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RESUMO
GRACIANO, Daniela Espanguer. Universidade Federal da Grande Dourados, Abril de 2020.
“ Avaliação das alterações fisiológicas em sementes, plântulas e folíolos de Ingá laurina
(FEBRACEAE) induzidas por nanopartículas de óxido de cobre, ferro e zinco”.
Orientadora: Profº Dr. Anderson Rodrigues Lima Caires. Co-orientador: Profº: Dr. Etenaldo
Felipe Santiago.

O avanço tecnológico da nanotecnologia na sociedade moderna nos apresenta o desafio de

gerar dados e informações que amparem a evolução normativa e da legislação para regular as

aplicações de nanopartículas (NPs) utilizadas na indústria, bem como o uso, armazenamento e

descarte das NPs no meio ambiente. No presente estudo objetivou-se avaliar e caracterizar o

funcionamento fisiológico de sementes de Inga laurina quando expostas as nanopartículas de

óxido de cobre (CuONPs), ferro (Fe2O3NPs) e zinco (ZnONPs). Para tal, foram determinados

os índices de germinação e crescimento das raízes quando submetidas a diferentes

concentrações de NPs e avaliadas as alterações na capacidade fotossintética das sementes via

análises de imagem de fluorescência da clorofila a durante o período germinativo e em

plantas jovens, 30 dias após a exposição. Os resultados obtidos para CuONPs mostraram uma

redução da intensidade de fluorescência ao longo do tempo para o tratamento 50 mgL-1

quando comparado ao grupo Controle (0 mgL-1). Diferentemente, um aumento foi observado

para as demais concentrações (100, 200 e 300 mgL-1). As alterações na intensidade de

fluorescência foram uma consequência da redução (50 mgL-1) ou aumento (100, 200 e 300

mgL-1) no teor de clorofila promovido pelas CuONPs. Foi observado também que as CuONPs

induziram oscilações na temperatura das plântulas ao longo dos sete dias em todos os

tratamentos. Os resultados demonstraram que as CuONPs não impactaram o processo de

germinação, apresentando índices de germinação de 100% para todos os tratamentos. Todavia,

o crescimento das raízes foi impactado pelas concentrações de CuONPs, no qual uma redução

do tamanho da raiz foi observada para todas as concentrações. Os resultados também

demonstraram que o funcionamento do aparato fotossintético e a temperatura das

sementes/plântulas/folíolos foram impactados pelas Fe2O3NPs e ZnONPs de maneira similar

ao observado para as CuONPs, na qual ocorreu um aumento gradativo da eficiência

fotoquímica em função do aumento da concentração de nanoparticulas. Os índices de

germinação foram de 100% para todos os tratamentos para ambas nanopartículas. Entretanto,

diferentemente das CuONPs, as Fe2O3NPs e ZnONPs não impactaram no desenvolvimento

das raízes. Em resumo, o presente estudo mostra pela primeira vez que, dependendo da

concentração, as CuONPs, Fe2O3NPs e ZnONPs podem impactar positivamente ou
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negativamente o status fisiológico da planta Inga laurina em seu estágio inicial de

desenvolvimento, alterando principalmente a eficiência do funcionamento do fotossistema II.

Palavras-chave: Nanopartículas óxido metálicas, alteração fisiológica, espectroscopia de

fluorescência, Clorofila a, bioindicador.
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ABSTRACT

GRACIANO, Daniela Espanguer. Federal University of Grande Dourados, April 2020.

“Evaluation of physiological changes in seeds, seedlings and leaflets of Ingá 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 CuONPs showed a reduction in

flourescence intensity over time for treatment 50 mgL-1 when compared to the Control group

(H2O, 0 mgL-1). In other cases, an increase was observed for the other concentrations (100,

200 and 300 mgL-1). Changes in fluorescence intensity were a consequence of the reduction

(50 mgL-1) or increase (100, 200 and 300 mgL-1) 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 Fe2O3NPs 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, Fe2O3NPs 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
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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.
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA

1.1 Históricos das questões ambientais, legislação e aplicação dos nanomateriais

na indústria.

Com o progresso da humanidade vivenciado a partir do final do século XVIII,

principalmente devido à descoberta de energia a vapor, deu-se o início da transição de

métodos de produção que antes eram manuais para os métodos industriais, caracterizado pela

produção em alta escala com o auxílio de máquinas. Todavia, associado aos avanços

tecnológicos, observou-se também maior interferência humana sobre o funcionamento natural

do meio ambiente, resultando em desastres ambientais.

Um dos primeiros desastres a chamar atenção mundial foi à destruição atômica em

Hiroshima e Nagasaki, no Japão, que culminou na morte de pelo menos 150 mil japoneses,

deixando o ambiente local radioativo por décadas. Outra tragédia nuclear, a explosão de um

reator na usina de Chernobyl, na Ucrânia, em 1986, tirou a vida de 10 mil pessoas, além de

afetar milhares de quilômetros 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 serão ainda observados em longo prazo, por muitos e muitos anos.

A legislação brasileira referente às questões ambientais, tem sofrido alterações desde o

Brasil Império, no sentido de atender às demandas da sociedade, a partir do final da década de

20, surgiu uma legislação ambiental mais completa, embora o meio ambiente tenha

continuado a ser compreendido de forma restrita. A partir da década de 60 começa a segunda

etapa da fase setorial, que é marcada pela edição de normas com maiores referências às

questões ambientais propriamente ditas do que as da fase anterior. Entre os textos legislativos

mais importantes se destacam o Estatuto da Terra ou Lei nº 4.504/64, o Código Florestal ou

Lei nº 4.771/65, a Lei de Proteção à Fauna ou Lei nº 5.197/67, o Código de Pesca ou Decreto-

lei nº 221/67 e o Código de Mineração ou Decreto-lei nº 227/67.

Na década de 80 a Lei nº 6.938/81, que dispõe sobre a Política Nacional do Meio

Ambiente, é o primeiro grande marco em termos de norma de proteção ambiental no Brasil.

Essa legislação definiu de forma avançada e inovadora os conceitos, princípios, objetivos e

instrumentos para a defesa do meio ambiente, além de reconhecer importância deste, para a

vida e para a qualidade de vida. Recentemente no Brasil foi instituída a Lei Federal, que
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dispões sobre a Política Nacional Resíduo Sólido: PNRS, que instituiu a obrigatoriedade em se

elaborar o Plano de Gerenciamento de Resíduos Sólidos/PGRS, “que estabelece os princípios básicos

da minimização da geração de resíduos, identificando e descrevendo as ações relativas ao seu manejo

adequado, levando em consideração os aspectos referentes a todas as etapas, compreendidas pela

geração, segregação, acondicionamento, identificação, coleta, transporte interno, armazenamento

temporário, tratamento interno, armazenamento externo, coleta e transporte externo, tratamento

externo e disposição final devidamente licenciado pelo órgão ambiental competente”. (PNRS –

12.305/2010)

Atualmente quem normatiza a quantidade de efluentes, provindos de empresas e

indústrias é o Conselho Nacional do Meio Ambiente, por meio da resolução CONAMA

357/2005 alterada pela CONAMA 430/2011, que dispõe sobre a classificação dos corpos de

água e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as condições e

padrões de lançamento de efluentes, e dá outras providências. Para tal, parâmetros são

estabelecidos regulamentando os valores máximos de efluente contaminado que pode ser

despejado em corpos d’água, conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Tabela de classificação máxima de efluentes em corpos d´água, limites de classe dos parâmetros
monitorados. (RESOLUÇÃO 357, DE 17 DE MARÇO DE 2005). Fonte: Publicada no DOU nº 053, de
18/03/2005, págs. 58-63.

A despeito da evolução normativa, a legislação brasileira ainda é carente da definição

de parâmetros que identifiquem elementos contaminantes cada vez mais comuns nos

processos industriais modernos. Em qualquer avaliação da qualidade de água e efluentes

contaminados, com base nos parâmetros vigentes, só serão detectadas as macropartículas, até

o momento, não existe no Brasil a legislação vigente com parâmetros que incorporem valores

máximos e mínimos de nanopartículas (NPs) ou nanomateriais (NMs), utilizados na indústria

e descartados no meio ambiente.

O avanço tecnológico na sociedade moderna nos apresenta o desafio de, por meio dos

estudos científicos, gerar dados e informações que amparem a evolução normativa e de

legislação para regulação das aplicações de nanomateriais (NPs), utilizadas na indústria bem

como parâmetro máximo de seu descarte no meio ambiente. A nanociência constitui um

emergente e interdisciplinar campo científico que lida com o desenvolvimento de métodos

para preparação de partículas manométricas de um determinado material (como por exemplo:

um polímero, um metal ou um semicondutor). São classificados como nanomateriais,

materiais com dimensões inferiores ordem de10-9 m, sendo possível detecta-los somente com

auxílio de microscópios eletrônicos de alta resolução (ZARBIN et al., 2007).

A comunidade científica tem demonstrado que as nanopartículas (NPs) são

quimicamente mais reativas, possuem maior acesso aos organismos biológicos, maior

biodisponibilidade e maior bioatividade quando comparadas às partículas de mesma

composição química em suas dimensões 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 órgãos vitais como pulmões e cérebro,

causando danos aos organismos (FADEEL et al., 2012); (CASCIANO et al., 2009). Por ser

uma área nova do conhecimento e devida à falta de regulamentação, questões essenciais ainda

não foram respondidas tais como: Qual o nível de exposição às nanopartículas que a

humanidade está sujeita? Quais níveis de exposição são prejudiciais à saúde e ao ambiente ou

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

A nanotecnologia é revolucionária, aplicável em diversos setores e possui potencial

para beneficiar a saúde humana e o ambiente, porém é necessário considerar os riscos e
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impactos que a produção, uso e descarte das NPs utilizadas em algumas dessas tecnologias

podem causar no ambiente e aos organismos (CARNIEL et al., 2013). A possível interação

com ecossistemas e organismos deve-se ao fato de produtos comerciais liberarem para o

ambiente este material, como exemplo, a utilização de nanopartículas de prata (AgNPs) no

setor têxtil, ou nanopartículas de óxido de titânio (TiO2NPs) em cosméticos (JOVANOVIĆ et

al., 2015).

Os metais pesados, tanto os de conhecida função biológica quanto os de desconhecida

função biológica, podem apresentar alta toxidade a biota, em especial quando encontrado em

altas concentrações (ESTEVES et al., 1998). Botelho sugere uma classificação para os metais

pesados em críticos e não críticos, sendo estes últimos micronutrientes (BOTELHO, 2003).

Estudos realizados indicam que as plantas aquáticas possuem certa tolerância a metais, como

foi demonstrado pelo Lírio aquático (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 são uns dos organismos potencialmente

expostos às NPs, e ao considerarmos o potencial acúmulo e não biodegrabilidade das NPs,

fica evidente a possibilidade da biomagnificação das NPs ao longo da cadeia alimentar. Isso

se deve pelo fato das plantas constituírem a base da cadeia alimentar, uma vez que produzem

e acumulam os fotoassimilados, constituindo em alimento dos seres consumidores primários,

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

Além da relevância de entender os potenciais impactos das NPs sobre as plantas,

quanto às relações tróficas, merece destaque também o potencial uso dos vegetais como

bioindicadores no processo de avaliação da contaminação ambiental induzida pelas NPs, por

meio da avaliação das respostas de sensibilidade em função da composição química, tamanho

e/ou concentração das NPs. Dessa forma, os estudos realizados até hoje devem ser

considerados como modelo de predição de risco, pois, no nível de exposição a que a

humanidade está sujeita atualmente, esses resultados não seriam, ainda, observáveis

naturalmente (BRAYNER et al., 2013).

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

da modificação de processos naturais ou sociais provocados por ação humana (Sanchez, 2006).

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

alteração das propriedades físicas, químicas ou biológicas 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 saúde, a segurança e o bem-estar da população; as atividades

sociais e económicas; as condições estéticas e sanitárias do meio ambiente; e a qualidade

dos recursos ambientais” (CONAMA nº. 1/86) ”.

A determinação das alterações das propriedades físicas, químicas e biológicas do meio

ambiente é mensurada por meio de análises analíticas e/ou de indicadores ambientais. O

impacto ambiental pode ser positivo ou negativo. No primeiro caso, a alteração representa em

benefícios ou em ganhos para o ecossistema, podendo o impacto ser exemplificado por ações

de reflorestamento de áreas suscetíveis à erosão; recomposição de vegetação ciliar;

lançamento de efluentes adequadamente tratados, nos cursos d’água; repovoamento de rios e

córregos, entre outros. No segundo caso pode um agente contaminante dizimar toda ou parte

da biodiversidade local (GOMES et al., 2002). Os impactos causados pelo lançamento de

cargas poluidoras e os cenários de intervenção são alvos de interesse para estudo de plantas

que são capazes de remover, imobilizar ou tornar inofensivos ao ecossistema, contaminantes

orgânicos e inorgânicos presentes no solo e/ou na água (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 parâmetro de

referência para avaliação das modificações ocorridas no meio ambiente, mostrando quando

ele está contaminado ou sendo destruído. Por exemplo, uma avaliação detalhada do

comportamento dos vegetais e/ou animais pode indicar a presença de produtos tóxicos no solo,

na água ou no ar (MORAIS et al., 1999). Por tanto, os bioindicadores ou indicadores

ambientais são uma ferramenta na avaliação da integridade ecológica, sendo assim a

“condição de saúde” de uma área, definida pela comparação da estrutura e função de uma

comunidade biológica entre uma área impactada e áreas de referência (ANDRADE et al.,

2010).

Nos últimos 20 anos, a bioindicação tem implicado em sistemas de medição

particularmente importante; a fonte de informação bioindicativa é considerada um dos pilares

do monitoramento ambiental moderno, uma vez que fornece informações sobre os sistemas

biológicos, tornando possível a avaliação de áreas inteiras, além da sua dinâmica (MARKERT

et al., 2003). O uso dos bioindicadores representa vantagens sobre os métodos convencionais

de avaliação da qualidade ambiental, visto que são de baixo custo e ainda possibilitam uma

avaliação cumulativa de eventos ocorridos num determinado período, resgatando um histórico
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ambiental não passível de detecção ou medição por outros métodos. No processo de descarte

de efluentes as interações entre os elementos afetam desde o processo que ocorrem no solo ou

corpo d’água, além daqueles relacionados à interação organismo/contaminante, como o

contato do efluente com as células da raiz, absorção, transporte, redistribuição e metabolismo

dos compostos. Ainda que potencialmente lesivos as plantas, compostos mineralizados são

fundamentais ao desenvolvimento vegetal

A disponibilidade de nutrientes para as plantas é afetada por diversas reações de

natureza física, química e biológica. Vários mecanismos estão envolvidos, dentre eles as

interações iônicas, cujo efeito pode refletir na composição mineral da planta (SILVA e

TREVIZAM, 2015). Segundo Prado, apesar do processo de absorção de nutrientes ser

específico e seletivo; existe certa competição entre eles, podendo ser favorável (sinérgica),

quando um íon auxilia a absorção do outro, ou desfavorável (antagônica), quando a absorção

de um íon é prejudicada pela presença do outro (PRADO, 2008). Marschner também afirma

que essa competição é influenciada pelas propriedades do transporte e pela diferença da

concentração dos íons (MARSCHNER et al., 2012). Em estudos agronômicos de interações

plantas e metais foi observado que o excesso de Zinco (Zn) reduziu a translocação de Ferro

(Fe) para as partes aéreas da soja. A presença de Zn inibe o metabolismo de Fe, assim

demonstrando que em casos severos, se caracteriza por quedas de níveis de clorofila,

deixando folhas totalmente cloróticas e posteriormente esbranquiçadas, acentuando o atraso

no crescimento da planta (SILVA e TREVIAM, 2014). Também foi determinado que baixas

concentrações de Zn na planta deixa a mesma susceptível ao acúmulo de altas concentrações

de Cádmio (Cd), indicando que o Zn em concentrações normais evita absorção de altas

concentrações de Cd, e consequentemente, proteje as plantas contra a toxidade do Cd. Esse

efeito é atribuindo as interações competitivas entre Zn e Cd devido a existência de um sistema

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

Sintomas de estresse pelo excesso de Cu são descritas como alterações na tonalidade

das folhas, tornando-as verde-azuladas e enroladas onde aparecem cloroses intervenais e

necrose, sendo a deficiência igualmente evidenciada pelo enrolamento das pontas das folhas

mais novas e mesmo pela visualização de anomalias no crescimento das plantas (Brito, 2006).

A deficiência de Cu induz a perda de água, podendo ocorrer estresse hídrico em condições

normais de suprimento de água (BONNER e GLASTON, 1967). Nas plantas, o Zn e o Cu são

componentes das enzimas, sendo necessários para a formação de substâncias 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 carbônica, RNA polimerase e álcool desidrogenase (BRITO

et al., 2006). A sua carência provoca o surgimento de manchas generalizadas de crescimento

rápido, comumente nas zonas internevais, eventualmente invadem as nervuras secundárias e

mesmo as principias, ocorrendo microfilia, formação de folhas pequenas (BONNER et al.,

1967). Consequentemente, um suprimento deficiente de Zn produz, primeiramente nas regiões

mais jovens das plantas, uma redução do crescimento vegetal, impedindo o alongamento dos

caules, a microfilia e expansão foliar e interfere na frutificação e manchas em folhas cítricas

(BRITO et al., 2006).

Ainda que muitos estudos sobre fisiologia nutricional em plantas descrevam os efeitos

dos elementos minerais, pouco se sabe sobre as interações e impactos desses elementos

químicos quando em dimensões nanométricas, assim como suas rotas e distribuição nas

plantas. Alguns estudos revelaram que as NPs de ouro (AuNPs) induzem supressão de

fluorescência da clorofila a (Chl-a) e que a alteração depende do tamanho de partícula e

concentração (FALCO et al., 2012). Este fenômeno é principalmente atribuído ao efeito da

transferência de elétrons por meio de fotoindução de elétrons das moléculas de clorofila para

a superfície das AuNPs, resultando em um decréscimo do sinal de fluorescência da clorofila.

