 e

200 mgL".
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Figura 49: NPQ Lss- dissipacio nao fotoquimica da média de plantulas de Inga laurina, depois de 30dias,

apés serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de Fe;O3NPs.

4.2.7 Fluorescéncia estacionaria — sementes e plantulas

Os espectros tipicos da fluorescéncia de moléculas de clorofila quando excitado em 405
nm. As medidas foram realizadas nos cotiledones das sementes, como mostra a Figura 11.
Foi possivel observar que o tratamento com 50 mgL™ apresentou um maior pico de
fluorescéncia de moléculas de clorofila, logo apds o tratamento com 200 mgL™, seguido pelo
tratamento de Controle, € sendo o tratamento com 300 mgL' com a menor fluorescéncia,
apresentando esse comportamento desde 24h apds exposicdo a doses de Fe,Os3NPs, até o
ultimo dia de germinagdo as 168h. A razdo de fluorescéncia red-far depende do contetido da
clorofila (CEROVIC et al., 1999). Estes resultados podem ser atribuidos pelo consumo de
suas proprias moléculas de clorofila como reservas, pois quanto maior essa propor¢ao, menor

a concentracdo de clorofila devido a reabsorcao seletiva do vermelho em relacdo a
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Fluorescéncia (u.a.)

fluorescéncia far-red pelas moléculas de clorofila (GITELSON et al., 1998; CEROVIC et al.,
1999; CAIRES et al., 2010).
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Figura 50: Espectro do Parimetro da Fluorescéncia estacionaria ao longo do tempo da média de 10

sementes de Inga laurina apo6s serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de Fe;O3NPs.

4.2.7.1 Razao de fluorescéncia 685/735

A andlise dessa razdo F685/F735, intensidade de fluorescéncia dos picos
caracteristicos da clorofila a. Na Figura 51 revelam um aumento na relagdo F685/F735 em
fungdo do tempo. A razao de fluorescéncia red-far depende do conteudo da clorofila
(CEROVIC et al., 1999). Estes resultados podem ser atribuidos pelo consumo de suas
proprias moléculas de clorofila como reservas submetidas a Fe:O3NPs. Podendo estar
relacionado a degradacdo da clorofila de sementes devido a sua fungdo de reserva (BILLA et

al. 2003).
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Figura 51: Razio F685/F735 em funcio da concentracio de Fe:Os;NPs, com excitacio em 405 nm, durante

o periodo de germinacio (7 Dias) e 30 dias apés o plantio.

4.2.8 Fluorescéncia estacionaria — foliolos
A Figura 52 mostra os espectros tipicos da fluorescéncia de moléculas de clorofila

quando excitado em 405 nm. As medidas foram realizadas no 3° par de folhas de metéfilos,
em plantas classificadas como Jovens, apds o seu 30° dia apds germinagdo. Duas bandas de
emissdo podem ser observadas entre 625 ¢ 800 nm: as bandas no vermelho e no vermelho-
distante com maximo em 685 ¢ 735 nm, respectivamente. Foi possivel observar que para a
dosagem de 50 e 100 mgL-' apresentou um maior pico de fluorescéncia de moléculas de

clorofila, enquanto que o tratamento Controle apresentou o menor pico.
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Figura 52: Espectro da Fluorescéncia estacionaria da média de 10 de plantulas de Inga laurina, apos 30

dias de serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de Fe2O3Nps.

4.2.8.1 Razao Fluorescéncia 685/735 - foliolo

Analise da razdo F685/F735, intensidade de fluorescéncia dos picos caracteristicos da
clorofila a (Figura 53). Nota-se que ndo houve alteracdes significativas na fluorescéncia de
clorofila (Chla) das plantulas com nanoparticulas, ¢ que essa razao ficou maior para as doses

Controle.
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Figura 53: Razido F685/F735 em func¢do da concentragiao de NPs de Ferro (Fe2OsNPs), com excitacio em

405 nm, apos 30 Dias de exposicdo as nanoparticulas.

4.2.9 Analises termograficas — sementes e plantulas

As andlises da temperatura superficial (Ts), foram realizadas enquanto as sementes
estavam adaptadas a 30 minutos no escuro no software Testo IRSoft 2.23 (Figura 54). No
tratamento 50 mgL!, no periodo de 24h apds a embebigdo, as médias com (Fe>O3;NPs)
tiveram um aumento significativo, porém ao longo do periodo germinativo as médias se
mantiveram proximas ao tratamento Controle. No tratamento 100 mgL' as médias de (Ts),
foram significativas nas 24 e 72 horas, mas ao longo do periodo germinativo se mantiveram
proximas. No tratamento 200 mgL-!' as médias de (Ts) foram significativas nas 24 e 96 horas,
com o aumento da (Ts) com as sementes contaminadas e as 72 horas, houve uma redu¢ao.No
tratamento 300 mgL™!' obtiveram 4 picos com diferenga estatisticas com maiores médias de
(Fe2O3NPs) em 24h, 72h, 120h e 168h, sendo estd concentragdo com maior temperatura

superficial (Ts).

ROCHA PEREIRA et al., (2010) estudando descreveram uma diferenca de até 3,5 °C

entre a dose de 30g e a de 120g de glyphosate na planta inteira. A diferenca entre temperatura
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da folha e do ar foi de quase +2 °C quando a aplicagdo foi realizada na planta inteira com a
dose 120g e -1,66 °C com a dose 30g. A temperatura do ar no momento das avaliagdes
fisiologicas, realizadas 7 DAA estava em média 25 °C. A fotossintese € o processo mais
sensivel as altas temperaturas, apresentando temperaturas 6timas que variam de 20 a 35 °C

(BERRY & BJORKMAN, 1980; HIKOSAKA et al., 1997; SCHRADER et al., 2004)
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Figura 54: Analises dos valores médios da temperatura superficial das sementes de Inga laurina em
funcdo das concentragdes 0, 50,100, 200 e 300 mgL! de Fe:O3NPs. * Diferenca significativa (teste T, p <
0,05, n = 10).

4.2.10 Analises termograficas — foliolos

Apo6s 30 dias em casa de vegetacdo com a mesma metodologia das sementes de Inga
laurina, as folhas foram submetidas a andlises da temperatura superficial (Ts), foram
realizadas enquanto estavam adaptadas a 30 minutos no escuro. Apds analise, verificou-se que
o tratamento controle apresentou a média inferior a todas as concentragdoes de (Fe;O3NPs),
sendo o tratamento com 200 e 300 mgL"' com a maior temperatura superficial (Ts). As

maiores concentragdes quando os pardmetros sdo analisados em conjunto comparados,
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indicam que houve um aumento de temperatura (Ts) e diminui¢do de (Fm Iss) e aumento da

dissipacdo de calor nestas concentragdes (Figura 55).
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Figura 55: Temperatura superficial de plantulas de Inga laurina, apés 30 dias de exposicio a Fe;O3:NPs.

A energia luminosa absorvida pelas moléculas de clorofila pode ser
direcionada para trés possiveis vias: aproximadamente 80-90% da energia absorvida ¢
utilizada na fase fotoquimica da fotossintese; 5-15% ¢ dissipada na forma de calor e 0,5-2% ¢
refletida na forma de luz vermelha ou vermelho distante, que ¢ a chamada fluorescéncia da
clorofila a (MAXWELL e JOHNSON, 2000). Em condigdes de estresse, a conversdo quantica
da fotossintese diminui, enquanto a emissdo de calor e a fluorescéncia da clorofila aumentam
consideravelmente (GUERA et al.,, 2004), e isso se reflete na diminuicdo dos valores de
eficiéncia potencial dos fotossistemas, apresentada pelas plantas em estresse, quando
comparadas as plantas controle. Em temperaturas elevadas ha fechamento dos estomatos,

contribuindo para a diminui¢do da concentracdo de CO2 na camara subestomatica (C;), e com
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isso ha redugdo na capacidade fotossintética devido ao aumento da fotorespiragdo. Outros
fatores como danos nas estruturas dos fotossistema I e II, e na enzima de carboxilacdo podem
contribuir com a efetiva diminuicdo da assimilagdo liquida (OGREN e OQUIST, 1984).
Dentro deste contexto, outro importante evento que contribui para o balango de carbono de
uma folha, ¢ a resposta da respiragdo ao aumento de temperatura, que responde aumentando
de forma exponencial, colaborando para a redugdo da assimilagdo liquida de CO, (CLARK et

al., 2004; MEIR et al., 2001; LOVEYS et al., 2003).

4.2.11 Indice de germinac¢ao e comprimento da radicula das sementes

Os resultados do indice de germinacdo foram de 100%, ou seja, todas as sementes
utilizadas germinaram, conforme Figura 56. Verifica-se que as sementes de inga apresentaram
a mesma capacidade de germinagdo. Diante disto, reafirma-se a natureza recalcitrante e alta
germinabilidade, caracteristicas estas presentes nas espécies o género Inga (RODRIGUES et

al., 2007).
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Figura 56: Imagem do tltimo dia de germinacéo, 168h, de sementes de Inga laurina para concentracoes 0,
50, 100, 200 e 300 mgL! de Fe;O3NPs. Foto: Daniela Graciano

Ao analisar o comprimento da raiz ap6s 168 horas do periodo de embebi¢ao das
sementes de Inga laurina, em fungdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL™' de
Fe2O3NPs (Figura 57). Observou-se que nos tratamentos 50 e 200 mgL! houve aumento do
comprimento da raiz ap6és o periodo de germinacdo, sendo a maior média (CR) para o

tratamento de 200 mgL".
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Figura 57: Comprimento da raiz ap6s 168h do periodo de embebicdo das sementes de Inga laurina, em

fungiio das concentragdes 0, 50,100, 200 e 300 mgL' de Fe;O3NPs.