Queiroz e 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 interação de Chl-a/AgNPs foi dependente do tamanho e

concentração das AgNPs. Em outro estudo Falco et al. demonstraram que a interação da

clorofila com as AgNPs é fortemente afetada pela NPs, sugerindo que fluorescência da Chl-a

tem um grande potencial para ser usado como ferramenta analítica para monitorar a interação

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

Devido ao rápido 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 partículas não biodegradáveis e extremamente pequenas, a capacidade de

deslocamento por todo o meio ambiente é considerável, o que as tornam disponíveis tanto na

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

1.3.1 Estudos sobre sua interação com organismos, tecidos ou células; características e

propriedades

Dentre as várias aplicações, destaca-se o uso de nanocompósitos e os filmes ultrafinos

de polímeros semicondutores aplicados para a produção de células solares de alta eficiência;

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 hidrogênio bem como em distribuição mais eficiente

de energia (SALAMANCA et al., 2015; HUSSEIN et al., 2015; JULIEN et al., 2016). Na

medicina os avanços que a nanotecnologia poderá fornecer são ainda maiores, tanto no

diagnóstico de doenças quanto no seu tratamento. Distúrbios graves como câncer, AIDS,

doenças neuro degenerativas, doenças autoimunes e genéticas poderão 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 avanços na nanociência e nanotecnologia têm levado ao desenvolvimento de uma

grande quantidade de novos produtos que possuem NPs em sua formulação e,

consequentemente, está induzindo um aumento significativo na produção de diversos tipos de

NPs. Dentre vasta gama de materiais, a Ag e o Cu, em dimensões nanométricas, tem recebido

atenção especial, em grande parte, devido aos seus efeitos antimicrobianos (GUERRA et al.,

2013).

As NPs, embora sendo composta pelo mesmo elemento químico, comportam-se de

forma distinta em relação às partículas em suas dimensões à granel (bulk), em termos de

propriedades químicas e físicas, bem como de sua interação com sistemas biológicos.

Portanto, o tamanho da partícula é de suma importância em relação aos efeitos que podem

produzir, porque quando em dimensões nanométricas, a área efetiva disponível é

consideravelmente aumentada (i.e., aumento da relação da área superficial versus volume da

partícula), mudando a natureza das forças de interações entre as moléculas e o material e

assim, alterando os impactos que estes processos ou produtos nanotecnológicos podem causar

ao meio ambiente, à saúde humana e à sociedade no geral (BOUWMEERTER et al., 2009).
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A utilização de materiais com dimensões nanométricas em produtos comerciais tem

levantado a questão da segurança dos seres humanos e do meio ambiente, pelo fato de sua

utilização e comercialização terem precedido um marco regulatório sobre o uso,

armazenamento e descarte dos nanomateriais (NMs). Portanto, devido ao seu tamanho

reduzido e suas características distintas quando comparadas aos materiais em dimensões de

bulk (material a granel em dimensões macro ou microscópica), as NMs têm a capacidade de

interagir com diferentes organismos por meio de vários mecanismos muito dos quais pouco

conhecidos (HULLA et al., 2015). O aumento da utilização de NMs em produtos de consumo

pode tornar-se uma ameaça, especialmente porque o seu descarte e acúmulo no meio

ambiente poderá interferir em processos bióticos e abióticos (DWIVEDI et al., 2015).

O elemento Cu em dimensões nanométricas, por exemplo, pode ser assimilado por

células cerebrais, podendo ter efeitos tóxicos devido à aceleração na formação de espécies

reativas de oxigênio in situ (BULKE et al., 2013). O Cu é um dos elementos vestigiais

necessários nos organismos, mas pode causar toxicidade uma vez que exceder o limite de

tolerância fisiológica in vivo. Por conseguinte, devido aos potenciais efeitos nocivos na saúde,

a toxicidade das nanopartículas de cobre (CuNPs), bem como das nanopartículas de óxidos de

cobre (CuONPs), têm gerado preocupações no meio científico (WANG et al., 2015).

Estudos recentes têm demonstrado a toxicidade de CuONPs quanto a sua utilização em

pesticidas, na área da agricultura, e antibióticos na medicina (ZABRIESKI et al., 2015).

Estudos realizados em biota aquática 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 alterações

morfológicas nas brânquias das espécies estudadas (SONG et al., 2015). Ainda abordando

ambientes aquáticos, outro estudo aponta que crustáceos também são sensíveis à presença de

CuNPs (MANUSADZIANAS et al., 2012). Além disso, esse mesmo estudo indicou que a

toxicidade destas NPs é aumentada quando em forma de íons (MANUSADZIANAS et al.,

2012).

De modo geral, o Zn está associado a síntese de carboidratos, a integridade da

membrana e proteínas envolvidas na replicação do DNA e expressão de genes, além de

executar função estrutural e catalítica em enzimas como superóxido dismutase, álcool

desidrogenase e anidrase carbônica (BROADLEY et al., 2012). Lin e Xing expuseram

sementes de canola, rabanete, azevém, alface, milho e pepino à NPs de óxido de Zn
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(ZnONPs), concluindo que todas as espécies vegetais apresentaram inibição na germinação

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 exposição ao ZnO, tanto em forma nanométrica quanto em forma de bulk (macrométrica)

(MORTIMER et. al., 2008). Em microcrustáceo Daphnia magna, Adam e colaboradores

demonstraram que esse organismo, quando exposto por um período de 10 dias a

concentrações subletais de ZnONPs, consegue regular rapidamente a quantidade interna de Zn.

O mesmo ocorre quando, subsequentemente, esse mesmo organismo é transferido para um

meio sem o contaminante (Adam et al., 2015). Já os possíveis efeitos causados pela exposição

de NPZnO às células epidérmicas humanas são citotoxicidade, estresse oxidativo e possível

peroxidação lipídica (SHARMA et al., 2009).

O Fe apesar de ser um elemento essencial e de participar da síntese de diversos

componentes do aparato fotossintético (BRIAT e LOBRÉAUX, 1997; BRIAT et al., 2015),

quando em excesso nos tecidos das plantas pode desencadear estresse oxidativo, de maneira a

aumentar a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) (BECANA et al., 1998; FANG

et al., 2001; SOUZA-SANTOS et al., 2001). Uma vez que os íons de ferro (Fe+2) encontram-

se em excesso na célula, os mesmos possuem a capacidade de catalisar a decomposição do

peróxido de hidrogênio (H2O2) à radical hidroxila (*OH), que apresenta alta reatividade,

podendo danificar o DNA da célula, e promover a oxidação tanto de lipídeos quanto de

proteínas, provocando danos aos tecidos das plantas (BECANA et al., 1998; TSAI e HUANG,

2006). Alguns estudos toxicológicos utilizando plantas demonstraram os possíveis efeitos das

NPs óxido de Fe (Fe2O3NPs) sobre as mesmas.

Em estudo realizado com rabanete (Raphanus sativus) foi observada um

comprometimento no desenvolvimento da cultura devido à adsorção das NPs na semente e à

liberação de íons livres de ferro Fe+2 (ZUVERZA-MENA et al., 2017); já em estudos

realizados com tomates (Solanumlyco persicum), expostos a 100 mgL-1 de Fe2O3NPs, foi

observado estresse hídrico e também processo de oxidação com formação de EROs, devido à

agregação das NPs nas raízes (MARTÍNEZ-FENÁNDEZ et al., 2016).

Um aspecto de vital importância na avaliação dos potenciais riscos associados às NPs

é compreender as interações entre NPs e o metabolismo de plantas. A literatura mostra que as

NPs são capazes de penetrar em tecidos vivos de plantas e migrar para diferentes regiões da

planta podendo ser absorvidas pelas raízes das plantas e transportadas para a parte aérea
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através dos sistemas vasculares, dependendo da composição, 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 magnificação trófica (JUDY et al., 2011).

1.4 Espécie selecionada para o estudo e sua importância

Figura 2: Ingá laurina Sw. (Willd). A- Hábito. B. Botões em pré antese. C. Inflorescencia em espiga. D.
Fruto aberto com presença de quatro sementes envolvida pela sacrotesta. E. Sementes poliembrionadas,
removida sarcotesta (setas: embriões), (VIEIRA, 2015).

A espécie Inga laurina (Sw.) Willd, ocorre desde América Central até América do Sul,

está presente nos biomas do Cerrado, Floresta Amazônica, formações florestais do domínio de

mata atlântica e restinga, em fitofisionomias campestres e floresta ciliar. (FILARDIL, et al.,

2007). O ingá é uma arbórea nativa da família Fabaceae (Mimosoideae), de ocorrência nas

florestas tropicais, matas ciliares e ambientes periodicamente inundados.

O termo ingá se originou do tupi, que significa embebido, empapado, ensopado; por

causa da consistência de sua polpa. Caracteriza-se por sua abrangência em diversos países e

no Brasil é frequente desde Nordeste, Sul e Sudeste, sendo utilizada na arborização,
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recuperação de áreas degradadas e no sombreamento da cultura do café. (PENNINGTON et

al., 1997; GARCIA et al., 1998). Arbórea de porte médio (10-20m), três ou quatro pares de

folhas pontudas, opostas; o caule, junto de cada folha, é alado, em forma de coração; assim

também são as outras espécies. O fruto é uma síliqua fabácea chata, amarela, medindo dois

três ou quatro dedos de comprido, contendo quatro, cinco, seis ou mais sementes transversais;

estas sementes são cobertas por uma polpa nívea, como seda (holoseria), um tanto fria de

sabor agradabilíssimo, que espontaneamente se separa uma da outra, conforme o número dos

grãos; costuma-se tirar essa polpa com os dentes e come-la, mas não a semente; a semente é

mínima, olivácea oblonga, divisível em duas partes, no sentido longitudinal” (MARCGRAV

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

A propagação da espécie ocorre por meio de sementes, com dispersão, também, pela

água. Sua utilização dentro de programas de recuperação de áreas degradadas e

reflorestamento dependem diretamente da manipulação adequada das sementes e, portanto,

dos cuidados observados no período pós-maturidade. Apesar de pouco pesquisadas, os

estudos preliminares indicam que as sementes apresentam comportamento recalcitrante, ou

seja, sensíveis à desidratação e com baixa longevidade. (CARNIEL et al., 1998).

A germinação de sementes consiste na reativação do crescimento do embrião por meio

de uma sequência ordenada de eventos metabólicos, resultando na ruptura do tegumento pela

radícula. O início desse processo se dá pela absorção de água pelas sementes e termina com o

alongamento do eixo embrionário (BEWLEY e BLACK, 1994). A embebição é fundamental

para a germinação porque permite a retomada da atividade metabólica, contribuindo para os

processos de mobilização e assimilação de reservas e crescimento subsequente (MARCOS

FILHO et al., 2005).

A velocidade de embebição depende das características de cada espécie, dentre as

quais a composição química e da permeabilidade do tegumento. Porém existem várias

espécies que se diferenciam pelo tamanho do fruto, outras pelo tamanho e tipo dos nectários

foliares, ou são utilizados várias características morfológicas para diferenciar a espécie.

Por ser uma espécie que não possui dormência em sua semente sendo estas sensíveis a

alterações do meio, evidencia-se seu potencial como bioindicadora de contaminação

ambiental, pois sofrem alterações morfológicas, fisiológicas, genéticas e etológicas, podendo

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

poluição atmosférica. (CARNEIRO et al., 2004).

Outros protocolos de plantas bioindicadores começam a ser estudados, dado a sua

relevância para o estudo de poluição ambiental. Também merece destaque o fato das sementes

de Inga laurina apresentarem o embrião verde devido aos altos teores de clorofilas nas

sementes maduras, sendo a clorofila um fluoróforo, as sementes das espécies deste gênero

podem se constituir em excelente material para se aferir efeitos de estressores por meio das

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

Embora esta espécie seja parte importante da flora brasileira, ainda são insuficientes os

conhecimento sobre sua constituição química (MACEDO et al., 2007). Lokvam e

colaboradores isolaram galoil depsideos de tirosina (20-22-23) e flavonoide miricetina 3-O- α

(2´´- O_ galoil); ramnosídeo (23), a partir de folhas jovens, conforme apresentado na Figura 3

(LOKVAM et al., 2007). Outros autores identificaram ácido ascórbico (24) em folhas jovens

de Inga laurina (MILTON & JENNES, 1987). Os compostos fenólicos são derivados da via

bioquímica do ácido chiquímico ou ácido mevalônico e de aminoácidos aromáticos,

fenilalanina e tirosina (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Figura 3: Estrtuturas metabólicas presentes em Inga laurina, Galoil tirosina (20); m-digaloil tirosina (21);
m- trigaloil tirosina (22); miricetina 3-O-α (2´´-O galoil); ramnosídeo (23); ácido arcórbico (24). Adaptado
por (LOKVAM et al., 2007).
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Muitos dos compostos fenólicos atuam como sequestradores de radicais livres

enquanto outros agem como quelantes de metais catalisadores de reações de geração de

espécies reativas de oxigênio (HALLIWELL et al., 2007; FLOEGEL et al., 2011), sendo

capazes de retardarem ou inibirem a velocidade de oxidação das biomoléculas e,

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

1.5 Fotossíntese e produção de NADPH, e ATP, a partir de energia quântica da

luz
Conceitualmente, a fotossíntese é o processo no qual o CO2 e a água são convertidos

em carboidratos e oxigênio (WILHELM et al., 2011). Todavia, não se trata de uma reação

química simples, o surgimento da reação consiste em um evento fotoquímico-biológico de

extrema importância para a existência da vida na Terra (NELSON et al., 2013). De fato,

atualmente a maioria dos organismos superiores é dependente de oxigênio, o qual é produzido

pelas plantas, algas e cianobactérias por meio da fase fotoquímica da fotossíntese

(MAMEDOV et al., 2015).

Essa importante etapa da fotossíntese consiste em um conjunto de reações biofísicas e

bioquímicas, por meio das quais os organismos fotossintetizantes podem produzir poder

redutor, especialmente na forma de NADPH, e ATP, a partir da absorção da luz (WILHELM

et al., 2011). O poder redutor gerado nas etapas fotoquímicas é por sua vez empregado como

fonte de energia para as fases metabólicas inerentes à sobrevivência do organismo,

especialmente a assimilação de CO2 (RUBAN et al., 2014). Em condições ótimas de

crescimento, existe um equilíbrio entre a quantidade de energia capturada pelos fotossistemas

e o consumo desta por meio da demanda metabólica celular (FOYER et al., 2012), entretanto,

condições ótimas de crescimento são exceções na natureza (WILHELM et al., 2011).

Nos organismos eucariontes a fotossíntese ocorre em organelas denominadas

cloroplastos. Esses plastídios especiais contêm por volta de 120 genes, os quais codificam

proteínas do aparato fotossintético (JENSEN et al., 2014), além de possuírem toda uma gama

de funções que incluem a síntese de aminoácidos, clorofila e vários lipídeos (ROBINSON et

al, 2005). Os tilacoides possuem proteínas integrais de membrana que desempenham a função

no transporte de elétrons (cadeia transportadora de elétrons), na produção de ATP e na

geração de um gradiente de pH entre a região interna dos tilacoides (lúmen) 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 e nas margens das lamelas (regiões onde não há

empilhamento dos tilacoides). Como consequência dessa divisão espacial entre os

fotossistemas existem proteínas carreadores que transportam os elétrons do FSII para o FSI, o

que permite a regulação desse transporte (FOYER et al., 2012). A regulação 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 produção de oxigênio singleto no

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

Os organismos fotoautotróficos tiveram que evoluir em complexas cascatas de

transporte de energia, para tornar essa tarefa energeticamente possível e eficiente (RUBAN,

2012). Isso porque a remoção de elétrons da água requer um grande consumo de energia e

pode gerar uma grande quantidade moléculas instáveis (SPETEA et al., 2014). A operação

integrada entre absorção de luz, dissipação de energia e balanço entre a síntese de ATP e

redutores compõem o cerne da regulação fotoquímica e suas respostas ao ambiente (FOYER

et al., 2012). As reações da cadeia transportadora de elétrons do tilacóides que levam os

elétrons do FSII ao FSI também são ligadas a passagem de prótons para o lúmen dos

tilacóides, resultando em um gradiente de prótons (ΔpH) que é um dos componentes da força

motriz de prótons (pmf, do inglês proton motive force) (YAMORI e SHIKANAI, 2016).

O pmf é formado por dois componentes, o gradiente de prótons (ΔpH) e o potencial

de membrana (Δψ) (YAMORI e SHIKANAI, 2016). A formação do pmf entre o lúmen do

tilacoide e o estroma tem duas funções: (i) converter ADP e fosfato inorgânico (Pi) em ATP

(FOYER et al., 2012); (ii) acidificar o lúmen do tilacoide, o que permite a ativação do

mecanismo de dissipação de energia na forma de calor ou supressão não fotoquímica (NPQ,

do inglês non-photochemical quenching).

As reações da fotossíntese 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), necessário para a formação de NADPH e ATP, e o fluxo cíclico de

elétrons (CEF), para formar apenas ATP. Posteriormente, a etapa redutora compreende as

reações do ciclo de Calvin-Benson (região estromal), as quais consomem o poder redutor

formado na etapa fotoquímica (NADPH e ATP) em um conjunto de reações bioquímicas
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relacionadas à fixação do CO2. Nas plantas, as reações da fase oxidativa ocorrem dentro das

membranas dos tilacoides.

Essas reações são catalisadas por dois centros de reação (RC) independentes

(PHUTHONG et al., 2015). O P700 é o RC localizado no complexo FSI e P680 está

localizado no complexo FSII (GOVINDJEE, 2004; WIENTJES et al., 2009). Para realizar

suas funções, ambos os RC devem estar associados a complexos coletores de luz (do inglês

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). Proteínas

expostas a extremos de potencial são suscetíveis a danos por oxidação, formação de radicais

livres e/ou quebra de ligações químicas (NELSON, 2013). Acredita-se que os complexos que

compõem a cadeia fotoquímica não têm como objetivo apenas aumentar a eficiência, mas

também diminuir ao máximo os danos potenciais ao complexo (NELSON, 2015), por

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

A literatura tem detalhado o aumento de Fluxo cíclico 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-PGRL1 que leva os

elétrons da ferredoxina para a plastoquina ou para o citocromo b6f. Alternativamente, a via

NADP desidrogenase (NDH) é capaz de consumir os elétrons do NADPH para o pool de

plastoquinonas. Ambas as rotas geram um gradiente de ΔpH com o complexo citocromo b6f.

O ΔpH permite a síntese de ATP sem a produção de NADPH no cloroplasto (YAMORI et al.,

2016). Os aspectos químicos e energéticos da estequiometria de produção de ATP pelo fluxo

linear de elétrons ainda demandam mais estudos.

Há um consenso de que o transporte linear de elétrons (LEF) não gera ATP suficiente

para que haja balanço adequado de ATP/NADPH no ciclo de Calvin (JOLIOT et al., 2011).

Plantas de trigo sob condições de deficiência hídrica rapidamente geram um ΔpH que é

promovido pelo CEF (ZIVCAK et al., 2014). Respostas similares foram encontradas em

cevada, girassóis e alface sob diferentes tipos de estresse como seca, frio e deficiência de ferro

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

Plantas de Arabidopsis thaliana que sofreram silenciamento da via da PGR5 não

foram capazes de reparar os danos oxidativos de estresses de alta luz (TAKAHASHI et al.,

2009). Além disso, o silenciamento da PGR5 leva a uma queda na assimilação de CO2 e a

produção de biomassa (NISHIKAWA et al., 2012). Por outro lado, plantas de Arabidopsis
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thaliana que foram silenciadas para a via NDH não mostraram perda de crescimento em

condições favoráveis, todavia foram mais sensíveis a alguns estresses como alta luz

(YAMORI et al., 2016). No entanto, alguns autores têm fornecido dado que sugerem a

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

1.6 Técnicas ópticas para estudo da fotossíntese e detecção de estresse de plantas

1.6.1 Fluorescência da clorofila a

Os índices relacionados à fluorescência da clorofila a (Chl-a) fornecem uma indicação

da capacidade fotossintética da planta, o que é uma informação importante em estudos de

estresse. De acordo com Ball e colaboradores o funcionamento do FSII implica em

característica sensível para identificar estresse em plantas (BALL et al., 1994). Os fatores de

estresse também estão relacionados à degradação da clorofila (HENDRY et al., 1993) e a

emissão da fluorescência da Chl-a está intrinsicamente relacionada com a capacidade

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

As relações entre as variáveis de Chl-a e o desempenho fotossintético são analisadas

no contexto de aplicações das medições da fluorescência, para identificação de plantas com

melhor desempenho fotossintético (BAKER, 2008; STIRBET e GOVINDJEE, 2011). Em

tecidos verdes, a radiação fotossinteticamente ativa é absorvida pela clorofila e pigmentos

acessórios do aparato proteína-clorofila a/b coletor de luz e migra para os centros de reação

dos fotossistemas II e I, onde ocorre a conversão do quantum fotossintético. Com base neste

conhecimento, a Fluorescência da Chl-a se constitui em importante técnica nos estudos

ecofisiológicos de plantas. O rendimento da fluorescência da clorofila revela o nível de

excitação da energia no sistema de pigmentos que dirige a fotossíntese. Esse nível depende do

balanço entre irradiância no espectro de excitação e a soma da taxa de transporte de elétrons

fotossintético e dissipação térmica, o que pode ser medido como supressão fotoquímico e não

fotoquímico, respectivamente.

Os parâmetros instantâneos de (Fluorêscencia da clorofila-a (FChl-a), tais como Fo

(fluorescência inicial), Fm (fluorescência máxima)e seu derivados, Fv (diferença entre Fm -

Fo), Fv/Fm (eficiência fotoquímica máxima do FSlI) bem como as relações dos centros de

reação, são passíveis de determinação em folhas intactas ou em células de cloroplastos.

Aspectos funcionais do FSII revelam a efetividade da utilização da luz pela folha, à extensão
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ou influência de fatores limitantes para a fotossíntese (além de luz), bem como inferências

sobre a capacidade de ajuste ou expressão de respostas adaptativas nos organismos. A razão

Fv/Fm tem mostrado ser um indicador confiável para a determinação e monitoramento

diferentes tipos de estresses nas plantas. A Chl-a, in vivo, implica em método potente, não-

destrutivo e rápido para detectar mudanças na atividade fotossintética de folhas devido a

variação ambiental e a fatores de estresse natural e antropogênico (DURÃES et al., 2000).

O fluorímetro fornecem os valores de fluorescência inicial (Fo), máxima (Fm),

variável (Fv) e a relação Fv/Fm bem como o índice de performance (IP) para as plantas

adaptadas ao escuro. Todavia, a aplicação de um pulso de saturação sob iluminação actínica,

fecha de forma transitória todos os centros de reações fornecendo um valor de fluorescência

máxima no estado adaptado à luz, denominado Fm', sendo este menor do que o valor Fm

adaptado ao escuro devido à contribuição do NPQ (WANG et al., 2006).

Na fase da cinética em que a luz branca é incidida sobre a planta, há um rápido

aumento da dissipação da energia na forma de calor, que é medido utilizando um parâmetro

denominado dissipação não-fotoquímica (NPQ), que é obtido pelos parâmetros Fm - Fm'. É

importante destacar que a intensidade da fluorescência máxima da planta na fase exposta à luz

(Fm’) será menor que a fluorescência máxima na fase adaptada ao escuro (Fm). Isso porque

na fase clara, parte da energia está sendo consumida pelo NPQ, o que não acontece no

primeiro pulso saturante, pelo fato de a planta estar totalmente adaptada ao escuro. Assim, o

NPQ é também um importante parâmetro no estudo do aparato fotossintético das plantas,

fornecendo informações sobre a dissipação de energia na forma não-fotoquímica (WANG et

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

Além da cinética de fluorescência da Chl-a obtida após pulsos de excitação, também é

possível obter informações do status fisiológico das plantas a partir da análise da

fluorescência da clorofila no estado estacionário, o que significa obter a emissão da Chl-a

quando as plantas estão submetidas há um feixe de luz que mantém constante sua intensidade

de excitação durante as medidas de fluorescência. Nessa situação, o espectro de fluorescência

da clorofila é característico, e apresenta duas bandas de emissão, uma em aproximadamente

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

A intensidade de emissão, bem como a variação relativa da intensidade das bandas, a

680 e 730nm, podem ser utilizadas para monitorar as alterações no processo fotossintético.

Por exemplo, à medida que se muda a concentração de clorofilas dos tecidos vegetais, espera-
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se observar alterações nas intensidades de fluorescência, pois a emissão depende da

quantidade de moléculas no meio que são capazes de absorver a radiação e fluorescer. Além

disso, as duas bandas de emissão observadas com máximos em 685 e 735 nm, possuem

diferentes contribuições do FSII e FSI.

A emissão em 685 nm advem das Chl-a presentes no FSII, enquanto a fluorescência

em 735 nm tem contribuição das Chl-a dos FSI e FSII. Consequentemente, uma análise

relativa entre as razoes de emissão dessas duas bandas pode fornecer informações importantes

sobre alterações do status fisiológico da planta (MISHRA et al., 2010).

1.6.2 Espectroscopia molecular de absorção no UV-Vis (Análise do extrato)

A espectroscopia UV-Vis implica na determinação do espectro de absorção da

radiação eletromagnética nas regiões do visível (400-800 nm) e do ultravioleta (200-400 nm).

Essa técnica é as vezes chamada de espectroscopia eletrônica porque a energia luminosa

(fótons) é usada para excitar as moléculas para níveis eletrônicos mais altos, promovendo o

elétron de um nível de energia menos energético para outro mais energético (excitação).

Contudo, para que isto ocorra é necessário que o fóton absorvido tenha energia exatamente

igual à diferença de energia entre os dois estados eletrônicos envolvidos na transição

(SHRIVER, et al., 2008). Com os resultados de medidas de absorção na região do UV-Vis é

possível identificar e/ou avaliar uma determinada molécula a partir de sua característica

espectral, uma vez que cada molécula possui uma assinatura espectral única, bem como por

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

Sabe-se que o espectro de absorção da clorofila apresenta duas regiões características:

uma entre 300 e 500 nm e outra na região de 650 a 700 nm. Todavia, é importante destacar

que ao analisar a absorção de luz por um extrato vegetal, por exemplo de folhas verdes, a

banda de absorção da primeira região (i.e., entre 300 nm a 500 nm) não é apenas devido à

absorção da radiação eletromagnética pela clorofila a e b, pois outros pigmentos, como os

carotenoides e tocoferóis, também absorvem certo componente de energia nessa região

(SKOOG, et al., 2009). Sabe-se que os tocoferóis e carotenoides apresentam máximos de

absorção em torno de 350 e 450, respectivamente, enquanto que a da clorofila a e b

apresentam o máximo em 418 nm, diferentemente a banda entre 650 nm a 700 nm é devida

apenas à absorção da radiação eletromagnética pelas clorofilas a e b (NELLIS et al., 2017).



39

1.6.3 Imagem termografia/Temperatura superficial

A técnica de obtenção de imagem termográfica possibilita a visualização da

temperatura da superfície foliar de plantas, por meio da detecção da radiação infravermelha

emitida no infravermelho longo 8-14 μm (JIMENEZ-BELL et al., 2011). O processo de

análise de dados pode ser realizado por meio de aplicativo computacional, que transforma os

dados de radiação emitida em imagens térmicas, em que os níveis de temperatura são

indicados pelo gradiente de falsa-cor (NOBEL et al., 1991). A variação da temperatura foliar

pode estar relacionada à interferência de fatores ambientais e à taxa transpiratória. As

modificações do estado hídrico de uma planta podem causar mudanças na transpiração foliar,

em função da ativa regulação da condutância estomática, esta associação feita para comprovar

a linearidade da relação inversa entre temperatura da folha e transpiração (CHAERLE et al.,

2007). Conforme Nilsson e colaboradores, as mudanças associadas ao modelo padrão de

resfriamento da planta podem ser monitoradas de forma instantânea por meio de imagens

termográficas (NILSSON, 1995). Desse modo, as imagens térmicas, especialmente quando

combinada com outras medidas não invasivas, tais como a fluorescência da Chl-a e a análise

das trocas gasosas, pode ser uma poderosa ferramenta para estudar o desempenho

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

Figura 4: Aparelho de imagem termográfica utilizado (Testo 881) . Foto: Daniela Graciano
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1.6.4 Fluorenscencia estacionária - portátil

O espectro de fluorescência da clorofila é característico, pois apresenta duas bandas de

emissão, uma em aproximadamente 680 nm e outra, com menor intensidade, em 730 nm. À

medida que se aumenta a concentração do extrato de clorofila, há um aumento linear da

intensidade de fluorescência, pois a fluorescência depende da quantidade de moléculas no

meio que são capazes de absorver a radiação e fluorescer, dessa forma, quanto maior a

quantidade de moléculas, maior será a fluorescência. Nesta técnica duas bandas de emissão

podem ser observadas entre 625 e 800 nm: as bandas no vermelho e no vermelho-distante

com máximo em 685 e 735 nm, respectivamente. As bandas de fluorescência vermelho e

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

respectivamente, encontrados no interior das membranas tilacóides dos cloroplastos

(MISHRA et al., 2010).

Figura 5: Aparelho de fluorescência estacionária utilizado. Foto: Daniela Graciano

1.6.5 Índice de germinação e crescimento da raíz

O termo germinação apresenta diferentes conceitos em função do campo de

investigação. Do ponto de vista fisiológico, germinar é sair do repouso e entrar em atividade

metabólica, isto é, uma semente viável em repouso, após ser suprida em suas necessidades

externas (do ambiente) e internas (dos órgãos) é levada ao crescimento do embrião, o qual
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conduzirá à germinação (LABOURIAU et al., 1983). Em tecnologia de sementes, porém,

conceituação de germinação tem um cunho mais prático, incluindo a fase de crescimento da

plântula neste processo (MACHADO e CÍCERO, 2002). Portanto, em condições de

laboratório, a germinação de uma semente pode ser definida como a emergência e o

desenvolvimento da plântula até alcançar um estado tal que os aspectos de suas estruturas

essenciais permitam indicar a capacidade desta em transformar-se em uma planta, sob

condições favoráveis no solo (BRASIL, 1992; ISTA, 1993).

O conhecimento das condições ótimas para a condução de testes capazes de avaliar

as sementes, sob diferentes aspectos, é de fundamental importância. Avaliação da

qualidade fisiológica das sementes de acordo com (LINARES et al., 1999), o nível da

qualidade fisiológica de uma semente pode ser determinado por dois parâmetros

fundamentais: viabilidade e vigor. Segundo o mesmo autor, a viabilidade é medida

principalmente pelo teste de germinação e procura determinar a máxima germinabilidade de

uma semente, sendo oferecidas, para isto, condições extremamente favoráveis. Por outro lado,

o vigor detecta atributos mais sutis da qualidade fisiológica, não revelados pelo teste de

germinação. O teste de germinação determina a porcentagem de sementes capazes de

germinar normalmente, com base nas características morfológicas das plantas. Sendo assim,

tanto as Regras para Análise 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 condução do teste. A necessidade de tal padronização

advém principalmente do fato de que a intensidade da resposta das sementes ao ambiente é

variável 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

absorção e utilização de nutrientes. Essa toxicidade ocasiona reduções no peso da matéria

seca, no número e no comprimento de raízes e na área radicial, que frequentemente estão

associados a aumentos no raio médio e no volume das raizes. (PEIXOTO et al., 2007). Na

parte aérea ocorrem reduções no peso de matéria seca, na altura e no diâmetro das plantas.

Segundo Otto e colaboradores, a manutenção de grande massa seca de raízes resulta em

grande gasto de energia metabólica e tem consequências negativas sobre o crescimento em

altura das plantas e na produtividade (OTTO et al., 2007). A relação entre tamanho da parte

aérea e raiz implica em uma ferramenta importante na detecção de estresse em plantas. Em

estudos no polo Industrial de Cubatão, por exemplo, a Tibouchina pulchra Cogn, submetida
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ao ar contaminado com alta concentração de SO2, modificou o crescimento da planta, com

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

Diante do exposto, estudos sobre o efeito de NPs sobre espécies nativas são

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 fitoremediação. No presente estudo levantamos a hipótese de que

as NPs são capazes de interagir com o embrião de sementes fotossintetizantes, interferindo

desde os estádios pré-germinativos, no status fisiológico do complexo do PSII. Assim, foram

avaliadas as alterações no funcionamento do aparato fotossintético das sementes de Inga

laurina e a fitotoxidade induzida por nanopartículas de CuONPs, Fe2O3NPs e ZnONPs.

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320316572
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2.OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar as alterações fisiológicas em sementes e plântulas de Inga laurina

induzidas por NPs óxido metálicas (cobre, ferro e zinco), avaliando o potencial fitotóxico e

impacto das NPs sobre o funcionamento do aparato fotossintético em estágio inicial de

desenvolvimento.

2.2 Objetivos Específicos
Avaliar o impacto fitotóxico de NPs de óxidos metálicos sobre Inga laurina por meio

dos testes de germinação e crescimento da raiz;

Determinar os índices de germinação e crescimento da raiz para sementes de Inga

laurina submetidas a diferentes concentrações e composições químicas das NPs;

Avaliar a viabilidade da técnica de espectroscopia de fluorescência no

monitoramento in vivo da interação NPs-sementes;

Caracterizar as alterações no status fisiológico da Inga laurina em estágio inicial de

desenvolvimento a partir da espectroscopia de fluorescência da clorofila a;

Determinar as alterações na eficiência de funcionamento do PSII das sementes de

Inga laurina, nos estágios pré e pós-germinativo, quando submetidas a diferentes

concentrações das NPs.
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3. METODOLOGIA

3.1 Material Botânico

Frutos de Inga laurina (Sw.) Willd., foram coletados de matrizes ocorrentes em

vegetação ciliar no município de Dourados Estado de Mato Grosso do Sul, e logo

beneficiadas manualmente conforme (Figura 6, A). Sendo as sementes submetidas aos testes

de concentrações em função da concentração das NPs (Figura 6, B).

.

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

3.2 Nanopartículas utilizadas

As partículas em dimensões nanométrica (nm) utilizadas durante a pesquisa foram:

• (A) CuONPs em pó com dimensões nominais < 50nm, adquiridas da Sigma-Aldrich

com distribuição de tamanho definido;

• (B) Fe2O3NPs em pó com dimensões nominais < 50nm, adquiridas da Sigma-Aldrich

com distribuição de tamanho definido;

• (C) ZnONPs em pó com dimensões nominais < 50nm, adquiridas da Sigma-Aldrich

com distribuição de tamanho definido;

As nanoparticulas são em pó, foram diluidas em água ultra-pura MilliQ, armazenadas

em frascos Ambêr e colocadas em aparelho ultrasônico para favorecer a dispersão (evitar

agregação) das nanopartículas na solução aquosa.

3.3 Teste de Germinação
Esta avaliação foi realizada em conjunto com o teste padrão de germinação,

registrando a porcentagem de plântulas normais, na data prescrita pelas Regras para Análise

A B
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de Sementes (BRASIL, 1992) para primeira contagem do teste de germinação. As contagens

das sementes germinadas foram realizadas diariamente de zero até o sétimo dia após o início

do teste, quando ocorreu a estabilização do número de sementes germinadas; o critério de

germinação adotado foi a emissão da raiz primária e epicótilo. A primeira contagem de

germinação foi efetuada em conjunto com o teste de geminação, computando-se a

porcentagem de plântulas normais obtidas no sexto dia após a semeadura. O índice de

velocidade de germinação (IVG) foi determinado mediante contagens diárias do número de

sementes germinadas, no mesmo horário, cujo índice foi calculado de acordo com a fórmula

proposta por (MAGUIRE et al.,1962).

No processo de germinação, no período de embebição as sementes foram agitadas por

08 horas em beckers, amarrados com elásticos em mesa agitadora orbital da marca TECNAL

(shaker), com a velocidade de 5 rpm e embebidos com 20 ml de solução (concentrações de

contaminantes ou controle). Após a agitação as sementes de inga foram colocadas em caixa de

germinação gerbox com papel filtro duplo umedecido, com a mesma solução da agitação.

Figura 7. Em seguida, foram mantidas em câmara de germinação com controle de temperatura,

umidade e fotoperíodo, fornecendo as condições ideais para a germinação e crescimento da

espécie, as condições de germinação utilizadas foram: temperatura de 25ºC, com fotoperíodo

de 12/12h claro/escuro e umidade de 65/70% com intensidade actínia de aproximadamente

300 µmolm-2s-1. Para cada material estudado Nps de (CuO, Fe2O3 e ZnO) foram utilizadas as

seguintes concentrações: 0 mgL-1; 50 mgL-1; 100 mgL-1, 200 mgL-1 e 300 mgL-1, e para cada

concentração foram utilizadas 10 sementes por contaminante ou controle, totalizando 150

sementes. Estes testes foram repetidos nos meses de janeiro, fevereiro e março.
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Figura 7: (A) Sementes de Inga laurina em diferentes tratamentos de exposição e mantidas sob agitação.
(B) Sementes pós embebição expostas a CuONPs em água ultra-pura, colocadas em caixa de germinação e
avaliadas durante 7 dias. Foto: Daniela Graciano

3.4 Tamanho da raiz

No final do período experimental germinativo foi mensurado, com o auxílio de um

parquímetro da marca Digimess® com precisão de 0,05mm, o tamanho das raízes das plantas.