Nao foi encontrado nenhum elemento visual de toxidade da raiz, podendo a planta ter
superado os baixos valores de fluorescéncia (Fm Iss) e altos valores de dissipacdo nao
fotoquimica (NPQ Lss) sem danos ao sistema radicular, pois em plantas suscetiveis
apresentam danos as raizes, como ja estudado pela literatura. Ex: Plantas submetidas a
concentragdes elevadas de Fe absorvem e acumulam grandes quantidades deste elemento em
seus tecidos, exibindo sintomas tipicos de toxicidade, como amarelecimento e, ou
bronzeamento das folhas e escurecimento das raizes (CHATTERJEE et al.,, 2006;
SIQUEIRA-SILVA et al., 2012).

Sob esta condic¢ao, o Fe induz a formagdo de espécies reativas de oxigénio (JUCOSKI
et al., 2013; SILVEIRA et al.,, 2007), causando severas redugdes no crescimento € na
produtividade das plantas. O nivel critico de toxicidade de Fe em plantas depende da espécie,

da idade da planta e de seu estado nutricional. Sintomas visiveis de toxicidade e reducdo do
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crescimento foram observados em arroz e Echinochloa crus-galli, apresentando concentracao

de Fe nas folhas entre 300-500 mg kg (DOBERMANN e FAIRHURST, 2000).

4.2.10.1 Tamanho da raiz das plantulas
Apos 30 dias, que as sementes foram embebecidas com diferentes concentragdes
Fe>O3NPs, verificou-se que ndo houve diferenga significativa no comprimento das raizes das

plantulas com os tratamentos comparadas com a Controle (Figura 57).
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Figura 58:: Comprimento das raizes de plantulas de Inga laurina apo6s 30 dias de germinacio.
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Figura 59: Plantulas de Inga laurina no tratamento com 0 e 300 mgL™! Fe;O3NPs, apés 30 Dias de

crescimento em casa de vegetacio. Foto: Daniela Graciano

4.2.12 Analise de Extrato Bruto

4.2.12.1 Analise do extrato
Observou-se que em todas as concentragdes obtiveram média inferior ao tratamento
Controle, sendo as maiores concentracdes com menor absor¢ao de fluorescéncia uv/vis e com

menor teor de clorofila em relagdo aos outros contaminantes estudado (Figura 60).
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Figura 60: Absorcao de fluorescéncia de plantulas de Inga laurina apo6s 30 dias de crescimento em casa de

vegetacdo, em funciio das concentracdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de Fe203NPs.

A literatura descreve que a  prevencdo da  degradacdo da clorofila ¢
comumente relacionada com a regulagdi do balango do ferro nos tecidos, principalmente
quando as plantas sdo submetidas a concentragdes elevadas deste elemento (PEREIRA et al.,
2013). Porém ao longo do tempo, foi observado redugdo nos teores de clorofilas,
provavelmente em funcao da senescéncia foliar, acarretando redugdo na assimilagdo liquida

de CO2 (LIM, et al., 2007).

A elevada concentragdo de CO, também reduz a disponibilidade de N e/ou eleva a
concentracdo de carbono na biomassa, resultando em menor tecor de N na folha e
consequentemente nos teores de clorofila, levando a um feedback negativo na capacidade
fotossintética (REICH et al., 2006). Porém na concentra¢do de 300 mgl! houve um aumento
do teor de clorofila que pode ter acionado o mecanismo de ag¢do dos antioxidantes
promovendo a interrupcdo das cadeias de reagdes oxidativas, devido ao bloqueio da
decomposicao dos perdxidos e hidroperdxidos, convertendo-os na forma inativa, ou agindo
como doadores de prétons e elétrons impedindo o processo de iniciagdo desencadeado pelos

radicais livres (HALLIWELL et al., 2007; PEKAL et al., 2011).

4.2.12.2 Teor de Clorofila a
A figura 61 e 62 apresentam em todas as concentragdes os valores de Teor de Clorofila
sd0 menores em relagdo ao tratamento Controle, porém a concentra¢do de 100 mgL™! obteve a

menor média.
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Figura 61: Teor de Clorofila a de Ingd Laurina, apés 30 dias de Plantio - Fe;O3NPs nas concentracdes de
0, 50, 100, 200 e 300 mgL!
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Figura 62: Teor de Clorofila a,b e carotendides de plantas de Inga laurina apés 30 dias de crescimento em
casa de vegeta¢ido, em fungiio das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de nanoparticulas de ferro
Fe203NPs.
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Em estudos realizados com rabanete (Raphanus sativus), observou-se uma redugao
no desenvolvimento da cultura devido a adsor¢do das NPs na semente e a liberagdo de ions
livres de ferro. (ZUVERZA-MENA et al., 2017). J& em estudos realizados com tomates
(Solanumlyco persicum), expostos a 100 mgL! de NP Fe:Os, estresse hidrico e também
processo de oxidacdo com formagdo de EROs, devido a agregacdo das NPs nas raizes foi

observado (MARTINEZ-FENANDEZ et al., 2016).

Avaliando todos os pardmetros € possivel observar que as médias de (Fm_Iss),
(Qy_max), (NPQ_Lss), (Ts) e (CR) indicam que houve alteragdo nos pardmetros fisiologicos a
partir de 100 mgL! principalmente apés o periodo de 30 dias para este contaminante
(Fe20O3NPs), sendo possivel afirmar que houve alteracdes na fisiologia da planta e diminuigdo
no teor de clorofila. Aumento da clorofila b pode estar relacionado a capacidade. O aumento
da clorofila b em plantas pode ser devido a um aumento da propor¢ao do complexo coletor
clorofila a/b-proteina, em relagdo ao complexo P-700-clorofila a-proteina. (MEBRAHTU et
al.,1991).
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4.3 ZnONPs

4.3.1 Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (FM_Lss) — sementes e plantulas

Sementes de Inga laurina apresentam distingdo na emissdo de Fm_Lss ao lingo do
tempo com aparente reducdo de intensidade a partir das 48h, independente da dose se
ZnONPs. Exceto para a elevagdo da emissdo pbservada na dose de 300 mgL!, decorrido 120h

do inicio do experimento ( Figura 63).

144h 168h

120h

LI
."

Figura 63: Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila ¢ em sementes de Inga laurina para o
parametro (Fm_Iss) no periodo de 24 a 168h, apds a imersio em A) 0 mgL™! (Controle); B) 50 mgL! e C)
300 mgL! de ZnONPs.

Quando comparamos a emissao da fluorescéncia da clorofila ¢ da dose controle aos

demais tratamentos de ZnONPs, foram observadas diferengas em todas as doses (Figura 64).
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Figura 64: Parametro Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (Fm_Iss) das sementes de Inga

laurina submetidas no periodo de germinag¢io com concentracdes 0, 50,100, 200 e 300 mgL' de ZnONPs.

Observou-se nos testes estatisticos, o tratamento 50 mgL! ZnONP apresentou média
com diferenca estatistica em 96h de germinagdo, tendo maior média de (Fm_Iss) quando
comparada ao tratamento (0) Controle. No tratamento 100 mgL! as médias com diferenga
estatistica foram em 48h, 96h e 12%h de germinacdo, tendo maior média de (Fm_Iss) quando
comparada ao tratamento (0) Controle. No tratamento 200 mgL', as médias com diferenca
estatistica foram em 72h e 96h de germinagdo, sendo o tratamento Controle com a maior
média de (Fm_Iss). O tratamento 300 mgL™!, obteve média com diferencga estatistica em 72 e
120 horas de germinagdo, sendo em 72 horas, com o tratamento Controle com maior média

(Fm_Iss) e em 120 horas a média maior de (Fm_[ss) para o tratamento 300 mgL™".

Em estudos com cultivares de arroz (Oryza sativa) cultivadas com solugdes nutritivas

com 200 mgL!, ndo foi verificado efeito toxico do Zn sobre a produgio de clorofila a e b e
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carotenoides ¢ xantofilas. Os autores atribuiram esse efeito a agdo das enzimas antioxidantes
catalase e perioxidase que controlaram os niveis de espécies reativas de oxigénio na planta,
evitando danos aos pigmentos (SAMART et al., 2017). Plantas de pepino (Cucumis sativus)
cultivadas com ZnONP também ndo apresentaram reducdo no teor de clorofila, nem
alteracdes nas trocas gasosas (ZHAO et al., 2013). A auséncia de fitotoxidade nas doses
estudadas pode estar relacionada a tolerancia do metal a planta. Em plantas de trigo (triticum
ssp.) foi constatado uma reducao de quase 40% no teor de clorofila das plantas (DIMKPA et
al., 2012).

De um modo geral durante o periodo germinativo as concentragcdes nao apresentaram
uma redugdo significativa do pardmetro (Fm_Iss) em relagdo ao tratamento Controle.
Sementes e plantulas de Inga laurina pode apresentar tolerancia nesta etapa, submetidas a
ZnONPs, porém na dose de 300 mgL™! ha uma redugéo entre 48 e 120h, seguido por um
aumento nas 120h, apresentando um comportamento oscilatorio € ja na dose de 50 mgL-!

ZnONP em comportamento linear para a Fm_Iss, conforme figura 64 e 65.
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Figura 65: Fm_Iss de 10 sementes de Inga laurina em funcio do tempo, apoés embebicio de 24h de solucio

aquosa de 50 e 300 mgL' de ZnONPs.