Os dados foram submetidos a análise de comparações entre médias, usando-se o Teste T-

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

Figura 8: Avaliação do tamanho da raiz de plântulas de Inga laurina submetidas a diferentes
concentrações de CuONPs, decorridos 168h após o período de embebição, com o auxílio de um
paquímetro digital. Foto: Daniela Graciano

A B
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Após 07 dias, no final do período de germinação, as plantulas foram colocadas em

vasos de polietileno contendo substrato agrícola Bioplant®, separadas por concentração, cada

concentração foram utilizados 3 vasos, e mantidas em viveiro com cobertura sombrite 50% e

irrigação diária por microaspersão por 30 dias. Figura 9.

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

3.6 Fluorescência da clorofila a modulada e cinética

A fluorescência da clorofila-a (Chl-a) foi medida pela primeira vez 24h (após

embebição da semente) e posteriormente coletada (Chl-a) a cada 24h por 7 dias, até final de

período de germinação (168h). As sementes eram mantidas à 25°C em câmara de germinação

e as plântulas em casa de vegetação sujeita as variações de temperatura do período de verão

entre janeiro e março. As imagens de fluorescência cinética foram coletadas utilizando o

equipamento Closed FluorCam FC 800-C da marca Photon Systems Instruments. Esse

sistema é composto por painéis de Leds usados como fonte de excitação com intensidade de

luz actínica acima de 2500 µmol (prótons) m-2.s-1 e uma câmera CCD que coleta imagens na

região entre 400 a 1000 nm fornecendo imagens com resolução de 512 x 512 pixels a uma

frequência máxima de 50 frames por segundo. O sistema é fechado, propiciando a adaptação

da amostra ao escuro, antes de exposta à radiação. Antes das medidas de fluorescência

cinética, as sementes foram adaptadas ao escuro por 1/2h garantindo que todos os centros de

reação estivessem abertos. A luz branca foi utilizada como fonte de excitação, empregado

também um filtro para selecionar somente a emissão da clorofila, na região de 680 nm, sendo

as medidas efetuadas em um dos lados da semente. As medições foram realizadas diariamente

no período entre as 9:00h às 15:00h. Os folíolos foram adaptados ao escuro e após 30 minutos
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foram iluminados em uma área de 4 mm de diâmetro com um arranjo de 6 LEDs e pulso de

luz de 300 µmol.m-2. s-1, Figura 10.

Figura 10: (A) Equipamento Closed FluorCam FC 800-C da marca Photon Systems Instruments, utilizado

para aferir os parâmetros de fluorescência da (Chl-a). (B) imagem de emissão de fluorescência da clorofila

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

A fluorescência estacionária da clorofila a é medida com um fluorímetro portátil

constituído de dois lasers de diodo, operantes em 405 nm e em 532 nm, um monocromador

(USB 2000 FL – OceanOptics), uma fibra óptica do tipo Y e um laptop para obtenção 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: Obtenção dos espectros de fluorescência estacionária da clorofila a, medidas no período após
embebição da semente (48h) e diariamente a cada 24h até (168h) final de período de germinação e após 30
dias. Foto: Daniela Graciano

3.7 Obtenção das imagens termográficas

As imagens foram obtidas por meio de uma câmera termográfica Testo® (Figura

11.A), detector infravermelho de 2.3 Megapixels de resolução, em que as escalas de

temperaturas são indicadas por gradientes de falsa cor. Por meio da funcionalidade designada

de fusão, uma combinação da imagem térmica com a imagem visual pode ser criada. Assim,

sobrepondo uma área de imagem infravermelha sobre uma imagem visual, foram localizadas

as áreas de interesse.

Para obtenção das imagens térmicas nas sementes de Inga laurina, submetidas as

diferentes concentrações, foram medidas após embebição das sementes (24h) e diariamente

até o final do período de germinação (168h). Antes de iniciar as medidas, as sementes eram

retiradas da câmara de germinação, mantidas no laboratório com refrigeração de 25°C,

temperatura obtida por um ar condicionado 9.000 BTUs e no escuro, por 30min, esse

procedimento era realizado para evitar qualquer alteração de temperatura, principalmente por

radiação luminosa. Para o procedimento da análise termográfica em cada placa com as

sementes, as imagens foram tiradas pela aproximação do equipamento a uma distância de

aproximadamente 20 cm de cada caixa de germinação acrílica, mantendo-se o ângulo de 90°

graus entre a câmara e a amostra.
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Após o período de germinação, as plântulas foram mantidas em casa de vegetação 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) Câmera Termográfica utilizado no experimento: (B) Imagem termográfica indicando a

temperatura superficial de sementes e plântulas de Inga laurina e (C) Imagem termográfica no software.

Foto: Daniela Graciano

3.8 Caracterização óptica do extrato

Análises de absorção UV-Vis foram realizadas no extrato obtida a partir de folíolo

objetivando avaliar possíveis alterações físico-químicas da planta associadas as NPs. No

estudo de absorção do extrato do vegetal, foi utilizado o espectrofotômetro Cary 50 UV-Vis

(Varian). O espectrofotômetro de absorção molecular tem como fonte de excitação uma

lâmpada de Deutério, um monocromador Czerny-Turner 0,25m e um detector de diodo de Si,

como apresentado na Figura 16.

Os espectros de absorção foram coletados de 200 a 800 nm, usando uma cubeta de

quartzo de duas faces polidas de 10 mm de caminho óptico. Todas as medidas foram

realizadas à temperatura ambiente. A extração do extrato vegetal foi realizada a partir de

folhas jovens, após 30 dias de germinação. As folhas foram coletadas, picotadas e adicionadas

3g de folhas foram adicionadas em 30 mL de Metanol PA. e deixadas por um período de 72

horas, posteriormente separou-se o extrato obtido, conforme Figura 16. Este extrato foi

armazenado em frasco âmbar envolto por papel alumínio e em ambiente refrigerado para

evitar degradação.
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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

equações i,ii,iii e iv, conforme Lichtenthaler (1987).

Clorofila a: 15,65 A666nm – 7,34 A653nm x FD (i)

Clorofila b: 27,05 A653nm –-5,03 A666nm x FD (ii)

Clorofila total: (Chl a + b) = 24,23A652nm + 3,26A665,2nm (iii)

Carotenóides totais: (1000 A470nm – 2,86 x Chl a – 129,2 x Chl b x FD) /221 (iv)

A653nm representa o valor da absorbância em 653 nm em μgmL-1. Os valores foram

corrigidos para miligramas de pigmento fotossintético por grama de massa fresca através da

multiplicação 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-1MF).

A B
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4. RESULTADO E DISCUSSÃO

4.1 CuONPs

4.1.1 Fluorescência máxima no último pulso saturante (FM_Lss) – sementes e plântulas

A emissão da fluorescência da clorofila a para parâmetro Fm_lss (fluorescência

máxima da planta adaptada à luz), variou em intensidade de pixels nas diferentes

concentrações ( 0, 50 e 300 mgL-1) de CuONPs, bem como, ao longo das 168h de avaliação.

Figura 14.

Sementes de Inga laurina submetidas a 300 mgL-1 apresentam, no geral, maior

Fm_Lss que as demais concentrações. Para as concentrações 0 e 50 mgL-1 ocorreu redução da

emissão ao longo do tempo ( cores mais suaves) ao passo que em 300 mgL-1 esse efeito é

menos evidente. Foi observado que nas maiores doses houve o aumento de Fm_lss em

relação a (0) Controle, indicando que pode ter havido a otimização da cadeia de transportes

de elétrons diante das concentraçoes de NPS. (SUH et al., 2002; PEREIRA et al., 2009;

CASTRO, 2010).

Figura 14: (A) Imagem de emissão de fluorescência da clorofila a em sementes de Inga laurina para o
parâmetro (Fm_Lss) no período de 24 a 168h, após a imersão em 0 mgL-1 de CuONPs. (B) Imagem de
emissão de fluorescência da clorofila a em sementes de Inga laurina para o parâmetro (Fm_Lss) no período
de 24 a 168h, após a imersão em 50 mgL-1 de CuONPs. (C) Imagem de emissão de fluorescência da
clorofila a em sementes de Inga laurina para o parâmetro (Fm_Lss) no período de 24 a 168h, após a
imersão em 300 mgL-1 de CuONPs.
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Observou-se respostas de fluorescência da clorofila a por meio da fluorescência

máxima no último pulso saturante (Fm _lss) das sementes de Inga laurina submetidas no

período de germinação, com CuONPs, nas concentrações de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1. Sob

todas as concentrações ocorre queda da Fm_lss ao longo do tempo (Figura 15). As reduções

da Fm_lss, independentemente das doses de CuONPs podem estar relacionadas à degradação

natural da clorofila em função do tempo, por serem as sementes de Inga laurina classificadas

como recalcitrantes (BILIA et al., 2003), altamente intolerantes à dessecação e com baixa

longevidade natural (FIGLIOLIA et al., 1994; PRITCHARD et al., 1995; BIlIA et al., 1997;

FARIA et al., 2004). A quantidade de clorofila na semente diminui durante o processo de

maturação através das ações 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 função do tempo, após embebição de 24h

de solução aquosa de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de CuONPs. * Diferença significativa (teste T, p < 0, 05;

n = 10).

Nos testes estatísticos, ficou evidenciado o efeito das doses sendo que o tratamento 50

mgL-1 CuONP apresentou média com diferença estatística nas 48h, 72h, 96h e 120h de

germinação, sendo a média de (Fm_lss) menor que o tratamento (0) Controle, resultando

assim, em menor emissão de fluorescência. Nos outros tratamentos 100, 200 e 300 mgL-1 a

media do (Fm_lss) foi maior que aquelas observadas no tratamento (0) Controle.

Ficou, evidenciado, a diferença de Fluorescência entre as doses de 50 e 300 mgL-1. A

elevação de Fm_lss nas maiores doses de CuONPs entre 48-96h é um fenômeno de difícil

interpretação (Figura 16). Eventos compensatórios de dissipação de energia relacionados à

fotoinibição são 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-1) sobre a resposta fisiológica e bioquímica de plântulas de trigo

(Triticum ssp) cultivadas em soluções nutritivas, (SHARMA et al., 2017), reportaram redução

significativa no teor de clorofila e na fluorescência de clorofila nas plântulas. Os autores

atribuíramesses resultadps ao dano oxidativo na membrana dos cloroplastos causado pela

interação direta com as nanopartículas, ou ainda, aos íons de Cu2+ liberados pela dissolução do

CuO nanoparticulado.

Observou-se que na concentração de 300 mgL-1 houve um aumento da Fm_lss de 24 a

72h e logo após um decréscimo da fluorescência, mas ainda sim permaneceu com a maior

média de Fm_lss. Sob concentração de 50 mgL-1 a Fm_lss foi menor que o tratamento (0)

Controle. Esse comportamento pode estar relacionado à degradação natural da clorofila de

sementes devido à sua função de reserva (BILLA et al. 2003). Evidenciando que nas maiores

doses há um consumo de clorofila como reserva entre 48-96h (Figura 16).
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Figura 16: Fm_lss de 10 sementes de Inga laurina em função do tempo, após embebição de 24h de solução

aquosa de 50 e 300 mgL-1 de CuONPs.

A germinação hipógea, conforme classificação de (MÍQUEL et al., 1987), com os

cotilédones permanecendo parcialmente expostos e com coloração verde, indica função de

fotossíntese, além de armazenamento. Esse tipo de germinação já havia sido descrito para essa

espécie por (RESSEL et al., 2004).

Em sementes de Inga laurina a capacidade fotossintética é precoce, uma vez que os

tecidos cotiledonares apresentam além dos plastos de reserva, cloroplastos com organização

de membrana funcional, cotilédones foliáceos, de coloração verde intenso (KITAJIMA et al.,

1992), o que as capacita para a produção de foto assimilados desde os primeiros momentos da

ativação metabólica no início da germinação.

Durante o desenvolvimento de alguns embriões de sementes, os cloroplastos

fotoquímicos podem ser capazes de produzir assimilados e, consequentemente, a conversão

em biopolímeros de reserva nos degraus finais da embriogênese (SMOLIKOVA et al., 2017a).

Por outro lado, embriões de sementes amarelas continham oito oxidoreductases únicas que

podem indicar níveis mais elevados de catabolismo oxidativo, e uma maior capacidade de

transferência de elétrons (SMOLIKOVA et al., 2017b; MAMONTOVA et al., 2018).
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4.1.2 Fluorescência máxima no último pulso saturante (FM_Lss) – folíolos

A emissão de fluorescência da clorofila no último pulso modulado (Fm_lss) de

plântulas obtidas a partir de sementes expostas à CuONPs (decorridos 30 dias da exposição)

são apresentadas na figura 17. Foi possível observar que na maior concentração 300 mgL-1 a

média de (Fm_lss) foi maior que no tratamento (0) Controle e na menor concentração 50

mgL-1 a média (Fm_lss) foi menor que no tratamento (0) Controle. Os resultados de Fm_lss

observados nas plântulas evidenciam os efeitos das CuONPs mesmo decorridos 30 dias da

exposição das sementes, sugerindo três eventos possíveis: a) efeito direto das CuONPs ainda

presentes nos tecidos das plântulas; b) efeitos indiretos relacionados a distúrbios funcionais

decorrentes dos primeiros dias de exposição das sementes e; c) os dois fatores ocorrendo de

maneira simultânea. Os efeitos diretos das CuONPs nas plãntulas após 30 dias de exposição

sugerem a presença destas nos tecidos já diferenciados implicando, necessariamente, na

entrada das NPs nos tecidos dos cotilédones; seus efeitos somente seriam reduzidos a partir da

saída das NPs do corpo vegetal, por exemplo, por meio da queda das folhas de modo

prematuro ou durante a senescência regular.

Figura 17: Fm_Lss média de 10 plântulas de Inga laurina, 30 dias após embebição com CuONPs.
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Os efeitos indiretos relacionados a distúrbios funcionais normalmente ainda estão

presentes nos primeiros dias da exposição (em especial, quando o tempo decorrido da

exposição ao fator de estresse é curto) logo, parece sensato admitir que as respostas de Fm_lss

observados nas plântulas estão relacionadas a fatores diretos e indiretos das CuONPs. Estudos

em plantas de pepino (Cucurbita pepo) cultivadas em solução nutritiva com CuONPs (0-1000

mgL-1) após centrifugação, para remoção das nanopartículas do sobrenatante, tiveram

aumento de biomassa, comparadas às plantas cultivadas em solução não centrifugada,

sugerindo o efeito fitotóxico das nanopartículas (STAMPOULIS et al, 2009). Em condições

hidropônicas, plantas de Elsholtzia splendens (tolerante a Cu) foram expostas a CuONP e

CuSO4. O conteúdo de Cu na parte aérea das plantas expostas a CuONP (1000 mgL-1) foi

muito maior que nas plantas expostas a fonte solúvel na dose 0,5 mgL-1, concentração

escolhida com base na concentração de Cu dissolvido na dose de 1000 mgL-1 de CuONP. Os

autores relatam formação de depósitos de CuONP nas células da raiz e em células foliares,

comprovando por análise de absorção 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 relação entre as maiores concentrações de CuONPs e o parâmetro Fm_lss observado

nas plãntulas de Inga laurina, se deu de forma não linear entre dose-resposta. Em sistemas

biológicos os mecanismos internos de auto-organização respondem de modo ajustado à

intensidade e/ou tempo de duração de fatores estressores (HÜTT e LÜTTGE., 2002). Assim

nem sempre o comportamento observado é ajustado às concentrações, de mode que possam

ser explicados por meio de equações lineares.

Na figura 18 revela as diferenças de Fm_Lss em folhas de Inga laurina apos 30 dias de

emvevição das sementes em diferentes concentrações de CuONPs. Plântulas do tratamento

300 mgL-1 apresentam maior gradiente de pixel representado pelas cores mais quentes na

escala, explicitando o efeito das concentrações sobre as variáveis de emissão de fluorescência.
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Figura 18: Imagem de emissão de fluorescência da clorofila a em sementes de Inga laurina para o

parâmetro (Fm_lss), (A) 30 dias após a imersão em 50 mgL-1 de CuONPs e (B) 30 dias após a imersão em

300 mgL-1.

4.1.3 Eficiência fotoquímica (Fv/Fm) – semente e plântulas

Nossos resultados sugerem mudanças induzidas por CuONPs em cloroplastos

fotoquímicos ativos durante reações de germinação e hidrolise. A Figura 19 mostra imagens

representativas do rendimento quântico da conversão de energia fotoquímica em FSII

(Qy_max) em função do tempo para sementes de Inga lauriana expostas a CuONPs em (A) 0

mgL-1, (B) 50 mgL- 1, (C) 300 mgL- 1. As alterações observadas também são dependentes de

tempo e dose. Após a exposição na maior concentração de CuONPs, a máxima eficiência da

atividade fotoquímica do FSII, já está aumentando antes da protrusão radicular. Este resultado

sugere uma alta atividade metabólica em sementes, com o aumento das concentrações.

A B
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Figura 19: Imagem de emissão de fluorescência da clorofila a em sementes de Inga laurina para o

parâmetro de rendimento da eficiência fotoquímica Qy_max = Fv/Fm: (A) 0 mgL-1, (B) 50 mgL-1 de

CuONPs, e (C) 300 mgL-1de CuONPs,

As diferenças associadas à dose/resposta para a eficiência do rendimento fotoquímico

da fotossíntese (Qy_max) das sementes de Inga laurina, no período de germinação, para as

concentrações de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1, foram observadas no período compreendido

entre 72-120h ( Figura 20 ). De modo geral, exceto para a dose 200 mgL-1 decorridos 144h, as

CuONPs promoveram aumento da Qy_max, sendo a maior diferença entre o controle ( 0

mgL-1) e a 100 mgL-1 CuONPs, em 72h, apresentando 0,65 e 0,75 u.a de (Qy_max),

respectivamente. Para todas as concentrações, decorridas 168h não foram mais observadas

diferenças entre as médias de eficiência fotoquímica entre as concentrações.

No entanto, os dados sugerem a potencialização da eficiência fotoquímica; e

associados ao aumento da concentração em mgL-1, resultando em maiores valores de

Qy_max, em ordem crescente 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de CuONPs. As elevações de

Qy_max observadas podem estar relacionadas à otimização no transporte de elétrons. (AMDE

et al., 2017), ou à degradação natural da clorofila de sementes devido à sua função de reserva

(BILLA et al. 2003).