107



4.3.2 Fluorescéncia maxima no ultimo pulso saturante (FM_Lss) - foliolo

Apods 30 dias em casa de vegetacdo, as plantulas foram submetidas a Imagem de
Fluorescéncia da Clorofila @, com a mesma metodologia do periodo de germinagdo.Foram
observadas diferencas na emissdo da fluorescéncia Fm Lss em plantulas de Inga laurina
provenientes de sementes germinadas com difetentes concentragdes de ZnONPs (Figura 66).
A emissao foi menor nas concentragdes 50 e 200 mgL-1, sendo a menor media com relagdo a

todos os tratamentos observada nesta concentragao.
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Figura 66: Parimetro Fm_Iss, média de 10 plantas jovens de Inga laurina, em fun¢do do tempo, 30 dias

apés embebicio de 24h de solucio aquosa de 0, 50, 100, 200 ¢ 300 mgL-' de ZnONPs.

Ainda que tenha sido observada uma redu¢do de 33,12% de Fm_Lss na dose de 200
mgL-1 em relagdo ao controle, ndo foi observada linearidade entre dose/resposta, uma vez que
na maior (300 mgL-1) ndo foi observada diferenca com relagdo ao Controle. J& existem
estudos que corroboram com esta hipotese, (Amde et al., 2017) em revisdo realizada sobre

NPs metalicas relatam que devido as caracteristicas fisico-quimicas das NPs pode ocorrer
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agregacao/aglomeragdo, o que pode induzir a deposi¢do deste material no sedimento, com

consequente diminui¢do da concentracao de NPs metélicas em suspensdo ao longo do tempo.

A figura 67 apresenta a emissdo de fluorescéncia para o Fm_Lss para plantulas de
Inga laurina provenientes de sementes embebecidas em diferentes concentragcdes de ZnONPs,
nota-se que houve pouca evidencia de diferenga no padrao de pixels ( escala de cores) nas

diferentes doses.

300 mglL!

Figura 67: Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila a em plintulas de Inga laurina para o

parametro (Fm_lIss) , 30 dias apés a imersiio em 0, 50 ¢ 300 mgL' de ZnONPs.

4.3.3 Eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm) — semente e plantulas sementes e plantulas

A Figura 69 mostram imagens representativas do rendimento quantico da conversao
de energia fotoquimica em FSII (Qy max) em fung¢do do tempo para sementes de Inga

lauriana expostas a ZnONPs em (A) 0 mgL!, (B) 50 mgL- !, (C) 300 mgL '
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Figura 68: Imagem de emissdo de fluorescéncia da clorofila @ em sementes de Inga laurina para o
parimetro de rendimento da eficiéncia fotoquimica Fv/Fm: (A) 0 mgL, (B) 50 mgL"' de ZnONPs, e (C)
300 mgL-'de ZnONPs
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As alteragdes observadas também sdo dependentes de tempo e dose. Apos a exposigao
na maior concentragdo de ZnONPs, a maxima eficiéncia da atividade fotoquimica do FSII, ja
estd aumentando antes da protrusdo do radicular. Este resultado sugere uma alta atividade

metabodlica em sementes, como uma possivel forma de minimizar os impactos dos ZnONPs.

Na figura 69 apresentam as andlises do rendimento fotoquimico. No tratamento 50
mgL! ZnONP, as médias foram inferiores ou igual ao tratamento (0) Controle, com diferenga
estatistica nos periodos de 24h e 168h de germinagdo. No tratamento 100 mgL-' ZnONP as
médias também foram inferiores ou igual ao tratamento (0) Controle, com diferenga estatistica
nos periodos de 72h e 168h de germinagio. No tratamento 200 mgL™! ZnONP as médias do
(Qy_max) foram iguais ou superiores ao tratamento (0) Controle, com diferenga estatistica nos
periodos de 72h e 120h de germinagdo, terminando com medias iguais os dois tratamentos.
No tratamento 300 mgL-! ZnON apresentaram medias proximas no periodo de 24h e 48h de
germinagdo superiores ao tratamento (0) Controle, inferior no periodo de 120h terminando

com medias iguais no periodo de 168h.
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Figura 69: Qy max- parametro de rendimento da eficiéncia fotoquimica da média de 10 sementes de Inga
laurina em funcio do tempo apés serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de ZnONPs. * Diferenca
significativa (teste T, p <0, 05; n = 10).
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Sandrin et al. (2017) estudando sementes de canola e trigo expostas a ZnONPs,
mostrou que a canola foi sensivel ao tratamento com nanoparticulas de zinco quanto a
germinagio, sendo a dose limite foi ( 6,95 mgL™"). A partir do qual observou-se decréscimo da
porcentagem de plantulas normais, demonstrando efeito fitotoxico das ZnONPs as sementes
de canola. Levando em conta caracteristicas como o tamanho diminuto, a pequena quantidade
de reservas e, portanto, capacidade de absor¢ao de pequena quantidade de agua das sementes
de canola, possivelmente resultou em salinizagdo da semente nas doses maiores do que

6,95mgL!, prejudicando a germinagdo das mesmas (SANDRIN et al.; 2017).

Nas maiores concentragdes observa se que o rendimento fotoquimico (Qy max =
Fv/Fm) foi maior que o tratamento (0) controle, sendo a concentragdo de 50 mgL™!' com a
menor média, sendo a esta dose menos nociva em relagdo a 300 mgL™!, onde ocorre a maior

degradacdo de clorofila ao longo do tempo, que serd demonstrado na fluorescéncia

estacionaria.
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Figura 70: Parametro de rendimento fotoquimico (Qy max) das sementes de Inga laurina em func¢io das

concentracdes 0, 50,100, 200 e 300 mgL-' de ZnONP, durante o periodo de germinacio.

A eficiéncia fotoquimica das doses de ZnONps se apresentaram linearidade até a dose

de 200 mgL!, porém na dose de 300 mgL! houve uma queda as 120h de dificil interpretagdo
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conforme figura 70. Verificou-se ainda que, nas doses mais baixas o valor do Qy max ¢

menor do que a Controle, porém nas maiores doses esse parametro foi maior que o Controle.

4.3.4 Eficiéncia fotoquimica (fv/fm) — foliolo

Apobs 30 dias em casa de vegetagdo, as plantulas foram submetidas a Imagem de
Fluorescéncia da Clorofila ¢, com a mesma metodologia do periodo de germinacdo. Foi
avaliado a eficiéncia do rendimento fotoquimico da fotossintese através do parametro
(Qy_max) das plantulas de Inga laurina submetidas no periodo de germinacdo com
concentragdes de ZnONPs nas concentragdes de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-'. Os resultados
demonstraram que as concentragdes de 50, 100, 200 mgL! se mantiveram proximas ao
controle, porém o tratamento 300 mgL™' teve o menor rendimento, mostrando-se mais

sensivel e com baixo rendimento fotoquimico.

ZnONPs

0,77
0,76 -
0,75

A

0,73 -

QY max

0,72 |- *

0,71 - }

0,70 -

0,69 1 1 1 1 | L | 1 1
0 50 100 200 300

Concentracio (mgLvl)

Figura 71: Parametro de rendimento fotoquimico (Qy_max) das plantulas de Inga laurina em funcio das

concentracdes 0, 50,100, 200 e 300 mgL-' de ZnONP, apés 30 dias de plantio.
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4.3.5 Supressao nao-fotoquimica (NPQ Lss) — sementes e plantulas

Na figura 72, sdo descritas as medias do quenching nao fotoquimico no ultimo pulso
saturante (NPQ Lss) para as sementes de /nga laurina em fungdo das concentragdes de
ZnONPs. Os valores demonstram para o tratamento 50 mgL'de ZnONP até as 48h tem a
média maior que o tratamento (0) Controle, declina nos periodos de 96h e 144h com média
inferior ao tratamento (0) Controle, terminando o periodo de germinagdo com a média de
(NPQ _Lss) superior. Para a dose 100 mgL! ZnONP apos o periodo de 24h tem a média de
(NPQ_Lss) superior até o periodo de 96h, declinando nos periodos de 120h e 144h em relagao
ao Controle. O tratamento 200 mgL™!' ZnONP obteve a média de (NPQ Lss) superior ao
tratamento Controle até¢ o periodo de 48h, declinando e permanecendo menor que o
tratamento (0) Controle até o periodo final de germinagdo com diferenga estatistica nos
periodos de 24h, 48h, 144h e 168h. O tratamento 300 mgL™' ZnONP obteve as maiores
médias de (NPQ Lss) no periodo de 24h, 72h e 168h, e no periodo de 120h e 144h o

tratamento Controle valor maior.
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Figura 72: Valores médios do quenching nao-fotoquimico (NPQ_Lss), das sementes de Inga laurina em
funcdo do tempo para as concentracdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de nanoparticulas de zinco ZnONPs. *

Diferenca significativa (teste T, p <0, 05; n = 10).

Estudos realizados com 4 forrageiras demonstram valores altos e baixos de (NPQ Lss)
com espécies sucessiveis e outras resistentes. SILVA et al. (2006) relata que os valores
observados dos quenchings apontaram para menores NPQ Lss no capim-do-nilo e capim-
setaria quando avaliados no 10° dia apds a suspensdo da irrigacdo, em comparagdo ao inicio
das avaliagdes, ou seja, sob maior déficit hidrico estas espécies parecem apresentar indicios de
danos as proteinas do complexo fotossintético. Mesmo sob déficit hidrico intenso, os capins
angola e hemarthria mantiveram valores de qP (NPQ Lss) elevados e, portanto, parecem ser
menos susceptiveis ao estresse hidrico experimental. Vai depender da suscetibilidade das

espécies e se tem ou ndo defesas contra os componentes quimicos a quais sao expostos.