60

Figura 20: Qy_max - parâmetro de rendimento da eficiência fotoquímica da média de 10 sementes de Inga

laurina em função do tempo após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de CuONPs. * Diferença

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

O parâmetro eficiência quântica potencial do fotossistema II (Qy_max) representa a

razão entre as fluorescências variável e a máxima (Fv/Fm) e expressa a eficiência de captura

da energia de excitação pelos centros de reação abertos do FSII (BAKER, 1991; KRAUSER

& WEIS, 1991), o que pode, segundo (HAEHNEL et al.,1982), representar a eficiência

quântica do transporte de elétrons através do FSII. Ainda que a (Qy_max) seja tratada como

um parâmetro robusto na identificação de respostas ao estresse (MOHAMMED et al, 1995),

em nosso estudo os dados observados não sugerem efeitos deletérios das CuONPs ao

complexo dos fotossistemas durante o período de germinação das sementes de Inga laurina

nas doses utilizadas. De modo contrário, ocorreram aumentos para esta característica entre as

72-144h. Elevações da (Qy_max) podem ser observadas quando, de modo simultâneo, os

valores de emissão inicial de fluorescência (Fo) são reduzidos e a fluorescência máxima (Fm)
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aumentados, ou de modo isolado os valores de fluorescência variável (Fv) são mais elevados

quando comparados à Fm´.

Dentre os fatores que podem estar relacionados aos resultados estão as diferenças entre

as massas envolvidas nas sementes ao longo do tempo que mudam as relações entre o

número de dissipadores (moléculas dos complexos dos fotossistemas I e II) e o número de

NPs livres ou agregadas. A massa e o tamanho das sementes são importantes características,

pois são partes críticas do processo germinativo e podem afetar a dispersão e o recrutamento

da população, assim como a predação de sementes tanto quanto o estabelecimento,

crescimento e sobrevivência de plântulas (MICHAELS, et al., 1998). O tamanho das

sementes pode ser indicativo de qualidade fisiológica (POPINIGIS, et al., 1985;

OLIVEIRA et al., 2005), ou seja, dentro de um mesmo lote de sementes, aquelas

denominadas pequenas podem apresentar menor emergência de plântulas e vigor do que as

consideradas médias e grandes. CARVALHO e NAKAGAWA (2000), mencionam que, de

um modo geral, as sementes de maior tamanho poderão receber maior quantidade de

substâncias de reserva durante a fase de desenvolvimento, o que proporcionará embriões

mais formados, sendo consideradas sementes de maior vigor. A maior quantidade de reserva

aumenta a probabilidade de sucesso no estabelecimento da plântula (LORENZI et al., 1998),

pois permite a sobrevivência por maior tempo em condições ambientais desfavoráveis.

Sementes e plântulas representam estádios distintos de desenvolvimento do organismo.

Para alguns fatores, sementes podem ser mais tolerantes que plântulas ou plantas jovens.

Biologicamente, sementes representam uma fase do desenvolvimento vegetal mais sujeita às

intempéries/variações do meio sobretudo, durante o período de dispersão, já as plântulas e

plantas jovens de modo geral aparecem posteriormente, quando as condições foram

minimamente favoráveis à germinação das sementes.

O estádio de desenvolvimento das plantas jovens é mais complexo que o das sementes,

nas primeiras, novos tecidos são diferenciados, novas respostas associadas à expressão gênica

podem ser observadas no sentido tanto da desestabilização de funções quanto das reações de

reparo e restabelecimento. Em relação ao processo germinativo, BELTRATI et al., (2003)

consideram que “os estádios de plântulas e indivíduos jovens, representam críticas no ciclo de

vida da planta, são as etapas mais sensíveis às perturbações induzidas pelo homem, mudanças

climáticas, competição intra e interespecífica, entre outros fatores que podem provocar

redução ou extermínio dos bancos de germoplasma”.
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4.1.4 Eficiência fotoquímica (Fv/Fm) – folíolos

Quando avaliado a eficiência do rendimento fotoquímico da fotossíntese através do

parâmetro (Qy_max) de plântulas de Inga laurina, obtidas a partir de sementes expostas à

CuONPs (decorridos 30 da exposição), demonstraram que em plântulas a concentração de 50

mgL-1 obtém a média de (Qy_max) inferior ao (0) Controle; e na concentração de 300 mgL-1

obtiveram (Qy_max) maior que o tratamento (0) Controle. No entanto, nossos dados sugerem

que as elevações de (Qy_max) observadas estarem relacionadas à otimização no transporte de

elétrons pelas NPs. (AMDE et al., 2017). E nas maiores doses sugerem que as NPs podem

estar relacionado à degradação da clorofila de sementes devido à sua função de reserva

(BILLA et al. 2003).

Figura 21: Qy_max - parâmetro de rendimento da eficiência fotoquímica da média de 10 plântulas de Inga
laurina em função do tempo, submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de CuONPs, após 30 dias da
embebição.

4.1.5 Supressão não-fotoquímica (NPQ_Lss) – sementes

As análises da quenching não fotoquímica (NPQ_Lss), foram realizadas no último

pulso saturante de luz, quando as sementes já estão adaptadas a fase clara( Figura 22). No

tratamento 50 mgL-1 e 100 mgL-1 CuONP, a maior diferença entre as médias de supressão

não-fotoquímica (NPQ_Lss) foram observadas decorridos 120-144h de exposição, com o (0)

Controle dissipando mais energia na forma de calor. Após 168h de exposição das sementes

*

*
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submetidas às CuONPs, foram superiores o Controle. Nos tratamentos 200 e 300 mgL-1 de

24-120h o Controle apresentou maior (NPQ_Lss) e decorrentes e nas 168h inverteu-se as

médias, sendo os tratamentos nestas concentrações com médias superiores ao tratamento

Controle.

Figura 22: NPQ_Lss- parâmetro de quenching não fotoquímico da média de 10 sementes de Inga laurina

em função do tempo após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de CuONPs. * Diferença

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

Os valores do NPQ_Lss mostram uma diminuição inicialmente nas sementes contendo

os CuONPs ( Figura 23) . Ao longo do tempo, para todas as sementes, observamos uma

tendência de aumento da dissipação de energia por vias não fotoquímicas a partir das 120h.

No entanto, sob as doses CuONPs de 200 e 300 mgL-1, houve indução de perda do

comportamento oscilatório de dissipação não-fotoquímica, quando comparado ao (0) Controle.

Esse comportamento oscilatório pode estar relacionado a formas cronobiológicas, controladas

pelo mecanismo endógeno de cronometragem responsável pela organização de reações de
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hidrólise e metabolismo de reserva durante a germinação de sementes de acordo com estímulo

ambiental periódico.

Nas folhas jovens de Inga laurina já foram identificadas concentrações elevadas (1 a

10%) de três diferentes formas de tripsina, sugerindo uma defesa química da planta durante o

período de crescimento, pois nas folhas adultas não encontraram os mesmos resultados

(LOKVAM et al., 2007). Foi isolado um inibidor de tripsina das sementes de ingá,

característicos das espécies das Fabaceae (MACEDO et al., 2007). Os compostos fenólicos

são derivados da via bioquímica do ácido chiquímico ou ácido mevalônico e dos aminoácidos

aromáticos, fenilalanina e tirosina (NACZK e SHAHIDI, 2004). A fenilalanina origina o

ácido cinâmico pela ação da fenilalanina amonialiase, que por sua vez origina o fenol

propanóide, e formam as diferentes classes de compostos fenólicos. A enzima responsável

pela formação do ácido cinâmico está sob controle de vários fatores externos e internos, tais

como hormônios, níveis de nutrientes, infecções fungícas, lesões e luminosidade a qual os

vegetais estão expostos (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Figura 23: NPQ_Lss- parâmetro de quenching não fotoquímico da média de 10 sementes de Inga laurina

em função do tempo após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de CuONPs.

Já é conhecido pela ciência que muitos dos compostos fenólicos atuam como

sequestradores de radicais livres enquanto outros agem como quelantes de metais



65

catalisadores de reações de geração de espécies reativas de oxigênio (HALLIWELL et al.,

2007; FLOEGEL et al., 2011), sendo capazes de retardarem ou inibirem a velocidade de

oxidação das biomoléculas e, consequentemente, os danos oxidativos no organismo

(HALLIWELL et al., 2007). O mecanismo de ação dos antioxidantes pode ocorrer por

interrupção das cadeias de reações oxidativas, sob bloqueio da decomposição dos peróxidos e

hidroperóxidos, convertendo-os na forma inativa, ou agindo como doadores de prótons e

elétrons impedindo o processo de iniciação desencadeado pelos radicais livres (HALLIWELL

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

4.1.6 Supressão não-fotoquímica (NPQ_Lss) – folíolo

As análises dos valores médios do quenching não-fotoquímico (NPQ_Lss) de plântulas

obtidas a partir de sementes expostas à CuONPs (decorridos 30 da exposição). A relação entre

as concentrações de CuONPs e a NPQ_Lss observadas nas plântulas de Inga laurina sugerem

uma relação não linear entre dose-resposta provável pelo auto ajuste da planta (HÜTT e

LÜTTGE, 2002) (Figura 24). As concentrações de 50 e 200 mgL-1, apresentaram a maior

média de dissipação não-fotoquímica (NPQ_Lss). Já as concentrações de 100 e 300 mgL-1

induziram uma menor dissipação fotoquímica que o controle, expondo um comportamento

não linear entre as concentrações. De modo similar, como o observado para o Qy_max, as

respostas não lineares para NPQ_Lss podem estar associadas as diferenças das massas das

sementes.

Como já foi discutido, sementes e plântulas tem estágios distintos de desenvolvimento,

pois nenhum individuo possuem as mesmas características, podendo ter diferentes níveis de

tolerâncias nos seus estágios de desenvolvimento vegetal.

*

*
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Figura 24: NPQ_Lss- parâmetro de quenching não fotoquímico da média de 10 plântulas de Inga laurina

em função do tempo, após serem submetidas após 30 dias da embebição a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de

CuONPs.

4.1.7 Fluorescência estacionaria – sementes e plântulas

Os espectros típicos da fluorescência 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 possível observar que o tratamento com 300 mgL-1

apresentou um maior pico de fluorescência de moléculas de clorofila (Chla), seguido pelo (0)

Controle, logo após o tratamento com 100 e 200 mgL-1, e sendo o tratamento com 50 mgL-1

com a menor fluorescência. Esse parâmetro corrobora com os resultados dos outros

parâmetros como (Fm_lss), (Qy_max) e (NPQ_Lss), encontrados na fluorescência modular

por imagem, em que, semente/ plântula indicam menor fluorescência na concentração de 50

mgL-1CuONPs e maior fluorêncencia nas maiores concentrações, durante as 168h.

Figura 25: Espectro do Parâmetro da Fluorescência estacionaria ao longo do tempo da média de 10

sementes de Inga laurina em função do tempo após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de

CuONPs.

4.1.7.1 Razão de fluorescência F685/F735

Análise dessa razão F685/F735, intensidade de fluorescência dos picos característicos

da clorofila a, Figura 26. Nota-se que houve alterações no teor de clorofila das sementes com
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CuONPs, sendo o tratamento com 300 mgL-1 com uma menor média de fluorescência da

molécula de clorofila (Chla). Para que obtivéssemos mais informações foi realizada a razão

de fluorescência F685/F735 destas duas bandas, assim fornecendo mais informações sobre o

estado fisiológico e o conteúdo de clorofila das plantas. Essa relação é usada para quantificar

a eficiência máxima do FSII (BUSCHMANM et al., 2007). Na análise do conteúdo de

clorofila, a razão de fluorescência é um indicador do estresse oxidativo (LU et al., 2000).

Figura 26: Razão F685/F735 em função da concentração de CuONPs, com excitação em 405 nm, em 168h

de germinação (7 dias).

Nossos resultados revelam um aumento na relação F685/F735 em função do tempo. A

razão de fluorescência red-far depende do conteúdo da clorofila (CEROVIC et al., 1999).

Estes resultados podem ser atribuídos ao consumo de suas próprias moléculas de clorofila

como reservas, pois quanto maior essa proporção, menor a concentração de clorofila devido à

reabsorção seletiva do vermelho em relação à fluorescência 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 Fluorescência estacionaria- folíolo

Figura 27 mostra os espectros típicos da fluorescência de moléculas de clorofila

quando excitado em 405 nm. As medidas foram realizadas no 3° par de folhas de metáfilos,

em plantas classificadas como plântulas, após o seu 30° dia após germinação. Duas bandas de

emissão podem ser observadas entre 625 e 800 nm: as bandas no vermelho e no vermelho-

distante com máximo em 685 e 735 nm, respectivamente. Foi possível observar que o

tratamento com 100 e 300 mgL-1 apresentou um maior pico de fluorescência de moléculas de

clorofila, enquanto que o tratamento 50 mgL-1 apresentou o menor pico, possivelmente pelo

maior consumo de clorofilas como reserva e pelo aumento do fluxo de elétrons e linearidade

na intensidade de fluorescência nos maiores tratamentos durante o período germinativo.

Figura 27: Espectro do Parâmetro da Fluorescência estacionaria da média de 10 plântulas de Inga

laurina , após 30 dias de serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de CuONPs.
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4.1.9 Análises termográficas – sementes

Análises dos valores médios da temperatura superficial das sementes de Inga laurina

em função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de nanopartículas de óxido de cobre

(CuONP) (Figura 28). De modo geral, a temperatura superficial das sementes variou ao longo

do tempo nas diferentes concentrações de CuONPs, maior diferença significativa entre

controle e NPs foram observadas nas maiores concentrações ( 200 e 300 mgL-1). No inicio

houve uma queda na temperatura, até 96h, em seguida uma elevação da mesma também foi

observada para todas as concentrações.

Figura 28: Temperatura média de 10 sementes de Inga laurina em função do tempo em todas as

concentrações de CuONPs comparadas com a controle (0 mgL-1). * Diferença significativa (teste T, p <

0,05, n =10).

As modificações na temperatura superficial de sementes em germinação podem ser

associadas, num primeiro momento, as reações de exortermia ou endotermia durante a
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embebição. Uma vez que os potenciais de agua da semente são zerados (FASE II), o conteudo

de agua não se altera, o que so volta a ocorrer na terceira fase do processo germinativo,

durante a mobilização das reservas.

Embora para sementes ortodoxas as variações no conteudo de agua possam influenciar

a temperatura das sementes, para as sementes recalcitrantes ( como é o caso do Inga laurina )

s variações de temperatura na superficie são mais bem explicadas pelas alterações na

atividade metabolica.

4.1.10 Análises termográficas – folíolo

Após 30 dias em casa de vegetação com a mesma metodologia das sementes de Inga

laurina, as folhas foram submetidas a análises da temperatura superficial (Ts), foram

realizadas enquanto estavam adaptadas a 30 minutos no escuro. Na concentração controle

obteve a média inferior a todas as concentrações de (CuONPs), sendo o tratamento com 300

mgL-1 com a maior temperatura superficial (Ts). Indicando o aumento das (Ts) nas maiores

concentrações de até 1 grau Cº (Figura 32). A temperatura foliar pode ser usada como um

indicador relevante do grau de estresse em plantas. Ressalta-se ainda que a transpiração é o

principal mecanismo envolvido na regulação da temperatura foliar devido às menores

aberturas estomáticas e, por consequência, ocorrem diminuição da transpiração foliar e

aumento da temperatura da folha, por conta da redução da dissipação do calor latente

sinalizando que a capacidade de refrigeração das plantas diminui via transpiração (VIEIRA

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

Em plantas jovens não é possível correlacionar o NPQ_Lss com a temperatura, pois o

quenching não-fotoquímico é o decréscimo do rendimento quântico da fluorescência

associado à dissipação termal da energia de excitação (POSPISIL et al., 1997).
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Figura 29: Temperatura de plântulas de Inga laurina em todas as concentrações de CuONPs comparadas

com a controle (0 mgL-1). * Diferença significativa (teste T, p < 0,05, n =10).

A temperatura, por sua vez, apresentou uma tendência de aumento em alguns casos

específicos, indicando que a energia perdida por vias não-fotoquímicas está sendo dissipada

de outras maneiras. A mais provável delas pode ser atribuída à desativação da cadeia de

transporte de elétrons (CTE), sendo a energia dissipada pela transferência dos elétrons da

CTE para a superfície das partículas metálicas. É certo que este fenômeno acarreta uma

cascata de efeitos que prejudicam a saúde do vegetal e que muito provavelmente são

responsáveis pelas alterações observadas nos parâmetros fisiológicos analisados neste

trabalho: a desativação da CTE reduz o rendimento do PSII e consequentemente a produção

de ATP e NADPH, que por sua vez afetam o funcionamento do ciclo de Calvin, implicando

numa menor taxa de fixação de carbono (pela Rubisco) e também numa menor taxa de

regeneração da RuBP (que é limitada pela CTE) (FALCO et al, 2018).

O quenching não-fotoquímico está relacionado ao incremento da energia de excitação

não-radiativa, envolvendo formação de calor ou transferência para o PSI não-fluorescente

(SCHREIBER et al l.,1998). Não é possível atribuir totalmente a dissipação não fotoquímica,

*
*

*
*
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mas quando comparado a média de (Fm_lss), após 30 dias de germinação, indica que o

aumento da temperatura não está relacionado com a maior média de NPQ. Nas maiores

concentrações como a de 300 mgL-1 foram obtidos a média de NPQ inferior, a média de

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

4.1.11 Índice de germinação e tamanho da raiz

4.1.11.1Indice de germinação e comprimento da radícula das sementes

Os resultados de germinação, para todas as sementes colocadas nas placas petri, em

todas as concentrações, foi de 100%, isto é, todas as sementes com tratamentos germinaram

igualmente ( Figura 30). Verifica-se que as sementes de Inga laurina apresentaram a mesma

capacidade de germinação. Diante disto, reafirma-se a natureza recalcitrante e alta

germinabilidade, características estas presentes nas espécies do gênero Ingá (RODRIGUES et

al., 2007). Com relação ao índice de velocidade de germinação – IVG da espécie, os

resultados demonstram que as sementes apresentaram velocidade de germinação não

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

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

Figura 30: Imagem do último dia de germinação 168h de plântulas de Inga laurina, para concentrações de

0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1CuONPs. Foto: Daniela Graciano

Em todos os tratamentos houve redução do comprimento da raiz após o período de

germinação ( Figura 31 ). As menores médias foram para o tratamento de 50 mgL-1, porém

em todas as concentrações foi observado redução em relação ao Controle. Reduções no

crescimento das raízes podem ser observadas quando plantas são submetidas às condições

adversas. Registros de redução no CR em plantas expostas a NPs, em pesquisa realizada com

Cicer arietinum L (grão-de-bico) exposta a diferentes concentrações de CuONPs foi

demonstrado que as NPs interferiram no crescimento da planta, causando um retardo no

crescimento das raízes e do caule (NAIR et al., 2015).
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Figura 31: Comprimento da radícula após 168 h do período de embebição das sementes de Inga laurina,

em função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de CuONPs.