Observou-se que nas primeiras 72h de germinacdo, as sementes de /nga laurina que
foram expostas a ZnONPs, apresentaram um valor maior de NPQ Lss quando comparadas
com a Controle (Figura 74). Apos as 96h essa dissipacdo de energia, em forma de calor,
diminui, voltando a subir novamente nas dose 50 mgL™! ¢ 300 mgL!, em comparagdo com

o tratamento Controle.
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Figura 73: NPQ Lss - dissipa¢do ndo fotoquimica da média de 10 sementes de Inga laurina em funcio do

tempo apés serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de ZnONPs.

Segundo Borkert, a elevada importancia do Zn nas plantas deve-se a participagdo no
processo de agdo de um grande nimero de enzimas, como as desidrogenases, proteinases,
peptidases e nas fosfohidrolases, que sdo reagdes fundamentais para as fungdes basicas da
planta no metabolismo dos carboidratos, das proteinas e dos fosfatos, e na formagdo da
estrutura das auxinas, do RNA e dos ribossomos (BORKERT et al.,1989). Também se
constata a sua importancia no metabolismo de fendis, na formagao de amido, na defini¢ao

do tamanho e multiplicacdo celular e na fertilidade do grao do pélen (MALAVOLTA,1991).

4.3.6 Supressao nao-fotoquimica (NPQ_Lss) — foliolo

Apo6s 30 dias em casa de vegetagdo, as plantulas foram submetidas a Imagem de
Fluorescéncia da Clorofila a, com a mesma metodologia do periodo de germinagdo. Todas as
concentragdes apresentaram valores superiores de dissipacao nao fotoquimica em plantulas,

decorrido 30 dias de embebicao com ZnONPs (Figura 74).
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Figura 74: Valores médios do quenching nao-fotoquimico (NPQ Lss) de pantulas de Inga laurina em

funcdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 ¢ 300 mgL-' de ZnONPs.
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Fluorescéncia (u.a.)

Em condigdes de estresse, as plantas podem apresentar também reducdo acentuada na
eficiéncia quantica méaxima do FSII (Fv/Fm). O decréscimo deste pardmetro ja foi observado
em diversos estudos com videiras e plantas de cobertura (CAMBROLLE et al., 2013a;
SANTANA et al., 2015; TIECHER et al., 2016a; 2016b) e se caracteriza como um estado de
fotoinibi¢do cronica (ALVES et al., 2002), a qual indica uma reducio na propor¢do de centros
de reacao abertos (MAXWELL; JOHNSON, 2000), ou seja, aptos a receber elétrons. Nestas
condi¢des, geralmente ocorre o aumento da dissipacdo ndo-fotoquimica (NPQ Lss), o que
indica que as plantas dissipam a luz na forma de calor, protegendo assim a folha de maiores
danos (MAXWELL & JOHNSON, 2000; CAMBROLLE et al., 2012). Esta dissipagio da
energia de excitacdo das clorofilas pode prevenir a formagao de moléculas altamente reativas,
a partir de oxigénio, denominadas espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem danificar
irreversivelmente proteinas, lipideos e pigmentos de membranas fotossintéticas (HORTON&

RUBAN, 2004).

4.3.7 Fluorescéncia estacionaria — sementes e plantulas

Figura 75 mostra os espectros tipicos da fluorescéncia de moléculas de clorofila (Chla)
quando excitado em 405 nm. As medidas foram realizadas diretamente nas sementes, € nos
ultimos dias nas primeiras folhas que se formam do embrido. Foi possivel observar picos de
fluorescéncia entre 72 € 96h para as ZnONps de 0, 50, 100, 200 mgL!. Porém o tratamento de
300 mgL-!' desde 24h apds exposi¢do permaneceu com a menor redugdo ao longo do tempo.

Evidenciando a maior degradagdo de clorofilas quando expoxtas a esta dosagem de ZnONPs.
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Figura 75: Espectro do Parametro da Fluorescéncia estacionaria ao longo do tempo da média de 10

sementes de Inga laurina em fun¢io do tempo apds serem submetidas a 0, 50, 100, 200 ¢ 300 mgL™' de

ZnONPs.

4.3.7.1 Razao Fluorescéncia 685/735

A andlise dessa razdo F685/F735, intensidade de fluorescéncia dos picos
caracteristicos de clorofila a. Na Figura 76, nota-se que houve alteracdes significativas na
fluorescéncia de clorofila (Chla) nas sementes com ZnONPs para todas as doses,
principalmente as 72h e um aumento a partir das 96h para as doses de 100, 200 ¢ 300 mgL".
Resultando em uma tendéncia de consumo de clorofila como plastos de reserva a partir das

doses de 100 mgL'. Devido a degradacdo da clorofila nas maiores concentragdes.
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Figura 76: Razao F685/F735 em func¢io da concentracio de ZnONPs, com excitacio em 405 nm, em 168h

de germinacio (7 Dias).
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4.3.8 Fluorescéncia estacionaria — foliolos

A Figura 77 mostra os espectros tipicos da fluorescéncia de moléculas de clorofila
quando excitado em 405 nm. As medidas foram realizadas no 3° par de folhas de metéfilos,
em plantas classificadas como Jovens, apds o seu 30° dia apds germinagdo. Duas bandas de
emissdo podem ser observadas entre 625 ¢ 800 nm: as bandas no vermelho e no vermelho-
distante com maximo em 685 e 735 nm, respectivamente. Foi possivel observar que o
tratamento com 300 e 50 mgL™!' apresentou um maior pico de fluorescéncia de moléculas de
clorofila (Chla), enquanto que o tratamento Controle apresentou o menor pico. Podendo a

plantula ter conseguido ajustar seu metabolismo apods 30 dias de exposicao.
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Figura 77: Espectro do Parametro da Fluorescéncia estacionaria ao longo do tempo da média de plantulas

de Inga laurina, em func¢io da concentracgio, decorridos 30 dias de exposicio a ZnONPs.
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3.8.1 Razao Fluorescéncia 685/735

Na figura 78, nota-se que nao houve alteracdes significativas na fluorescéncia de
clorofila (Chla) das plantulas que foram germinadas com concentracdes de ZnONPs, com a
menor redugdo na dose de 50 mgL™!. Com isso, podemos perceber uma indicagdo que as
plantulas estdo buscando ajustar o contetudo de clorofilas do FSII, principalmente nas maiores

concentragoes.
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Figura 78: Analise de razao F685/F735, intensidade de fluorescéncia dos picos caracteristicos da clorofila
a, opos 30 dias de exposicao com ZnONPS.

4.3.9 Analises termograficas — sementes e plantulas

Na figura 79, as andlises dos valores médios da temperatura superficial das sementes
de Inga laurina. As andlises da temperatura superficial (Ts), foram realizadas enquanto as
sementes estavam adaptadas a 30 minutos no escuro, no software Testo IRSoft 2.23. No
tratamento 50 mgL™! teve média (Ts), inferior ao tratamento (0) Controle, com diferenga
significativa as 48h, e ao longo do periodo germinativo, as temperaturas, se mantiveram
proximas. No tratamento 100 mgL' a média (Ts) s6 foi inferior ao tratamento (0) Controle
nas 48 horas, apds as 96 horas a (Ts) foi maior no tratamento embebido com (ZnONPs),
apresentando diferenga estatistica nas 48h, 96h ,120h, 144 h e 168h. No tratamento 200 mgL"!
a média de (Ts) do tratamento (0) Controle se iniciou com maior (Ts) as 48h, mas as 120

horas o tratamento embebido com (ZnONPs) obteve as maiores médias, com isso as médias
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de (Ts) com diferenga estatistica nas 120, 144 e 168horas. Apresentando um comportamento
oscilatorio de dificil interpretagdo. Podendo ser atribuido a fase de desenvolvimento da

plantula e ndo mais da semente, entre 120 e 168h.
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Figura 79: Analises dos valores médios da temperatura superficial das sementes de Inga laurina em
funcdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de ZnONPs. * Diferenca significativa (teste T, p <0,
05, n =10).

4.3.10 Analises termograficas — foliolo

Apo6s 30 dias em casa de vegetacdo com a mesma metodologia das sementes de Inga
laurina, as folhas foram submetidas a analises da temperatura superficial (Ts), foram
realizadas enquanto estavam adaptadas a 30 minutosao escuro ( Figura 80). O tratamento
Controle obteve a média superior em todas as concentragdes de ZnONPs, sendo o tratamento
com 200 e¢ 300 mgL' com a menor (Ts). O tratamento com ZnONPs, nas maiores
concentragdes apresentaram menor (Fm_Iss), menor (Qy max) e maior (NPQ Lss),

corroborando com os resultados de temperatura, apresentando a menor temperatura foliar nas
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concentragdes de 200 e 300 mgL!, em relagdo ao tratamento Controle. Corroborando com a
diminui¢do de temperatura causada pelas ZnONps, o parametro de dissipagdo nao
fotoquimica (NPQ Lss) teve aumento significativo, resultando em uma temperatura foliar
menor que o tratamento (0) controle, podendo a planta ter um mecanismo mais eficiente em
dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ Lss) de ZnONPs, quando comparado ao Fe>O3;NPs e
CuONPs.
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Figura 80: Analises dos valores médios da temperatura superficial das plantulas de Inga laurina em

funcdo das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-' de ZnONPs.

4.3.11 indice de germinacio e comprimento da raiz, sementes e plantulas

Os resultados do indice de germinacdo foram de 100%, ou seja, todas as sementes
utilizadas germinaram( Figura 82). Verifica-se que as sementes de ingd apresentaram a

mesma capacidade de germinacao.
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Figura 81: Imagem do tltimo dia de germinacio 168h de sementes de Inga laurina para concentracdes 0,
50, 100, 200 e 300 mgL! de ZnONPs. Foto: Daniela Graciano

Na figura 82, foi possivel observar que em todos os tratamentos houve reducdo do
comprimento da raiz apdés o periodo germinagdo. As menores médias foram para os
tratamentos de 100 e 300 mgL-!. O sistema radicular das plantas sdo os primeiros pontos de
exposicao aos estresses abiodticos transmitidos pelo solo, como concentragdes toxicas de ions
essenciais € ndo essenciais, aluminio, pesticidas, constituindo fatores limitantes ao
crescimento das plantas, e quando absorvidos, esses compostos tendem a acumular-se nas
raizes, acarretando alguns efeitos como o escurecimento, engrossamento e inibicdo do

crescimento radicular (SHABALA et al., 2000).
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Figura 82: Comprimento da raiz (CR), apés 168h do periodo de embebicdo das sementes de Inga laurina,

em fungiio das concentracdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de ZnONPs.
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Figura 83: Sementes germinadas de Inga laurina, apés 168h de embebicdo nas solucdes de ZnONPs com

concentracdes de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL.

Estressores associados a fitotoxidade normalmente promovem a redug¢do do
comprimento das raizes pela inibi¢do do crescimento por inibirem a divisao e o alongamento
celular (AIDAR et al.; 2003). No presente estudo, a exposi¢do as NPs esteve associada ao
crescimento das raizes e ndo sua inibicdo. O mecanismo de inducdo do tamanho (CR) pode
ser indireto, ou seja, estar relacionado aos efeitos das NPs ao aparato fotoquimico nos tecidos
fotossintetizantes, resultando em maior assimilagdo e consequentemente das raizes. Sendo

possivel observar as diferencas visualmente (Figura 83).

4.3.11.1 Tamanho da raiz das plantulas

Apds 30 dias, que as sementes foram embebecidas com diferentes concentragdes
Fe>O3NPs, verificou-se que ndo houve diferenga significativa no comprimento das raizes das
plantulas com os tratamentos de 200 e 300 mgL-' quando comparadas com a Controle (Figura

84).
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Figura 84:Comprimento das raizes apés 30 dias de embebicio das sementes de Inga laurina, em fungio

das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL! de ZnONPs.
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Figura 85: Plantas de Inga laurina no tratamento com 300 mgL-! ZnONPs, apés 30 Dias de crescimento

em casa de vegetacio. Foto: Daniela Graciano

.3.12 Analise do extrato

4.3.12.1 Analise do extrato

Observou-se que o tratamento (0) Controle obteve a menor média em relagdo a todas
as concentragdes, a maior foi a concentragdio 300 mgL™!, quando comparado com os
resultados dos pardmetros apds 30 dias de crescimento para a concentragdo de 300 mgL!,
obteve como resultados a maior média de fluorescéncia (Fm_[ss), maior média de dissipacao
ndo fotoquimica (NPQ Lss), e menor média de absorcdo uv/vis em relagdo as outras
concentragdes, evidenciando que este tratamento produziu alteragdes fisioldgicas na planta
nesta concentragdo em relacdo aos demais tratamento tanto negativamente para a menor
concentragdo e positivamente nas maiores concentracdes aumentando a Fm_Iss e teor de Chla.
Porem em todas as concentragdes houveram danos as raizes. O estresse por Cu ¢ Zn pode
danificar a estrutura das raizes (AMBROSINI et al., 2015; BOCHICCHIO et al., 2015), o que
pode reduzir a absorcdo de agua e nutrientes minerais do solo e, assim, diminuir o

crescimento das plantas (TOSELLI et al., 2009; AMBROSINI et al., 2016).
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Figura 86: Absorcao de fluorescéncia de plantas de Inga laurina apés 30 dias de crescimento em casa de

vegetacio, em fungiio das concentracdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL' de ZnONPs.
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4.3.12.2 Teor de clorofila a

A figura 87, foi possivel observar que neste parametro ¢ de aumento crescente do teor
de clorofila nas concentragdes. A concentragdo de 50 mgL™! apresentou a média de teor da
clorofila mais proxima da (0) controle e nas demais concentragcdes os teores foram bem
maiores que o tratamento (0) controle. Alteragdes foram encontradas em outros parametros

como NPQ Lss e Fm Iss e CR que indicam que a planta utilizou mecanismos de defesa.

Em um estudo com nove cultivares de arroz (Oryza sativa) cultivadas em solugdo
nutritiva com 20 mgL! de ZnONP, ndo foi verificado efeito toxico do Zn sobre a produgéo de
clorofila a, b, caretenoides e xantofilas. Os autores atribuiram esse efeito a a¢ao das enzimas
antioxidantes catalase e peroxidase que controlam os niveis de espécies reativas de oxigénio

na planta, evitando danos aos pigmentos (SAMART et al., 2017).

Plantas de Pepino (Cucumis sativus) cultivadas em solo com ZnONP (400 e 800 mgL")
também ndo apresentaram reducdo no teor de clorofila, nem alteragdes nas trocas gasosas

(ZHAO et al., 2013).

Porém fitotoxidade foi encontrada em planta de trigo (7riticum ssp.) cultivadas em
areia lavada com 500 mg kg "' ZnONP, ¢ foi constatado uma redugdo de quase 40% no teor de

clorofila das plantas (DIMKPA et al., 2012).

Em nossos estudos, nas maiores concentragdes houveram uma reducdo no teor de
clorofila e também em outras varidveis, apresentando altera¢des nas em (Fm_Iss), (Fm/Fv),
(NPQ Lss), (Ts) e (CR), indicando que houve interferéncia no aparato fotossintetico e

mecanismos de defesa principalmente nas concentragdes acima de de 100 mgL".
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Figura 87: Teor de Clorofila a de plantas de Inga laurina apés 30 dias de crescimento em casa de

vegetagiio, em fun¢io das concentragdes 0, 50, 100, 200 e 300 mgL' de ZnONPs.
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5. CONCLUSOES

As respostas de emissdo de fluorescéncia, elevacdo de temperatura superficial,
supressdo ndo fotoquimica e crescimento da raiz em sementes e plantulas de Inga laurina

variam de acordo com a concentracao e tipo de nanoparticula;

O aumento de fluorescéncia méxima no ultimo pulso saturante e o teor de Chla em
fun¢do da intensidade das concentragdes de CuONPs, Fe203NPs ¢ ZnONPs em relagdo ao
Controle, sugerindo a potencializacdo da eficiéncia fotoquimica, associado a capacidade

antioxidante das sementes de Inga laurina;

A germinagdo e o IVG de Inga laurina ndo foram influenciados pelas nanoparticulas

de CuO, Fe;03 ¢ ZnO;

O comprimento das radiculas e raizes de Inga laurina foram menores com a aplicagao
de nanoparticulas de 6xido de cobre, mas nao influenciaram por nanoparticulas de 6xido de

ferro e 6xido de zinco;

De modo geral, as sementes verdes de Inga laurina mostram relativa tolerancia as
nanoparticulas metalicas testadas, estas respostas, podem estar relacionadas aos sistemas

antioxidantes ndo enzimaticos.
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Effects of copper oxide nanoparticles
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Abstract: Nanotechnology is a field that, over the years, has been growing in several
research areas, such as medicine, agriculture and cosmetics, among others. As a result,
there is a continuous increase in the production, use and disposal of these materials in
the environment. The behaviour and (bio) activity of these materials in the atmosphere,
water and soil are not fully studied. Therefore, it is necessary to carry out an analysis of
the risks of contamination, as well as the possible effects and impacts of nanoparticles
(NPs) on the ecosystem. In an attempt to investigate these effects on plants, the present
study aimed to investigate the impact of copper oxide nanoparticles (CuO NPs) on the
seed germination process of Sesbania virgata. For this, the Sesbania virgata seeds were
subjected to different concentration of CuO NPs (0, 100, 200, 300 and 400 mgl") and
their germination and development were monitored by optical analysis (thermography
and chlorophyll a fluorescence). The results show that the CuO NPs induced a reduction
on the maximum emission of chlorophyll a, which was concentration-dependent. The
data also showed that CuO NPs promoted an increase in the energy dissipated by
non-photochemical pathways and the surface temperature of the seeds. Additionally,
our findings revealed that CuO NPs caused a root growth inhibition. In summary, the
present study demonstrates, for the first time, that CuO NPs can negatively affect the
physiological status and development of the S. virgata plant, by altering the efficiency
of the functioning of photosystem Il in its initial developmental stage, depending on the
concentration of CuO NPs.

Keywords: root growth, oxidative stress, metals, chlorophyll fluorescence, nanomaterials.

dimensions less than 100 nm (Klaine et al. 2008).
The possible interactions with ecosystems and

Nanotechnology is revolutionary, applicable
in various sectors and has the potential to
benefit human health and the environment;
however, it is necessary to consider the risks
and impact of the production and disposal of
nanoparticles (NPs) on the environment and
organisms (Carniel 2013). The most accepted
definition for the term nanomaterials (NMs)
includes natural or man-made particles with at
least one dimension less than 100 nm; NPs are
widely accepted as materials with at least two

organisms occur when commercial products
are released into the environment, for example
silver nanoparticles (Ag NPs) used in the textile
industry or titanium dioxide nanoparticles (TiO,
NPs) in cosmetics. Thus, the studies with NPs
carried out to date should be regarded as a
hypothesis because, on the level of exposure
that occurs today, these results would not
be observable naturally (Brayner et al. 2013).
However, an increasing concentration of NPs in
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the environment (bioaccumulation) should be
expected over the time, as mostly engineered
NPs are not biodegradable.