Em um trabalho, em que se avaliou o crescimento de arroz sob três diferentes níveis de

estresse causados por CuONPs, concluiu-se que a porcentagem de germinação foi

significativamente reduzida (SHAW et al., 2013). Outro estudo mostrou, também, os efeitos

de nanopartículas de óxido de cobre sobre a germinação de mudas de ervilha verde, em

diferentes concentrações. Os resultados demonstraram que houve uma redução significativa

no crescimento das plantas (tanto no comprimento de brotos e quanto nas raízes), bem como

aumento de espécies reativas de oxigênio e geração de peroxidação lipídica, que é a

degradação oxidativa dos lipídios (NAIR et al., 2015).

No geral, sob as concentrações o CR foi menor que sob o Controle, porém o

tratamento com 50 mgL-1 se mostrou mais sensível ao longo de todos os parâmetros estudados

(Figura 35). O encurtamento das raízes implica em severo dano as plântulas, pois em

ambientes naturais são comuns a competividade entre espécies afetando o estabelecimento e

crescimento. Biologicamente, sementes representam uma fase do desenvolvimento vegetal
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mais sujeita às intempéries/variações do meio, sobretudo, durante o período de dispersão, já

as plântulas, de modo geral aparecem posteriormente, quando as condições foram

minimamente favoráveis à germinação das sementes.A plântula pode ser, no entanto, mais

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

Figura 32: Comprimento da raiz de sementes, após 168h após embebição com concentrações de CuONPs.

Foto: Daniela Graciano

4.1.11.2 Tamanho da raiz das plântulas

O menor crescimento das raizes nas plantas submetidas a CuONPs quando

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

0 mgL-1 50 mgL-1 100 mgL-1 200 mgL-1 300 mgL-1
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Figura 33: Comprimento das raizes das plantulas de Inga laurina após 30 dias de plantio em casa de

vegetação.

De modo geral, o sintoma de toxicidade esta comumento relacionado ao excesso de Cu

nas raizes é a redução no seu comprimento (OUZOUNIDOU et al., 1995; KOPITTKE et al.,

2009; LEQUEUX et al., 2010), possivelmente por causa da diminuição na frequência da

divisão celular no ápice radicular, inibindo assim o crescimento do eixo radicular (JIANG et

al. 2001). Estas alterações no ápice, uma região extremamente delicada da raiz, por sua vez,

promove diversas modificações locais, como a redução da coifa e a maturação precoce dos

tecidos, como relatado para videira (AMBROSINI et al., 2015) e para aveia preta

(GUIMARÃES et al., 2016). A redução da coifa, ou mesmo sua ausência, interfere nas

demais regiões da raiz e compromete seu desenvolvimento (AMBROSINI et al., 2015;

GUIMARÃES et al. 2016), já que uma das funções desta importante estrutura é proteger as

células que estão em processo de divisão (MARSCHNER, 2012).

Figura 34: Comprimento da raiz, após 30 dias após embebição de 0 e 50 mgL-1CuONPs. Foto: Daniela
Graciano
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4.1.12 Analise do extrato

O extrato de clorofila das plântulas de Inga laurina, cultivados em casa de vegetação,

após 30 dias da exposição a diversas concentrações de CuONPs, apresentou menor absorção

de fluorescência na Controle do que nas demais concentrações (Figura 35).

Figura 35: Espetro de Fluorescência Uv/vis de folhas de Inga laurina, após 30 Dias de embebição de

quatro concentrações de CuONPs.

O aumento do teor de clorofila nas maiores concentrações corrobora com a maior

Fm_lss e maior rendimento de Qy_max (Fv/Fm). Porém resultando no encurtamento do

comprimento da raiz (CR), evidenciou que todos os tratamentos produziram alterações

fisiológicas nas plantas tratadas em relação a (0) Controle. Em diversos estudos constatou-se

diminuição nos teores de clorofila a e b nas folhas, no total das concentrações 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

degradação desse pigmento. Entretanto, é interessante ressaltar que em plantas tolerantes, o

conteúdo de clorofila pode aumentar ou não sofrer alterações 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 são expressados no

organismo vegetal devido a uma gama de interações que ocorrem em nível molecular e

celular. Um sintoma bastante comum é a clorose, observada quando há redução do conteúdo

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

Em trabalhos com diferentes espécies, como feijão-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

carotenóides (SANTANA et al., 2015; TIECHER et al., 2016a; 2016b). Videiras submetidas a

altas concentrações de Cu também apresentaram redução acentuada de pigmentos

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

A diminuição de pigmentos clorofilados pode ser atribuída ao efeito adverso do

excesso desses metais no transporte de elétrons na fotossíntese, causando diminuição da

síntese ou o incremento da degradação de clorofila (CAMBROLLÉ et al., 2012; TIECHER et

al., 2016a), possivelmente por fotoxidação. Porém nas maiores concentrações não foram

encontrados a diminuição e sim o aumento desses pigmentos, sugerindo respostas de stresse

fisiológico.

O teor de Clorofila b nas plântulas de Inga laurina foi maior que o teor de clorofila a

(Figura 35). O aumento da clorofila b em plantas pode ser devido a um aumento da proporção

do complexo coletor clorofila a/b-proteína, em relação ao complexo P-700-clorofila a-

proteína. (MEBRAHTU et al.,1991). Ambas as clorofilas são componente das membranas dos

cloroplastos e ocorrem na razão clorofila a/clorofila b de aproximadamente 3:1

(LICHTENTHALER et al, 1981). Plantas expostas a elevados fluxos de fótons

fotossintéticos (FFF) apresentam razões clorofila a/b em torno de 3,2 a 4,0 e plantas

crescendo em ambientes com reduzidos (FFF) possuem razões a/b em torno de 2,5 a 2,9

(SEYBOLD E EGLE, 1970).
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Figura 36: Medias de Clorofila (a e b) e carotenoides em plântulas de Inga laurina após 30 dias, após

embebição com concentrações de CuONPs.

O teor de Clorofila total de plântulas de Inga laurina após 30 dias de crescimento em

casa de vegetação, em função das concentrações 0, 50,100, 200 e 300 mgL-1 de CuONPs, o

tratamento controle teve o menor teor de clorofila, seguido pela concentração 50 mgL-1, já nas

demais concentrações o teor de clorofila é superior (Figura 37). A concentração total de

clorofila foi aumentando em relação ao Controle, sendo a transformação de clorofila b em a

um efeito fotoprotetor. Para proteger suas células dos efeitos tóxicos das EROs as plantas

dispõem de um sistema de defesa composto por antioxidantes não enzimáticos e enzimáticos,

que trabalham em conjunto e em sincronia detoxificando as EROs produzidas e fazendo com

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

(MARTINEZ et al., 2010).

Dentre os principais metabólitos antioxidantes não enzimáticos encontram tocoferol e

os carotenoides. Nas plantas, o aumento na concentração dessas moléculas pode indicar um

aumento na tolerância ao estresse por metais (DIETZ et al., 1999). Tais antioxidantes podem

evitar a formação de radicais livres, sequestrá-los ou promover sua degradação, prevenindo a

ocorrência de danos às células das plantas (DEMMIG e ADAMS, 1992).
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Figura 37: Médias de Clorofila Total (a e b) em plântulas de Inga laurina após 30 dias de embebição com

concentrações de CuONPs.
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4.2 Fe2O3NPs

4.2.1 Fluorescência máxima no último pulso saturante (FM_Lss) – sementes e plântulas

Observou-se diferença de gradiente de pixel através das imagens para os tratamentos:

0 mgL-1, 50 mgL-1 e 300 mgL-1. Observou-se, ainda, aumento de Fm_lss as 48h e declínio as

72h, aparentemente, tendência de que as Fe2O3NPs tenham favorecido o consumo de clorofila

como reserva e potencializado a Fm_lss nas primeiras horas, porém diminuíram a intensidade

a partir das 120h. Sob todas as doses houve a diminuição de intensidade em relação ao

Controle a partir das 96h.

Figura 38: (A) Imagem de emissão de fluorescência da clorofila a em sementes de Inga laurina para o
Fm_Lss no período de 24 a 168h, após a imersão em 0 mgL-1 de Fe2O3NPs; (B) Imagem de emissão de
fluorescência da clorofila a em sementes de Inga laurina para o Fm_Lss no período de 24 a 168h, após a
imersão em 50 mgL-1 de Fe2O3NPs; (C) Imagem de emissão de fluorescência da clorofila a em sementes de
Inga laurina para o Fm_Lss no período de 24 a 168h, após a imersão em 300 mgL-1de Fe2O3NPs.

Nos testes estatísticos, o tratamento 50 mgL-1 Fe2O3NPs obteve média com diferença

estatística nas 24h e 48h de germinação, sendo nas 24h após o período de embebição, o

tratamento (0) Controle com maior a média de (Fm_lss), e já no período de 48h tratamento 50

mgL-1 com maior média de (Fm_lss), terminando o período germinativo de sete dias (168h) os

dois tratamentos com valores médios aproximados, sugerindo a recuperação da

semente/plântula aos 168 dias. No tratamento 100 mgL-1, a média com diferença estatística foi

em 48h de germinação, com a (Fm_lss) maior para o tratamento com concentrações de

Fe2O3NPs. No tratamento 200 mgL-1 Fe2O3NP a média com diferença estatística foi no
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período de 48h de germinação, sendo a (Fm_lss) maior no tratamento com as concentrações

de Fe2O3NPs. No tratamento 300 mgL-1 a média com diferença estatística foi em 24h de

germinação, com o tratamento (0) Controle com maior (Fm_lss), porém no restante dos dias

da germinação, os tratamentos apresentaram valores médios de (Fm_lss) próximos (Figura

39).

Figura 39: Fm_Lss média de 10 sementes de Inga laurina, em função do tempo, após embebição de 24h de

solução aquosa de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de Fe2O3NPs. * Diferença significativa (teste T, p < 0,05, n =

10).

Fe2O3NPs interferem de alguma forma nas transferências eletrônicas, potencializando

a energia modulada entre 48 e 72h após embebição. Porém após 96h começam a perder

emissão como é possível observar na figura 49, que apresenta o Fm_lss em uma tentativa de

explorar mais os resultados e tentar entender os acontecimentos fisiológicos(Figura 39).
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Figura 40: Fm_lss de 10 sementes de Inga laurina em função do tempo, após embebição de 24h de solução

aquosa de 50 e 300 mgL-1 de Fe2O3NPs.

4.2.2 Fluorescência máxima no último pulso saturante (FM_Lss) - folíolo

Após 30 dias em casa de vegetação, as plântulas foram submetidas a Imagem de

Fluorescência da Clorofila a, com a mesma metodologia do período de germinação.

Observou-se que, sob 50 e 100 mgL-1 foi obtido as maiores médias de (Fm_lss) e os

tratamentos 200 e 300 mgL-1 com a menor Fm_lss. Indicando menor tolerância nas maiores

concentrações e assim tendo a (Fm_lss) reduzida em relação ao tratamento (0) Controle

(Figura 40). (SAQUIB et al., 2016) ao utilizarem modelo vegetal (Raphanus sativus)

demonstraram que o potencial genotóxico da NPs de (Fe2O3) está relacionado à concentração.

Os autores relatam que as NPs agem no interior da célula, liberando íons tóxicos e

ocasionando o estresse oxidativo, levando à alteração do funcionamento mitocondrial e 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).



83

Figura 41: Fm_Lss’ média de 10 plântulas de Inga laurina, após 30 dias após embebição de 24h de solução

aquosa de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de Fe2O3NPs.

De modo geral, as menores concentrações apresentam média de (Fm_lss) superiores

ao tratamento (0) Controle, apresentando mais tolerância ao longo do período germinativo,

que as maiores concentrações. Sugerindo que, nas maiores concentrações, tenha havido um

aumento na dissipação não fotoquímica (NPQ_Lss), como mostra figura 46, assim dissipando

energia em forma de calor. E na menor concentração, o Fe2O3NPs pode ter beneficiado as

transferências eletrônicas sob doação de elétrons. Já é conhecido pela ciência que muitos dos

compostos fenólicos atuam como sequestradores de radicais livres enquanto outros agem

como quelantes de metais catalisadores de reações de geração de espécies reativas de oxigênio

(HALLIWELL et al.,, 2007; FLOEGEL et al., 2011), sendo capazes de retardarem ou

inibirem a velocidade de oxidação das biomoléculas e, consequentemente, os danos

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

O mecanismo de ação dos antioxidantes pode ocorrer por interrupção das cadeias de

reações oxidativas, através do bloqueio da decomposição dos peróxidos e hidroperóxidos,

convertendo-os na forma inativa, ou agindo como doadores de prótons e elétrons impedindo o

processo de iniciação desencadeado pelos radicais livres (HALLIWELL et al., 2007; PEKAL

et al., 2011).
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Analisando todos os parâmetros após 30 dias de embebição em doses de Fe203Nps, é

possível observar que houve uma maior dissipação não fotoquímica (NPQ_Lss) e um aumento

de rendimento químico (Qy_max) e maior temperatura superficial (Ts) em plantas jovens

submetidas a Fe2O3NPs, nas maiores concentrações.

Figura 42: Imagem de emissão de fluorescência da clorofila a em sementes de Inga laurina para (Fm_lss),

nas concentrações de 0, 50 e 300 mgL-1 de Fe2O3NPs, aos 30 dias após germinação.

4.2.3 Eficiência fotoquímica (Qy_max) – semente e plântulas

Os resultados sugerem mudanças induzidas por Fe2O3NPs em cloroplastos

fotoquímicos ativos durante reações de germinação e hidrolise. O rendimento quântico da

conversão de energia fotoquímica em FSII (Qy_max) em função do tempo para sementes de

Inga laurina expostas a Fe2O3NPs em (A) 0 mgL-1, (B) 50 mgL- 1, (C) 300 mgL- 1 (Figura 43).

As alterações observadas também são dependentes de tempo e dose. Após a exposição na

maior concentração de Fe2O3NPs, a máxima eficiência da atividade fotoquímica do FSII, já

está aumentando antes da protrusão do radicular. Este resultado sugere uma alta atividade

metabólica em sementes, como uma possível forma de minimizar os impactos dos Fe2O3NPs.
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Figura 43: Imagem de emissão de fluorescência da clorofila a em sementes de Inga laurina para o

parâmetro de rendimento da eficiência fotoquímica (Qy_max): (A) 0 mgL-1, (B) 50 mgL-1, e (C) 300 mgL-1

de Fe2O3NPs.

O rendimento da eficiência fotoquímica (Qy_max) da media de 10 sementes de Inga

laurina em função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de Fe2O3NPs (Figura 44). O

tratamento 50 mgL-1 de Fe2O3NPs, após 24h do período de embebição da semente, apresentou

média maior, e a partir de 48h de germinação se aproximou da média do tratamento (0)

Controle no período de 72h e 96h de germinação e as 120h, 144h e 169h de germinação

superou o (Qy_max) do tratamento (0) Controle. Para a dose de 100 mgL-1, o (Qy_max)

destas concentrações superaram a média do tratamento (0) controle a partir de 48h de

germinação até o ultimo dia 168h, assim obtendo o maior (Qy_max), com diferença

significativa a partir das 48h. Já para o 200 mgL-1, as medias de (Qy_max) também são

maiores nas 48h, 144h e 168h de germinação em relação a dose controle, após as 48h há um

declínio no Qy_max e, esse, se iguala ao controle, isso ocorre até as 120h. No tratamento 300

mgL-1 as médias de (Qy_max) são maiores que a dose Controle, indicando maior (Qy_max)

quando submetidas a Fe2O3NPs.
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Figura 44: Qy_max- parâmetro de rendimento da eficiência fotoquímica da média de 10 sementes de Inga

laurina em função do tempo, após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de Fe2O3NPs *

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

Para todas as concentrações do tratamento de Fe2O3NPs as médias foram superiores ao

tratamento Controle, para todos os dias analisados. O rendimento quântico máximo é

calculado como: Fv/Fm. Quando uma planta está com seu aparelho fotossintético intacto, a

razão Qy_max = Fv/Fm deve variar entre 0,75 e 0,85 (BOLHÀR- NORDENKAMPF et al.,

1989). Em todas as concentrações de Fe2O3NPs, o parâmetro (Qy_max) obteve médias com

diferenças significativas apontando que, a partir do período de 96 horas, o rendimento

fotoquímico foi maior em relação ao tratamento Controle, indicando uma provável eficiência

da dissipação de calor, em razão do aumento no gradiente de prótons entre o lúmen e o

estroma do cloroplasto (GENTY et al., 1989; MAXWELL e JOHNSON, 2000).
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Figura 45: Qy_max = (Fv/Fm) - parâmetro de rendimento da eficiência fotoquímica da média de10

sementes de Inga laurina em função do tempo após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mg L-1 de

Fe2O3NPs.

4.2.4 Eficiência fotoquímica (fv/fm) – folíolo

Após 30 dias em casa de vegetação, as plântulas foram avaliadas por Imagem de

Fluorescência da Clorofila a, com a mesma metodologia utilizado no período de germinação.

Foi avaliado a eficiência do rendimento fotoquímico da fotossíntese pelo parâmetro (Qy_max)

das plântulas de Inga laurina submetidas no período de germinação com concentrações de

nanopartículas de oxido de ferro (Fe2O3NPs) nas concentrações de 50, 100, 200 e 300 mgL-1.

Nota-se que na concentração de 100 mgL-1, após este período de 30 dias, a plântula se tornou

mais sensível ao tratamento, apresentando a menor média de rendimento fotoquimico

(Qy_max). Para as outras concentrações o valor do Qy_max ficou próximo ou superior ao

Controle.
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Figura 46: Qy_max- parâmetro de rendimento da eficiência fotoquímica da média de plântulas de Inga

laurina, após 30 dias de exposição a Fe2O3NPs.