A previous study reported that the
chlorophyll a fluorescence of Soybean (Glycine
maxL.Merr.) plants wasimpacted when subjected
to gold nanoparticles (Au NPs) during the seed
germination stage. AuNPsinduced asuppression
of the chlorophyll a fluorescence, and that was
dependent on the size and concentration of NPs.
This phenomenon was mainly attributed to the
effect of the transfer of electrons (e’) through
photoinduction of chlorophyll molecules (Chl)
contacting Au NPs, resulting in a decrease in the
chlorophyll fluorescence signal. The smallest Au
NPs (5 nm) induced the highest fluorescence
suppression (Falco et al. 2011). In another
study, leaves of fava bean (Vicia faba L.) had
their chlorophyll fluorescence impacted when
subjected to Ag NPs. In addition, the interaction
between Chl and Ag NPs was dependent on
the size and concentration of the metal NPs
(Queiroz et al. 2016). Therefore, the particle size
and distribution are of the great importance
for the adverse effects of NPs on plants. On the
nanometric scale, the effective area available is
considerably increased, changing the nature of
the interactions between the molecular forces
of the material. This affects the impacts that
these processes or nanotechnological products
can cause to the environment, human health
and society in general,

The impacts caused by the release of
pollutant loads with NPs and/or NMs and
intervention scenarios is an area of interest for
researchers, mainly those investigating plants,
which are an important part of the ecosystem;
plants may be able to remove, immobilise or
even reduce the availability of nanomaterials
(Andrade et al. 2007). In addition to the relevance
of plant-NP interactions as trophic relationships,
they have potential uses as bioindicators of

COPPER OXIDE NANOPARTICLES ON GERMINATION OF S. virgata

environmental contamination, through the
evaluation of sensitivity responses depending
on the type, size and/or concentration of NPs.
Bioindicators or environmental indicators
are important tools used to correlate a given
anthropic factor (human-made changes) or a
natural factor with a potential impact. This may
include an important assessment of ecological
integrity, as in the condition of an area or
organism. These studies can be performed by
comparingindividuals,thestructureand function
of a biological community between an impacted
area and reference areas (Andrade 2010). For
example, Pistia stratiotes and Eichhornia
crassipes are indicator species of polluted
aquatic environments because they develop
in places with high concentrations of organic
matter, micronutrients and macronutrients.
These species are used as indicators of
pollution levels, because they have a high
growth rate and an excellent ability to absorb
and concentrate metallic pollutants in aquatic
systems; moreover, they do not show symptoms
of poisoning at high pollutant concentrations
(Bettinelli et al. 2000). Species such as
Utricularia breviscapa (utricularia), Nymphaea
elegans (water lilies) and Nymphoides indica
(nymph) are also bioindicators of environmental
pollution (Pompéo 2008). Research conducted
with the plant Cicer arietinum L. (chickpea)
exposed to different concentrations of copper
(1) oxide NPs (CuO NPs) showed that the NPs
interfered in the growth of the plant, causing
a delay in the growth of roots and stems (Nair
& Chung 2015a). Another study showed that
the growth of rice (Oryza sativa CV. Swarna)
was affected at three different levels of stress
caused by copper Il oxide (CuO NPs) (0.5 mM,
1.0 mM and 1.5 mM CuO NPs, < 50 nm particle
size). Based on these results, it was concluded
that the rate of germination of the plant was
significantly reduced. In addition, it was evident
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that, in leaves, oxidative eruptions occurred
(Shaw & Hossain 2013).

Another study examined the effects of
CuO NPs on the germination of seedlings of
green peas (Pisum sativum L.) at different
concentrations (0, 50, 100, 200, 400 and 500
mgL"). The experimental results demonstrated
that there was a significant reduction in plant
growth (shoot and root length), increased
generation of reactive oxygen species (ROS) and
lipid peroxidation, and oxidative degradation of
lipids induced by NPs (Nair & Chung 2015b, Nair
& Chung 2017).

In Van et al. (2016), strains of transgenic
cotton (Bt-29317) and conventional cotton (Jihe
321) were subjected to different concentrations
(0, 10, 200 and 1000 mgL") of CuO NPs. They
found that CuO NPs significantly inhibited the
growth and development of transgenic and
conventional cotton, impacting the height, root
length, number of roots and biomass production
when subjected to CuO NP concentrations over 10
mgL". They also demonstrated that the CuO NPs
mainly aggregated in the root outer epidermis.
Nevertheless, CuO NPs aggregates were found in
the leaf epidermis, and also reached leaf cells
by endocytosis.

Metal-oxide nanoparticles (NPs) such
as copper oxide (CuO NPs) offer promising
perspectives for the development of novel
agro-chemical formulations of pesticides and
fertilisers. (Simonin et al. 2018) showed that CuO
NPs can have detrimental effects on microbial
activity in soils with different physicochemical
properties that had been previously exposed to
various agricultural practices. The experiments
showed that CuO NPs had detrimental effects
on soil microbial activities, but most effects
occurred at the highest concentration tested
(100 mgkg"). Similar to previous studies, they
observed that the negative effects of CuO NPs
increase over time, indicating that short-term
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studies (hours, days) may underestimate the
risks posed by these contaminants. The presence
of plants influences the microbial response
to CuO NPs exposure but does not mitigate or
compensate for the effects.

Mosa et al. (2018) investigated toxicity on
the physiological, phenotypical, biochemical
and genomic levels. It was found that Cu NPs in
the size range of 10-30 nm (50, 100 and 200 mgL"
of Cu NP powders) were toxic to Crocus sativus.
Cu NPs showed a decrease in the total biomass
of the treated C. sativus plants. The analysis
demonstrated that Cu NPs accumulated in C.
sativus plant tissues, with higher accumulation
levels in root tissues. The genotoxic effect of Cu
NP induced genomic DNA modifications in C
sativus. Additionally, Cu NP led to a significant
decrease in chlorophyll a and b contents, an
increase in H,0, and MDA contents, as well
as an increase in electrolyte leakage which
induced damage to the cucumber root plasma
membrane. They demonstrated that Cu NP
induced oxidative stress in C. sativus and Cu-Zn
SOD gene expression was induced under Cu NP
treatment.

Sesbania virgata (Cav.) Pers. belongs to the
family Leguminosae (Fabaceae), the subfamily
Faboideae (Papilionoideae) (Shuguang et
al. 2009). The species is popularly known as
Sesbania, bean, sarazinho and mother-jose.
The genus Sesbania is characterised by species
tolerant of poar soils with a high content of heavy
metals and a high level of adaptability when
subjected to biotic and abiotic stresses (Yang
et al. 2003). S. virgata is a fast-growing pioneer
species, a perennial weed that reproduces by
seeds, with a shrubby habit that can achieve
2 to 4 m tall. It is a native species with quick
growth and hardiness, showing its potential for
planting in degraded areas or in recovery, as well
as desertified areas and for the restoration of
riparian forests (Delarmelina et al. 2014, Araljo
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et al. 2004). In addition to bringing physical
benefits to the soil with its highly branched
root system, it prevents erosion and serves to
support reforestation and the maintenance
of areas in recovery (Zanandrea et al. 2009). It
produces a large number of seeds with high
viability, which are scattered within indehiscent
fruits that can float in the water for the dispersal
of the species (Pott & Pott 1994). The seeds of
the species undergo rapid germination and are
homogeneous, an unusual feature among the
seeds of native plants. They present dormant
endosperm seeds that accumulate tegmental
galactomannan as a polysaccharide in the cell
wall. The germination process of these seeds
occurs on the second or third day after soaking
(Buckeridge & Dietrich 1996, Tonini et al. 2007).
In this context, the present study aimed
to detect changes in the functioning of the
photosynthetic apparatus of Sesbania virgata
(Cav.) Pers. induced by CuO NPs. For this, non-
destructive optical methodologies were applied
for investigating the phytotoxicity effects of NPs
on Sesbania virgata (Cav.) Pers. seedlings when
subjected to different concentrations of NPs.

METHODOLOGY

Copper oxide nanoparticles (CuO NPs)

Copper (I1) oxide nanoparticles (CuO NPs were
acquired from Aldrich (USA) in powder - cod.
544868 - 5g - Copper(ll) oxide - nanopowder <
50 nm particle size (TEM) (www.sigma-aldrich.
com)). The specification of the product does
not indicate the purity of the nanaparticles.
Transmission Electron Microscopy (TEM)
- Morgagni 268D 100 kV (FEI) was used
to determine the morphology and mean
diameter of the nanoparticles.

Prior to the TEM image collection, the CuO
NPs were sonicated for 15 min in isopropyl
alcoholsolution.Then,samples were prepared by
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placing a drop of isopropyl alcohol nanoparticle
solution on a holey carbon grid and dried in
vacuum during 3 h before the microscopy
analysis. The nanoparticle size distribution was
estimated from the measurement of about 100
particles. The analyzed material was extremely
agglomerated, which made it difficult to
count a larger number of nanoparticles.
The morphology and diameter of the CuO
NPs were determined by means of Image)
software.

Dynamic Light Scattering (DLS) technique
was used to determine the hydrodynamic size of
the CuO NPs, as well as to calculate their mean
hydrodynamic size distribution, Polydispersity
Index (PDI), and Zeta Potential (ZP). The analysis
was performed using the Zetasizer Nano ZSP
equipment (Malvern instruments), using the
following parameters: laser wavelength of 633 nm
(He-Ne), scattering angle of 1739, temperature of
25°C and average refractive index of 1.390. The
samples were prepared with ultrapure water
and DMSO at concentration of 1% (v/v) and
then placed in a cuvette. For each sample, three
measurements were performed and the mean
value was recorded.

The CuO NPs (~50 nm), in powder, were
analyzed by scanning electron microscopy (SEM)
with a dispersive x-ray energy spectroscopy
system (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy -
EDS). The equipment is a bench system, brand
Phenom-World, model Phenom Pro X. The system
has a naminal resolution > 14 nm, magnification
of 80 - 130000x, elementary detection range that
varies from Carbon (C) to Americio (Am), source
electron CeB6, color navigation camera with 20
to 135x zoom and variable voltage acceleration
from 5 - 15 kV. The equipment has an EDS
detector of the SDD type (Silicon Drift Detector)
with integrated software for determining
the elemental composition, simultaneously
identifying the different elements of the sample.
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The measurements were carried out using
carbon tape for conductivity and deposition of
the samples.

Seed selected in this study

We used the seed of S. virgata collected in the
Pantanal-MS, Passo da Lontra 184, Corumba / MS
in October 20715. The processing of the seeds was
manual. The seeds were obtained from plants,
in a number exceeding 20 individuals for the
maintenance of genetic diversity. The tested
seed lot was kept in a dark seed dispersal box
under refrigeration. Prior to germination, the
seeds underwent a mechanical scarification
process by sanding, which consisted of
submitting the seeds to friction, wear and tear
with sandpaper, to damage the skin. This is
one of the most efficient processes to enhance
hydration, permeation and germination in this
species (Camargos et al. 2008).

For the bioassays, the CuO NPs were
dispersed in aqueous solutions using ultra-pure
water and agitated in an ultrasonic bath for 30
minutes. The seed was scarified by sanding, to
facilitate the hydration of the reserve, and then
soaked in CuO NPs dispersion at concentrations
of 0 (control group), 100, 200, 300 and 400 mgL".
Each group was kept submerged in 5 mL of the
solution in a beaker for 12 h in an orbital agitator
(TECNAL) with a 5 rpm rotation adjustment to
facilitate soaking the seeds and for better
absorption/internalization of the NPs.

Evaluation of germination

After immersion, the seeds were placed in Petri
dishes with moistened double filter paper and
kept in a germination chamber with controlled
temperature, humidity and photoperiod,
providing ideal conditions for the germination
and growth of the species. The seeds were
maintained at 25°C with a 12 / 12 h dark / light
photoperiod and 65 / 70% humidity with an
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actinic intensity of approximately 300 pmolm"
’s. For each concentration of NPs used, 12 seeds
were evaluated. In vivo analyzes were performed
for 6 days. The first 24 h were immersed and,
from the second day on, thermal image
measurements were performed, the kinetics
of the chlorophyll fluorescence image and the
stationary fluorescence were evaluated in 5 days
and after 5 days, the root size of each seed was
measured. After the collected data, the average
for each seed lot was applied and the standard
deviation for concentration was applied. The
data presented will be relative to the means of
each group (0, 100, 200, 300 and 400 mgL"). These
procedures were applied to the study of the
proposed material, copper oxide nanoparticles
(CuO NPs).

OPTICAL TECHNIQUES USED FOR
DETECTING STRESS IN PLANTS

Infrared thermography

Thermal images obtained through a
thermographic Testo® camera with an infrared
detector with a 2.3-megapixel resolution, in
which the temperature scale is indicated by
false-colour gradients. The equipment has a
temperature range between -20 to 350°C. An
image was collected for each Petridish containing
12 seeds for each concentration tested. From the
Testo® software, the average temperature of
each seed was obtained from the analysis of the
temperature in different parts of the 12 seeds.
These data were subsequently submitted to
analysis of variance; the comparisons between
means were performed using Student's t-test
with 95% reliability. These measures were carried
out after a period of adaptation to the dark for
30 minutes, to avoid any temperature changes
influenced by light irradiation and with a control
temperature at 25°C.
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Kinetics of chlorophyll a fluorescence imaging

To conduct the study on the influence of NPs on
the photosynthetic apparatus of plants in vivo,
the kinetic fluorescence imaging technique was
applied, using a closed FluorCam FC-800 C Mark
Photaon Systems instrument. Composed basically
of panels of LEDs used as an excitation source
with actinic light intensity above 2500 pmol
(protons) m? s™ and a CCD camera collecting
plant fluorescence in the region between 400 to
1000 nm, this apparatus provides images with
a resolution of 512 x 512 pixels at a rate of 50
frames per second. The system is close, allowing
the adjustment of the dark seed, before it was
expose to radiation. Before the measurements,
the seeds were adapted to the dark for 30
minutes to ensure that all reaction centres were
open, allowing for a more effective measure
of fluorescence. For the kinetic fluorescence
imaging technique, white light was used as an
excitation source and a filter was used to select
only the emission of chlorophyll g, in the region
of 680 nm; the measurements were performed on
one side of the seed. The parameters observed
in the analysis of chlorophyll fluorescence were
Fm' (maximums fluorescence of dark-adapted
measurement) and NPQ™ (non-photochemical
quenching).

Stationary fluorescence

Fluorescent analyses of in vivo seeds were
performed using a portable spectrophotometer
consisting of two lasers, operating at 405 and 532
nm, a monochromator SB 2000 (FL-OceanOptics),
a Y-type optical fibre and a laptop, to obtain the
spectra. The samples were excited at 405 nm
and the spectra were obtained from 450 nm to
800 nm. The analyses were carried out directly
on the top of each seed and were performed on
all days of the germination process (five days).
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Root size

After 5 days of germination, the root length was
determined with the aid of a calliper (Digimess®),
to an accuracy of 0.05 mm.

RESULTS AND DISCUSSION
CuO NPs Characterization

The EDS results show the characteristic copper
peaks of greater relative intensity: at 0.929 keV,
referring to the La1.2 transition; 0.949 keV for
the LP1 transition; 8.047 keV referring to the Ka1
transition and 8.905 keV referring to the Kp1.3
transition. From the data it is also possible to
verify the existence of a characteristic oxygen
peak at 0.525 keV of the Kal.2 transitions,
confirming that the samples are composed of
copper (I1) oxide (CuO).

Although the manufacturer reported that
the CuO NPs (powder) were composed of
particles with a diameter smaller than 50 nm,
the results revealed that the CuO NPs had a large
diameter size with different populations (in the
range of 28-70 nm) with an average diameter of
48.26 + 8.0 nm. In addition, the TEM results also
demonstrated that CuO NPs had predominantly
regular spherical shapes (see Figure 1).

The DLS results revealed that CuO NPs
were highly polydispersed, with average
hydrodynamic diameter, PDI and ZP of 410.9 +
147.4nm, 0.7 + 01 and —141 £ 2.7 mV, respectively.
These results demonstrate that a higher
hydrodynamic diameter (D, qnamic 410.9 %
1474 nm) was obtained when compared to the
diameter determined by TEM, an expected result
because the DLS measures the total diameter
of the NPs together with molecules and ions
(layers) adsorbed on the nanoparticles of
surface when they are placed in a solution (Kass
et al. 2017). The data also show that CuO NPs are
not monodispersed, as the obtained PDI was 0.7
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A sample is defined as highly monodispersed
when PDI < 0.1, almost monodispersed for values
between 01 and 0.7, and highly polydispersed
for values > 0.7 (Stetefeld et al. 2016). In addition,
the results demonstrate that CuO NPs have a ZP
value of -141 = 25 mV, indicating that CuO NPs
dispersed in aqueous solution are relatively
stable. Guidelines classifying NP dispersions
with ZP values of + 0-10 mV, £ 10-20 mV, + 20-30
mV and > + 30 mV as highly unstable, relatively
stable, moderately stable and highly stable,
respectively. (Bhattacharjee 2016)

CuO NPs Effects on Sesbania virgata Seeds

Infrared thermography

The thermal image analyses performed showed
a significant increase in temperature, especially
in seeds subjected to CuO NPs in the first days
of germination, but the seeds recovered, as is
common in living organisms, possibly due to
homeostasis, when compared with the control
(0 mgL"). The average temperature of twelve
points for each seed and the average of the 12
seeds was analysed for each concentration.

L bty s S84l am s R 100 m

I

0 " A " A - L
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Figure 1. (a) Transmission electron microscopy micrography and (b) EDS spectrum of CuO NPs.

Figure 2 shows that the temperature of the
seeds was significantly changed after subjected
to the CuO NPs (t-test, p < 0.05; 95% degree of
confidence). However, due to the temperature
behaviour of the germination and hydrolysis
processes, there was a slight difference in
temperature as a function of time, and this
was clearly not linear, presenting oscillatory
behaviour between 72 and 96 h. This may be
because the germination process can be affected
by several internal and external (environmental)
factors at the same time, which act alone or
jointly, which when act as trigger internal signals
at the molecular level, which can induce the
activation or inactivation of various compounds
and metabolic reactions (Kerbauy 2008, SEO et
al. 2009). More studies on the temperature of
seeds during germination are needed, because
this is still lacking bibliographic references.

Fluorescence kinetics of chlorophyll a

A kinetic fluorescence image analysis of the top
seeds of S. virgata was performed after 120 h of
soaking, at concentrations of 0, 100, 200, 300 and
400 mgL". The parameters presented are Fm' and
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Figure 2. Mean temperature of 12 seeds of Sesbania virgata, as a function of time at all concentrations of CuO NPs
(< 50 nm) compared with the control (0 mgL"). * Significant difference (t-test, p < 0.05, n = 12).