4.2.5 Supressão não-fotoquímica (NPQ_Lss) – sementes e plântulas

Na figura 47 são descritas as medias do quenching não-fotoquímico (NPQ_Lss) das

sementes de Inga laurina em função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de

Fe2O3NPs. O tratamento 50 mgL-1 após 24h do período de embebição, tem a média de

(NPQ_Lss) maior que o tratamento Controle, e no período de 48h tem a média de NPQ_Lss

inferior, depois volta a aumentar até as 168h, com diferença estatísticas nos períodos de 72h,

96 h e 144h. No tratamento 100 mgL-1 no período 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 período de germinação, o parâmetro NPQ_Lss, diminui para

a dose, ainda quando comparada com o Controle, houve diferença significativa em 72h, 120h

e 168h. Para a dose de 200 mgL-1, o parâmetro NPQ_Lss só foi superior a dose controle em

72h, com diferença significativa nos períodos de 48h,72, 144h e 168h. Nota-se que, o
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tratamento com 300 mgL-1, as médias de (NPQ_Lss) são menores que o tratamento Controle

em 48h, 144h e 168h com diferença significativa nos períodos de 48h e 168h.

Figura 47: NPQ_Lss’- dissipação não fotoquímica da média de 10 sementes de Inga laurina em função do

tempo, após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de Fe2O3NPs. * Diferença significativa (teste T,

p < 0, 05, n = 10).

Quando o tratamento 50 mgL-1 é comparado as demais concentrações pode observar

que está concentração, foi a mais suscetível em relação aos outros tratamentos, podendo

indicar que está concentração seja a mais nociva, e que possivelmente a semente/plântula

apresentou eficiente sistema de dissipação energética do tipo não-fotoquímica, provavelmente

influenciada pela presença de zeaxantina, cuja ação 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 dissipação não fotoquímica, e as doses com Fe2O3NPs apresentam um
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comportamento oscilatório principalmente entre 72h e 96h, com pisos maiores de NPQ_Lss.

Quando ocorre toxidade severa por excesso de ferro, são observados danos aos complexos

fotossintéticos através de redução nos valores da eficiência quântica do FSII (Fv/Fm), da taxa

de transporte de elétrons (ETR) ou incremento na dissipação não fotoquímica do excesso de

energia (SUH et al., 2002; PEREIRA et al., 2009; CASTRO et al., 2010). Porém, isso foi

observado nas maiores concentrações, devido maior eficiência na dissipação de energia não

fotoquímica, estando associado ao ciclo das xantofilas e à dissipação na forma de calor

(BAKER et al., 2008). O ciclo das xantofilas é ativado pelo bombeamento de prótons para o

lúmen que resulta na criação da diferença de potencial eletroquímico transmembrana. Essa

diferença de potencial entre o estroma e o lúmen, ativa o ciclo das xantofilas, de modo que a

violaxantina é convertida a zeaxantina e o excesso de energia é dissipado na forma de calor,

atuando na proteção do aparelho fotossintético contra a super excitação e subsequente dano no

centro de reação do FSII (BAKER, 2008; PEREIRA et al., 2013).

Figura 48: NPQ_Lss- dissipação não fotoquímica da média de 10 sementes de Inga laurina em função do
tempo após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de Fe2O3NPs * Diferença significativa (teste T,
p < 0, 05; n = 10).

4.2.6 Supressão não-fotoquímica (NPQ_Lss) – folíolo

As análises dos valores médios do quenching não-fotoquímico (NPQ_Lss) das

plântulas de Inga laurina em função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de

Fe2O3NPs (Figura 49). Após 30 dias em casa de vegetação, as plântulas foram submetidas a
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Imagem de Fluorescência da Clorofila a, com a mesma metodologia realizada no período de

germinação. É possível verificar que as plântulas, após 30 dias de sua exposição ao Fe2O3NPs,

conseguem atingir a média da dissipação fotoquímica próxima ao tratamento Controle, apenas

a concentração de 200 mgL-1é maior que o dose Controle, com diferença significativa em 50 e

200 mgL-1.

Figura 49: NPQ_Lss- dissipação não fotoquímica da média de plântulas de Inga laurina, depois de 30dias,

após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de Fe2O3NPs.

4.2.7 Fluorescência estacionaria – sementes e plântulas

Os espectros típicos da fluorescência de moléculas de clorofila quando excitado em 405

nm. As medidas foram realizadas nos cotiledones das sementes, como mostra a Figura 11.

Foi possível observar que o tratamento com 50 mgL-1 apresentou um maior pico de

fluorescência de moléculas de clorofila, logo após o tratamento com 200 mgL-1, seguido pelo

tratamento de Controle, e sendo o tratamento com 300 mgL-1 com a menor fluorescência,

apresentando esse comportamento desde 24h após exposição a doses de Fe2O3NPs, até o

ultimo dia de germinação as 168h. A razão de fluorescência red-far depende do conteúdo da

clorofila (CEROVIC et al., 1999). Estes resultados podem ser atribuídos pelo consumo de

suas próprias moléculas de clorofila como reservas, pois quanto maior essa proporção, menor

a concentração de clorofila devido à reabsorção seletiva do vermelho em relação à
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fluorescência far-red pelas moléculas de clorofila (GITELSON et al., 1998; CEROVIC et al.,

1999; CAIRES et al., 2010).

Figura 50: Espectro do Parâmetro da Fluorescência estacionaria ao longo do tempo da média de 10

sementes de Inga laurina após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de Fe2O3NPs.

4.2.7.1 Razão de fluorescência 685/735

A análise dessa razão F685/F735, intensidade de fluorescência dos picos

característicos da clorofila a. Na Figura 51 revelam um aumento na relação F685/F735 em

função do tempo. A razão de fluorescência red-far depende do conteúdo da clorofila

(CEROVIC et al., 1999). Estes resultados podem ser atribuídos pelo consumo de suas

próprias moléculas de clorofila como reservas submetidas a Fe2O3NPs. Podendo estar

relacionado à degradação da clorofila de sementes devido à sua função de reserva (BILLA et

al. 2003).
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Figura 51: Razão F685/F735 em função da concentração de Fe2O3NPs, com excitação em 405 nm, durante

o periodo de germinação (7 Dias) e 30 dias após o plantio.

4.2.8 Fluorescência estacionaria – folíolos
A Figura 52 mostra os espectros típicos da fluorescência de moléculas de clorofila

quando excitado em 405 nm. As medidas foram realizadas no 3° par de folhas de metáfilos,

em plantas classificadas como Jovens, após o seu 30° dia após germinação. Duas bandas de

emissão podem ser observadas entre 625 e 800 nm: as bandas no vermelho e no vermelho-

distante com máximo em 685 e 735 nm, respectivamente. Foi possível observar que para a

dosagem de 50 e 100 mgL-1 apresentou um maior pico de fluorescência de moléculas de

clorofila, enquanto que o tratamento Controle apresentou o menor pico.
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Figura 52: Espectro da Fluorescência estacionaria da média de 10 de plântulas de Inga laurina, ápos 30

dias de serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de Fe2O3Nps.

4.2.8.1 Razão Fluorescência 685/735 - folíolo

Analise da razão F685/F735, intensidade de fluorescência dos picos característicos da

clorofila a (Figura 53). Nota-se que não houve alterações significativas na fluorescência de

clorofila (Chla) das plântulas com nanopartículas, é que essa razão ficou maior para as doses

Controle.
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Figura 53: Razão F685/F735 em função da concentração de NPs de Ferro (Fe2O3NPs), com excitação em

405 nm, após 30 Dias de exposição as nanoparticulas.

4.2.9 Análises termográficas – sementes e plântulas

As análises 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-1, no período de 24h após a embebição, as médias com (Fe2O3NPs)

tiveram um aumento significativo, porém ao longo do período germinativo as médias se

mantiveram próximas ao tratamento Controle. No tratamento 100 mgL-1 as médias de (Ts),

foram significativas nas 24 e 72 horas, mas ao longo do período germinativo se mantiveram

próximas. No tratamento 200 mgL-1 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 redução.No

tratamento 300 mgL-1 obtiveram 4 picos com diferença estatísticas com maiores médias de

(Fe2O3NPs) em 24h, 72h, 120h e 168h, sendo está concentração com maior temperatura

superficial (Ts).

ROCHA PEREIRA et al., (2010) estudando descreveram uma diferença de até 3,5 ºC

entre a dose de 30g e a de 120g de glyphosate na planta inteira. A diferença entre temperatura
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da folha e do ar foi de quase +2 ºC quando a aplicação foi realizada na planta inteira com a

dose 120g e -1,66 oC com a dose 30g. A temperatura do ar no momento das avaliações

fisiológicas, realizadas 7 DAA estava em média 25 ºC. A fotossíntese é o processo mais

sensível as altas temperaturas, apresentando temperaturas ótimas que variam de 20 a 35 ºC

(BERRY & BJÖRKMAN, 1980; HIKOSAKA et al., 1997; SCHRADER et al., 2004)

Figura 54: Análises dos valores médios da temperatura superficial das sementes de Inga laurina em

função das concentrações 0, 50,100, 200 e 300 mgL-1 de Fe2O3NPs. * Diferença significativa (teste T, p <

0,05, n = 10).

4.2.10 Análises termográficas – folíolos

Após 30 dias em casa de vegetação com a mesma metodologia das sementes de Inga

laurina, as folhas foram submetidas a análises da temperatura superficial (Ts), foram

realizadas enquanto estavam adaptadas a 30 minutos no escuro. Após analise, verificou-se que

o tratamento controle apresentou a média inferior a todas as concentrações de (Fe2O3NPs),

sendo o tratamento com 200 e 300 mgL-1 com a maior temperatura superficial (Ts). As

maiores concentrações quando os parâmetros são analisados em conjunto comparados,
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indicam que houve um aumento de temperatura (Ts) e diminuição de (Fm_lss) e aumento da

dissipação de calor nestas concentrações (Figura 55).

Figura 55: Temperatura superficial de plântulas de Inga laurina, após 30 dias de exposição à Fe2O3NPs.

A energia luminosa absorvida pelas moléculas de clorofila pode ser

direcionada para três possíveis vias: aproximadamente 80-90% da energia absorvida é

utilizada na fase fotoquímica da fotossíntese; 5-15% é dissipada na forma de calor e 0,5-2% é

refletida na forma de luz vermelha ou vermelho distante, que é a chamada fluorescência da

clorofila a (MAXWELL e JOHNSON, 2000). Em condições de estresse, a conversão quântica

da fotossíntese diminui, enquanto a emissão de calor e a fluorescência da clorofila aumentam

consideravelmente (GUÉRA et al., 2004), e isso se reflete na diminuição dos valores de

eficiência potencial dos fotossistemas, apresentada pelas plantas em estresse, quando

comparadas as plantas controle. Em temperaturas elevadas há fechamento dos estômatos,

contribuindo para a diminuição da concentração de CO2 na câmara subestomática (Ci), e com
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isso há redução na capacidade fotossintética devido ao aumento da fotorespiração. Outros

fatores como danos nas estruturas dos fotossistema I e II, e na enzima de carboxilação podem

contribuir com a efetiva diminuição da assimilação líquida (OGREN e OQUIST, 1984).

Dentro deste contexto, outro importante evento que contribui para o balanço de carbono de

uma folha, é a resposta da respiração ao aumento de temperatura, que responde aumentando

de forma exponencial, colaborando para a redução da assimilação líquida de CO2 (CLARK et

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

4.2.11 Indice de germinação e comprimento da radícula das sementes

Os resultados do índice de germinação foram de 100%, ou seja, todas as sementes

utilizadas germinaram, conforme Figura 56. Verifica-se que as sementes de ingá apresentaram

a mesma capacidade de germinação. Diante disto, reafirma-se a natureza recalcitrante e alta

germinabilidade, características estas presentes nas espécies o gênero Ingá (RODRIGUES et

al., 2007).

Figura 56: Imagem do último dia de germinação, 168h, de sementes de Inga laurina para concentrações 0,
50, 100, 200 e 300 mgL-1 de Fe2O3NPs. Foto: Daniela Graciano

Ao analisar o comprimento da raiz após 168 horas do período de embebição das

sementes de Inga laurina, em função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de

Fe2O3NPs (Figura 57). Observou-se que nos tratamentos 50 e 200 mgL-1 houve aumento do

comprimento da raiz após o período de germinação, sendo a maior média (CR) para o

tratamento de 200 mgL-1.



99

Figura 57: Comprimento da raiz após 168h do período de embebição das sementes de Inga laurina, em

função das concentrações 0, 50,100, 200 e 300 mgL-1de Fe2O3NPs.

Não foi encontrado nenhum elemento visual de toxidade da raiz, podendo a planta ter

superado os baixos valores de fluorescência (Fm_lss) e altos valores de dissipação não

fotoquímica (NPQ_Lss) sem danos ao sistema radicular, pois em plantas suscetíveis

apresentam danos as raízes, como já estudado pela literatura. Ex: Plantas submetidas a

concentrações elevadas de Fe absorvem e acumulam grandes quantidades deste elemento em

seus tecidos, exibindo sintomas típicos de toxicidade, como amarelecimento e, ou

bronzeamento das folhas e escurecimento das raízes (CHATTERJEE et al., 2006;

SIQUEIRA-SILVA et al., 2012).

Sob esta condição, o Fe induz a formação de espécies reativas de oxigênio (JUCOSKI

et al., 2013; SILVEIRA et al., 2007), causando severas reduções no crescimento e na

produtividade das plantas. O nível crítico de toxicidade de Fe em plantas depende da espécie,

da idade da planta e de seu estado nutricional. Sintomas visíveis de toxicidade e redução do
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crescimento foram observados em arroz e Echinochloa crus-galli, apresentando concentração

de Fe nas folhas entre 300-500 mg kg-1 (DOBERMANN e FAIRHURST, 2000).

4.2.10.1 Tamanho da raiz das plântulas

Após 30 dias, que as sementes foram embebecidas com diferentes concentrações

Fe2O3NPs, verificou-se que não houve diferença significativa no comprimento das raízes das

plântulas com os tratamentos comparadas com a Controle (Figura 57).

Figura 58:: Comprimento das raízes de plântulas de Inga laurina após 30 dias de germinação.
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Figura 59: Plântulas de Inga laurina no tratamento com 0 e 300 mgL-1 Fe2O3NPs, após 30 Dias de

crescimento em casa de vegetação. Foto: Daniela Graciano

4.2.12 Analise de Extrato Bruto

4.2.12.1 Analise do extrato

Observou-se que em todas as concentrações obtiveram média inferior ao tratamento

Controle, sendo as maiores concentrações com menor absorção de fluorescência uv/vis e com

menor teor de clorofila em relação aos outros contaminantes estudado (Figura 60).
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Figura 60: Absorção de fluorescência de plântulas de Inga laurina após 30 dias de crescimento em casa de

vegetação, em função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1de Fe2O3NPs.

A literatura descreve que a prevenção da degradação da clorofila é

comumente relacionada com a regulaçãi do balanço do ferro nos tecidos, principalmente

quando as plantas são submetidas a concentrações elevadas deste elemento (PEREIRA et al.,

2013). Porém ao longo do tempo, foi observado redução nos teores de clorofilas,

provavelmente em função da senescência foliar, acarretando redução na assimilação líquida

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

A elevada concentração de CO2 também reduz a disponibilidade de N e/ou eleva a

concentração de carbono na biomassa, resultando em menor teor de N na folha e

consequentemente nos teores de clorofila, levando a um feedback negativo na capacidade

fotossintética (REICH et al., 2006). Porém na concentração de 300 mgl-1 houve um aumento

do teor de clorofila que pode ter acionado o mecanismo de ação dos antioxidantes

promovendo a interrupção das cadeias de reações oxidativas, devido ao bloqueio da

decomposição dos peróxidos e hidroperóxidos, convertendo-os na forma inativa, ou agindo

como doadores de prótons e elétrons impedindo o processo de iniciação 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 concentrações os valores de Teor de Clorofila

são menores em relação ao tratamento Controle, porém a concentração de 100 mgL-1 obteve a

menor média.
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Figura 61: Teor de Clorofila a de Ingá Laurina, após 30 dias de Plantio - Fe2O3NPs nas concentrações de
0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1

Figura 62: Teor de Clorofila a,b e carotenóides de plantas de Inga laurina após 30 dias de crescimento em

casa de vegetação, em função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de nanopartículas de ferro

Fe2O3NPs.
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Em estudos realizados com rabanete (Raphanus sativus), observou-se uma redução

no desenvolvimento da cultura devido à adsorção das NPs na semente e à liberação de íons

livres de ferro. (ZUVERZA-MENA et al., 2017). Já em estudos realizados com tomates

(Solanumlyco persicum), expostos a 100 mgL-1 de NP Fe2O3, estresse hídrico e também

processo de oxidação com formação de EROs, devido à agregação das NPs nas raízes foi

observado (MARTÍNEZ-FENÁNDEZ et al., 2016).

Avaliando todos os parâmetros é possível observar que as médias de (Fm_lss),

(Qy_max), (NPQ_Lss), (Ts) e (CR) indicam que houve alteração nos parâmetros fisiológicos a

partir de 100 mgL-1 principalmente após o período de 30 dias para este contaminante

(Fe2O3NPs), sendo possível afirmar que houve alterações na fisiologia da planta e diminuição

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 proporção do complexo coletor

clorofila a/b-proteína, em relação ao complexo P-700-clorofila a-proteína. (MEBRAHTU et

al.,1991).
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4.3 ZnONPs

4.3.1 Fluorescência máxima no último pulso saturante (FM_Lss) – sementes e plântulas

Sementes de Inga laurina apresentam distinção na emissão de Fm_Lss ao lingo do

tempo com aparente redução de intensidade a partir das 48h, independente da dose se

ZnONPs. Exceto para a elevação da emissão pbservada na dose de 300 mgL-1, decorrido 120h

do inicio do experimento ( Figura 63).

Figura 63: Imagem de emissão de fluorescência da clorofila a em sementes de Inga laurina para o

parâmetro (Fm_lss) no período de 24 a 168h, após a imersão em A) 0 mgL-1 (Controle); B) 50 mgL-1 e C)

300 mgL-1de ZnONPs.

Quando comparamos a emissão da fluorescência da clorofila a da dose controle aos

demais tratamentos de ZnONPs, foram observadas diferenças em todas as doses (Figura 64).
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Figura 64: Parâmetro Fluorescência máxima no último pulso saturante (Fm_lss) das sementes de Inga

laurina submetidas no período de germinação com concentrações 0, 50,100, 200 e 300 mgL-1 de ZnONPs.