NPQ', measures obtained in the saturating pulse,
when the seeds were already adapted (Figure 3).

Figures 4a and 4b illustrate a comparison,
in relation to time, of seeds subjected to the
presence of CuO NPs and control seeds, as Fm'’
(maximum fluorescence in the light-adapted
state) and NPQ’ (indicative of excess radiant
energy dissipation in the form of heat in PSII).
The analysis of NPQ" i.e the last saturated light
pulse, when the seeds were already adapted
to darkness, shows that CuO NPs induced
changes in this parameter at all concentrations,
evaluated relative to the control, causing
a significant increase at 48 and 72 h when
cotyledons are being formed. In a study carried
out with Vicia faba, it was showed that the NPQ'

values increased in the leaves containing the Ag
NPs, which demonstrates that NPs may cause an
increaseinthedissipation of light energy by non-
photochemical forms, instead of photochemical
processes (Falco et al. 2020). However, after 72 h,
a reversal in the behaviour of the NPQ occurred,
where a significant decrease after 120 h was
observed; this may be due to the formation of the
first leaves and the transformation of the seed
into seedling, being the plant able to performing
self-adjustment. Morphological or physiological
adjustments, presented by plants under stress,
allow them to maintain their metabolism and
promote the conditions that enable growth even
under continued stress (Bohnert et al. 1995).
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Figure 3. Fm' and NPQ' images, 120 h after soaking in 0, 100, 200, 300 and 400 mgL" of CuO NPs, obtained by means
of chlorophyll a fluorescence imaging.
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Figure 4. (a): Means of Fm’ of 12 seeds of Sesbania virgata, as a function of time, after soaking for 12 h in an
aqueous solution of 0, 100, 200, 300 and 400 mgL" CuO NPs (< 50 nm). * Significant difference (t-test, p < 0.05, n =
12). (b): NPQ' means of 12 seeds of Sesbania virgata as a function of time after being exposed to 0, 100, 200, 300
and 400 mgL" CuONPs (< 50 nm). * Significant difference (t-test, p < 0.05, n = 12).

Stationary fluorescence thylakoid membranes of chloroplasts (Mishra &

_ Gopal 2010). Based on the spectrum, an increase
The StaUOﬂary fluorescence measurements were in fluorescence intenSity of Chl was observed
performed on cotyledons, the first leaves that with treatment at 100 and 200 mgL" CuO NPs
emerge from the embryo. The samples presented 54 3 suppression at the concentrations of 300
two emission bands in the red and far-red range, and 400 mgl”, when compared with the control
when excited at 405 nm, with peaks at 685 and (H,0 Milli-Q). These results are presented in

735 nm, respectively. These fluarescence bands Figure 5. These results may be attributed to

are due to the Chl molecules present in the v, consumption of chlorophyll molecules as
photosystem Il and photosystem |, located in the
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reserves, because as this ratio increases, the
concentration of chlorophyll is lower, owing to
the selective re-absorption of red relative to
far-red fluorescence by chlorophyll malecules
(Cerovic et al. 1999, Caires et al. 2010). In a study
with rice (Oryza sativa L.) exposed to CuO NPs
under hydroponic condition, it was showed a
reduction of the pigment content in the leaves,
including chlorophyll a, chlorophyll b, and
carotenoids. According to the authors, CuO
NPs, especially at a concentration of 250 mgl
! affected the growth and development of rice
seedlings, probably due to oxidative damage
and disturbance of chlorophyll and carotenoid
synthesis (Yang et al. 2020).

The fluorescence ratio F685/F735 provides
information about the physiological state and
the chlorophyll content of plants (Buschmann
2007). This relationship is used to quantify the
maximum efficiency of PS II. In the analysis of
the chlorophyll content, the fluorescence ratio is
an indicator of oxidative stress (Lu et al. 2000).
The analysis of F685/F735, i.e. the fluorescence
intensity of the characteristic peaks of
chlorophyll a (in Figure 5a and 5b), shows that
there were changes in the chlorophyll content
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of seeds treated with CuQ NPs, differences were
not significant.

Root size

The analysis of the average root length of 12
seeds of S. virgata germinated with CuO NPs
demonstrated that there was a root length
inhibition. An average length of 18.6 and 18.9
mm was determined to the roots subjected to
the CuO NPs at 100 and 200 mgL", respectively.
These results show a significant reduction of
the root length (t-test, p < 0.05, n = 12) when
compared to the control group (H,0), which
presented an average length of 23.4 mm. At
the higher concentrations of 300 and 400 mgL
', roots had an average length of 21.2 mm and
19.9 mm, respectively, which showed a reduction
in the length of the roots, but there was no
significant difference (t-test, p < 0.05, n = 12)
when compared to the average of the root of
the control group (H,0). A representative image
showing the root length inhibition is shown
in Figure 6. The present findings corroborate
previous studies showing that, when subjected
to stress induced by nanoparticles, plants tend

CuONPs
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Figure 5. (a) Fluorescence intensity of seeds of Sesbania virgata treated with different concentrations of CuO NPs,
with 405 nm excitation, at 120 h of germination; (b) F685/F735 ratio according to the CuO NP concentration, with

excitation at 405 nm and 120 h of germination.
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to decrease the size of the shoot or the root
(Rousseau et al. 2013). Other authors corroborate
to the present phytotoxicity observation. For
instance, Pelegrino et al. (2020) described the
effects of the CuO NPs on Lactuca sativa L. They
observed that CuO NPs over 40 mg" inhibited
the seed germination and root growth. Yang, et
al. (2020) evaluated the phytotoxicity of CuO NPs
(sized <50 nm) in rice (Oryza sativa L.), under
hydroponic condition. They showed seven days
of exposure to 62.5, 125 and 250 mgL" of CuO
NPs significantly suppressed the growth rate
of rice seedlings compared to the control. In
addition, physiological indexes associated with
antioxidants, including membrane damage and
antioxidant enzyme activity, were also detected.

The results obtained in experiments with
CuO NPs on seeds of S. virgata showed that
the values of Fm® and NPQ' increased during
germination, as expected, as the photosynthetic
apparatus is still developing; however, when
evaluating and comparing with control seeds,
only NPQ' increased. The fact that non-
photochemical quenching does not increase
dissipation was evident when we analysed the
temperature plot as a function of time, since
there was an increase in the temperature of the
seeds with CuO NPs, especially in the period
of 72 h, as shown in Figure 2 and Figure 4. This
fact may indicate that seeds are dissipating
energy in the form of heat, mainly due to
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the process of oxidative stress that produces
free radicals, which are oxidant species that
induce oxidative reactions and heat dissipation
(Junfei et al. 2017, Miller et al. 2001). As for the
chlorophyll content of the cotyledon leaves of
S. virgata, after 120 h of germination, there was
an increase in chlorophyll fluorescence intensity
in photosystem Il at lower concentrations
of nanoparticles and a suppression of
chlorophyll activity at higher concentrations
of nanoparticles, which suggests that CuO NPs
were able to penetrate the seeds. In a study
on pumpkin plants (Cucurbita maxima) grown
in an aqueous medium containing iron oxide
nanoparticle, the plants were able to absorb,
translocate and accumulate nanoparticles in
plant tissues (Zhu et al. 2008). When analysing
the F685/F735 ratio (Figure 4b) although this
value was higher for the seeds treated with
CuO NPs, there was no significant difference in
relation to the other treatments.

This more intense activity may possibly
relate to a lower concentration of nanoparticles
in solution with less surface activity of the
nanoparticles available for induction of
oxidative stress in situ. As the concentration of
nanoparticles increases, there is a tendency for
agglomeration to occur, with a loss of surface
area and reduction in the reactivity of metallic
nanoparticles due to the decrease in surface
area and reactivity; furthermore, agglomeration

f v "
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Figure 6. Size of root at Sesbania virgata, with different concentrations of CuO NPs. Photo: Eliene Santos.
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inhibits permeation in the body. Plants block the
channelsand/orreduce the intensity of oxidative
stress reactions with a consequent reduction
in the production of radical species, which
are strong oxidants. In view of the foregoing,
the suppression of chlorophyll in plants of S.
virgata may related to the NP-induced inhibition
of biochemical processes of plants, causing
changes in their photosynthetic activities and,
for this reason, decreased fluorescence vyield
of dissipated chlorophyll. With regard to root
development, we observed a decrease in length
at all concentrations of NPs when compared to
the control, with significant differences in the
treatments at 100 and 200 mgL".

CONCLUSION

The present investigation showed that CuO NPs
caused asignificantalterationinthetemperature
of the seeds and a reduction in the root length
of the seedlings, indicating metabolic damage
and changes in energy dissipation and plant
growth. The data demonstrated that all observed
changes promoted by NPs were concentration-
dependent. Nevertheless, itisimportant to stress
that, for all tested concentrations of NPs, our
results also revealed a trend of plant recovery
after 72 h of NPs exposition. Based in these
findings, we can conclude that the formation and
operation of the photosynthetic apparatus of the
seedlings were impacted when submitted to CuO
NPs, which affects the development and growth
of the plants, especially the root development.
In summary, the present study demonstrates
that NPs affect the photosynthetic performance
of the S. virgata seedlings, which indicates that
CuO NPs may present a potential risk to plant
organisms. Finally, our results also suggest that
the non-invasive optical techniques have great
potential to be applied as analytical tools for

COPPER OXIDE NANOPARTICLES ON GERMINATION OF S. virgata

detecting physiological impact of NPs on plants
during their early stage of development.
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