Observou-se nos testes estatísticos, o tratamento 50 mgL-1 ZnONP apresentou média

com diferença estatística em 96h de germinação, tendo maior média de (Fm_lss) quando

comparada ao tratamento (0) Controle. No tratamento 100 mgL-1 as médias com diferença

estatística foram em 48h, 96h e 129h de germinação, tendo maior média de (Fm_lss) quando

comparada ao tratamento (0) Controle. No tratamento 200 mgL-1, as médias com diferença

estatística foram em 72h e 96h de germinação, sendo o tratamento Controle com a maior

média de (Fm_lss). O tratamento 300 mgL-1, obteve média com diferença estatística em 72 e

120 horas de germinação, sendo em 72 horas, com o tratamento Controle com maior média

(Fm_lss) e em 120 horas a média maior de (Fm_lss) para o tratamento 300 mgL-1.

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

com 200 mgL-1, não foi verificado efeito tóxico do Zn sobre a produção de clorofila a e b e
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carotenoides e xantofilas. Os autores atribuíram esse efeito a ação das enzimas antioxidantes

catalase e perioxidase que controlaram os níveis de espécies reativas de oxigênio na planta,

evitando danos aos pigmentos (SAMART et al., 2017). Plantas de pepino (Cucumis sativus)

cultivadas com ZnONP também não apresentaram redução no teor de clorofila, nem

alterações nas trocas gasosas (ZHAO et al., 2013). A ausência de fitotoxidade nas doses

estudadas pode estar relacionada a tolerância do metal a planta. Em plantas de trigo (triticum

ssp.) foi constatado uma redução de quase 40% no teor de clorofila das plantas (DIMKPA et

al., 2012).

De um modo geral durante o período germinativo as concentrações não apresentaram

uma redução significativa do parâmetro (Fm_lss) em relação ao tratamento Controle.

Sementes e plântulas de Inga laurina pode apresentar tolerância nesta etapa, submetidas a

ZnONPs, porém na dose de 300 mgL-1 há uma redução entre 48 e 120h, seguido por um

aumento nas 120h, apresentando um comportamento oscilatório e já na dose de 50 mgL-1

ZnONP em comportamento linear para a Fm_lss, conforme figura 64 e 65.

Figura 65: Fm_lss de 10 sementes de Inga laurina em função do tempo, após embebição de 24h de solução

aquosa de 50 e 300 mgL-1 de ZnONPs.
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4.3.2 Fluorescência máxima no último pulso saturante (FM_Lss) - folíolo

Após 30 dias em casa de vegetação, as plântulas foram submetidas a Imagem de

Fluorescência da Clorofila a, com a mesma metodologia do período de germinação.Foram

observadas diferenças na emissão da fluorescência Fm_Lss em plântulas de Inga laurina

provenientes de sementes germinadas com difetentes concentrações de ZnONPs (Figura 66).

A emissão foi menor nas concentrações 50 e 200 mgL-1, sendo a menor media com relação a

todos os tratamentos observada nesta concentração.

Figura 66: Parâmetro Fm_lss, média de 10 plantas jovens de Inga laurina, em função do tempo, 30 dias

após embebição de 24h de solução aquosa de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de ZnONPs.

Ainda que tenha sido observada uma redução de 33,12% de Fm_Lss na dose de 200

mgL-1 em relação ao controle, não foi observada linearidade entre dose/resposta, uma vez que

na maior (300 mgL-1) não foi observada diferença com relação ao Controle. Já existem

estudos que corroboram com esta hipótese, (Amde et al., 2017) em revisão realizada sobre

NPs metálicas relatam que devido as características físico-químicas das NPs pode ocorrer
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agregação/aglomeração, o que pode induzir à deposição deste material no sedimento, com

consequente diminuição da concentração de NPs metálicas em suspensão ao longo do tempo.

A figura 67 apresenta a emissão de fluorescência para o Fm_Lss para plântulas de

Inga laurina provenientes de sementes embebecidas em diferentes concentrações de ZnONPs,

nota-se que houve pouca evidencia de diferença no padrão de pixels ( escala de cores) nas

diferentes doses.

Figura 67: Imagem de emissão de fluorescência da clorofila a em plântulas de Inga laurina para o

parâmetro (Fm_lss) , 30 dias após a imersão em 0, 50 e 300 mgL-1de ZnONPs.

4.3.3 Eficiência fotoquímica (Fv/Fm) – semente e plântulas sementes e plântulas

A Figura 69 mostram imagens representativas do rendimento quântico da conversão

de energia fotoquímica em FSII (Qy_max) em função do tempo para sementes de Inga

lauriana expostas a ZnONPs em (A) 0 mgL-1, (B) 50 mgL- 1, (C) 300 mgL- 1.

Figura 68: Imagem de emissão de fluorescência da clorofila a em sementes de Inga laurina para o

parâmetro de rendimento da eficiência fotoquímica Fv/Fm: (A) 0 mgL-1, (B) 50 mgL-1 de ZnONPs, e (C)

300 mgL-1de ZnONPs
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As alterações observadas também são dependentes de tempo e dose. Após a exposição

na maior concentração de ZnONPs, a máxima eficiência da atividade fotoquímica do FSII, já

está aumentando antes da protrusão do radicular. Este resultado sugere uma alta atividade

metabólica em sementes, como uma possível forma de minimizar os impactos dos ZnONPs.

Na figura 69 apresentam as análises do rendimento fotoquímico. No tratamento 50

mgL-1 ZnONP, as médias foram inferiores ou igual ao tratamento (0) Controle, com diferença

estatística nos períodos de 24h e 168h de germinação. No tratamento 100 mgL-1 ZnONP as

médias também foram inferiores ou igual ao tratamento (0) Controle, com diferença estatística

nos períodos de 72h e 168h de germinação. No tratamento 200 mgL-1 ZnONP as médias do

(Qy_max) foram iguais ou superiores ao tratamento (0) Controle, com diferença estatística nos

períodos de 72h e 120h de germinação, terminando com medias iguais os dois tratamentos.

No tratamento 300 mgL-1 ZnON apresentaram medias próximas no período de 24h e 48h de

germinação superiores ao tratamento (0) Controle, inferior no período de 120h terminando

com medias iguais no período de 168h.

Figura 69: Qy_max- parâmetro de rendimento da eficiência fotoquímica da média de 10 sementes de Inga
laurina em função do tempo após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de ZnONPs. * Diferença
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 sensível ao tratamento com nanopartículas de zinco quanto a

germinação, sendo a dose limite foi ( 6,95 mgL-1). A partir do qual observou-se decréscimo da

porcentagem de plântulas normais, demonstrando efeito fitotóxico das ZnONPs às sementes

de canola. Levando em conta características como o tamanho diminuto, a pequena quantidade

de reservas e, portanto, capacidade de absorção de pequena quantidade de água das sementes

de canola, possivelmente resultou em salinização da semente nas doses maiores do que

6,95mgL-1, prejudicando a germinação das mesmas (SANDRIN et al.; 2017).

Nas maiores concentrações observa se que o rendimento fotoquímico (Qy_max =

Fv/Fm) foi maior que o tratamento (0) controle, sendo a concentração de 50 mgL-1 com a

menor média, sendo a esta dose menos nociva em relação a 300 mgL-1, onde ocorre a maior

degradação de clorofila ao longo do tempo, que será demonstrado na fluorescência

estacionária.

Figura 70: Parâmetro de rendimento fotoquímico (Qy_max) das sementes de Inga laurina em função das

concentrações 0, 50,100, 200 e 300 mgL-1 de ZnONP, durante o período de germinação.

A eficiência fotoquímica das doses de ZnONps se apresentaram linearidade até a dose

de 200 mgL-1, porém na dose de 300 mgL-1 houve uma queda as 120h de difícil interpretação
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conforme figura 70. Verificou-se ainda que, nas doses mais baixas o valor do Qy_max é

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

4.3.4 Eficiência fotoquímica (fv/fm) – folíolo

Após 30 dias em casa de vegetação, as plântulas foram submetidas a Imagem de

Fluorescência da Clorofila a, com a mesma metodologia do período de germinação. Foi

avaliado a eficiência do rendimento fotoquímico da fotossíntese através do parâmetro

(Qy_max) das plântulas de Inga laurina submetidas no período de germinação com

concentrações de ZnONPs nas concentrações de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1. Os resultados

demonstraram que as concentrações de 50, 100, 200 mgL-1 se mantiveram próximas ao

controle, porém o tratamento 300 mgL-1 teve o menor rendimento, mostrando-se mais

sensível e com baixo rendimento fotoquímico.

Figura 71: Parâmetro de rendimento fotoquímico (Qy_max) das plântulas de Inga laurina em função das

concentrações 0, 50,100, 200 e 300 mgL-1 de ZnONP, após 30 dias de plantio.
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4.3.5 Supressão não-fotoquímica (NPQ_Lss) – sementes e plântulas

Na figura 72, são descritas as medias do quenching não fotoquimico no ultimo pulso

saturante (NPQ_Lss) para as sementes de Inga laurina em função das concentrações de

ZnONPs. Os valores demonstram para o tratamento 50 mgL-1de ZnONP até as 48h tem a

média maior que o tratamento (0) Controle, declina nos períodos de 96h e 144h com média

inferior ao tratamento (0) Controle, terminando o período de germinação com a média de

(NPQ_Lss) superior. Para a dose 100 mgL-1 ZnONP após o período de 24h tem a média de

(NPQ_Lss) superior até o período de 96h, declinando nos períodos de 120h e 144h em relação

ao Controle. O tratamento 200 mgL-1 ZnONP obteve a média de (NPQ_Lss) superior ao

tratamento Controle até o período de 48h, declinando e permanecendo menor que o

tratamento (0) Controle até o período final de germinação com diferença estatistica nos

períodos de 24h, 48h, 144h e 168h. O tratamento 300 mgL-1 ZnONP obteve as maiores

médias de (NPQ_Lss) no período de 24h, 72h e 168h, e no período de 120h e 144h o

tratamento Controle valor maior.
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Figura 72: Valores médios do quenching não-fotoquímico (NPQ_Lss), das sementes de Inga laurina em

função do tempo para as concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de nanopartículas de zinco ZnONPs. *

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

Estudos realizados com 4 forrageiras demonstram valores altos e baixos de (NPQ_Lss)

com espécies sucessíveis 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-

setária quando avaliados no 10º dia após a suspensão da irrigação, em comparação ao início

das avaliações, ou seja, sob maior déficit hídrico estas espécies parecem apresentar indícios de

danos às proteínas do complexo fotossintético. Mesmo sob déficit hídrico intenso, os capins

angola e hemárthria mantiveram valores de qP (NPQ_Lss) elevados e, portanto, parecem ser

menos susceptíveis ao estresse hídrico experimental. Vai depender da suscetibilidade das

espécies e se tem ou não defesas contra os componentes químicos a quais são expostos.

Observou-se que nas primeiras 72h de germinação, as sementes de Inga laurina que

foram expostas a ZnONPs, apresentaram um valor maior de NPQ_Lss quando comparadas

com a Controle (Figura 74). Após as 96h essa dissipação de energia, em forma de calor,

diminui, voltando a subir novamente nas dose 50 mgL-1 e 300 mgL-1, em comparação com

o tratamento Controle.
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Figura 73: NPQ_Lss - dissipação não fotoquímica da média de 10 sementes de Inga laurina em função do

tempo após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de ZnONPs.

Segundo Borkert, a elevada importância do Zn nas plantas deve-se à participação no

processo de ação de um grande número de enzimas, como as desidrogenases, proteinases,

peptidases e nas fosfohidrolases, que são reações fundamentais para as funções básicas da

planta no metabolismo dos carboidratos, das proteínas e dos fosfatos, e na formação da

estrutura das auxinas, do RNA e dos ribossomos (BORKERT et al.,1989). Também se

constata a sua importância no metabolismo de fenóis, na formação de amido, na definição

do tamanho e multiplicação celular e na fertilidade do grão do pólen (MALAVOLTA,1991).

4.3.6 Supressão não-fotoquímica (NPQ_Lss) – folíolo

Após 30 dias em casa de vegetação, as plântulas foram submetidas a Imagem de

Fluorescência da Clorofila a, com a mesma metodologia do período de germinação. Todas as

concentrações apresentaram valores superiores de dissipação não fotoquímica em plântulas,

decorrido 30 dias de embebição com ZnONPs (Figura 74).

Figura 74: Valores médios do quenching não-fotoquímico (NPQ_Lss) de pântulas de Inga laurina em

função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1de ZnONPs.
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Em condições de estresse, as plantas podem apresentar também redução acentuada na

eficiência quântica máxima do FSII (Fv/Fm). O decréscimo deste parâmetro já foi observado

em diversos estudos com videiras e plantas de cobertura (CAMBROLLÉ et al., 2013a;

SANTANA et al., 2015; TIECHER et al., 2016a; 2016b) e se caracteriza como um estado de

fotoinibição crônica (ALVES et al., 2002), a qual indica uma redução na proporção de centros

de reação abertos (MAXWELL; JOHNSON, 2000), ou seja, aptos a receber elétrons. Nestas

condições, geralmente ocorre o aumento da dissipação não-fotoquímica (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; CAMBROLLÉ et al., 2012). Esta dissipação da

energia de excitação das clorofilas pode prevenir a formação de moléculas altamente reativas,

a partir de oxigênio, denominadas espécies reativas de oxigênio (EROs), que podem danificar

irreversivelmente proteínas, lipídeos e pigmentos de membranas fotossintéticas (HORTON&

RUBAN, 2004).

4.3.7 Fluorescência estacionaria – sementes e plântulas

Figura 75 mostra os espectros típicos da fluorescência de moléculas de clorofila (Chla)

quando excitado em 405 nm. As medidas foram realizadas diretamente nas sementes, e nos

últimos dias nas primeiras folhas que se formam do embrião. Foi possível observar picos de

fluorescência entre 72 e 96h para as ZnONps de 0, 50, 100, 200 mgL-1. Porém o tratamento de

300 mgL-1 desde 24h após exposição permaneceu com a menor redução ao longo do tempo.

Evidenciando a maior degradação de clorofilas quando expoxtas a esta dosagem de ZnONPs.
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Figura 75: Espectro do Parâmetro da Fluorescência estacionaria ao longo do tempo da média de 10

sementes de Inga laurina em função do tempo após serem submetidas a 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de

ZnONPs.

4.3.7.1 Razão Fluorescência 685/735

A análise dessa razão F685/F735, intensidade de fluorescência dos picos

característicos de clorofila a. Na Figura 76, nota-se que houve alterações significativas na

fluorescência 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 e 300 mgL-1.

Resultando em uma tendência de consumo de clorofila como plastos de reserva a partir das

doses de 100 mgL-1. Devido a degradação da clorofila nas maiores concentrações.

Figura 76: Razão F685/F735 em função da concentração de ZnONPs, com excitação em 405 nm, em 168h

de germinação (7 Dias).
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4.3.8 Fluorescência estacionaria – folíolos

A Figura 77 mostra os espectros típicos da fluorescência de moléculas de clorofila

quando excitado em 405 nm. As medidas foram realizadas no 3° par de folhas de metáfilos,

em plantas classificadas como Jovens, após o seu 30° dia após germinação. Duas bandas de

emissão podem ser observadas entre 625 e 800 nm: as bandas no vermelho e no vermelho-

distante com máximo em 685 e 735 nm, respectivamente. Foi possível observar que o

tratamento com 300 e 50 mgL-1 apresentou um maior pico de fluorescência de moléculas de

clorofila (Chla), enquanto que o tratamento Controle apresentou o menor pico. Podendo a

plântula ter conseguido ajustar seu metabolismo após 30 dias de exposição.

Figura 77: Espectro do Parâmetro da Fluorescência estacionaria ao longo do tempo da média de plântulas

de Inga laurina, em função da concentração, decorridos 30 dias de exposição a ZnONPs.
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3.8.1 Razão Fluorescência 685/735

Na figura 78, nota-se que não houve alterações significativas na fluorescência de

clorofila (Chla) das plântulas que foram germinadas com concentrações de ZnONPs, com a

menor redução na dose de 50 mgL-1. Com isso, podemos perceber uma indicação que as

plântulas estão buscando ajustar o conteúdo de clorofilas do FSII, principalmente nas maiores

concentrações.

Figura 78: Análise de razão F685/F735, intensidade de fluorescência dos picos característicos da clorofila
a, opós 30 dias de exposição com ZnONPS.

4.3.9 Análises termográficas – sementes e plântulas

Na figura 79, as análises dos valores médios da temperatura superficial das sementes

de Inga laurina. As análises 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-1 teve média (Ts), inferior ao tratamento (0) Controle, com diferença

significativa as 48h, e ao longo do período germinativo, as temperaturas, se mantiveram

próximas. No tratamento 100 mgL-1 a média (Ts) só foi inferior ao tratamento (0) Controle

nas 48 horas, após as 96 horas a (Ts) foi maior no tratamento embebido com (ZnONPs),

apresentando diferença estatística nas 48h, 96h ,120h, 144 h e 168h. No tratamento 200 mgL-1

a média de (Ts) do tratamento (0) Controle se iniciou com maior (Ts) às 48h, mas às 120

horas o tratamento embebido com (ZnONPs) obteve as maiores médias, com isso as médias
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de (Ts) com diferença estatística nas 120, 144 e 168horas. Apresentando um comportamento

oscilatório de difícil interpretação. Podendo ser atribuído a fase de desenvolvimento da

plântula e não mais da semente, entre 120 e 168h.

Figura 79: Análises dos valores médios da temperatura superficial das sementes de Inga laurina em

função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de ZnONPs. * Diferença significativa (teste T, p < 0,

05, n = 10).

4.3.10 Análises termográficas – folíolo

Após 30 dias em casa de vegetação com a mesma metodologia das sementes de Inga

laurina, as folhas foram submetidas a análises 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 concentrações de ZnONPs, sendo o tratamento

com 200 e 300 mgL-1 com a menor (Ts). O tratamento com ZnONPs, nas maiores

concentrações apresentaram menor (Fm_lss), menor (Qy_max) e maior (NPQ_Lss),

corroborando com os resultados de temperatura, apresentando a menor temperatura foliar nas
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concentrações de 200 e 300 mgL-1, em relação ao tratamento Controle. Corroborando com a

diminuição de temperatura causada pelas ZnONps, o parâmetro de dissipação não

fotoquímica (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

dissipação não fotoquímica (NPQ_Lss) de ZnONPs, quando comparado ao Fe2O3NPs e

CuONPs.

Figura 80: Análises dos valores médios da temperatura superficial das plântulas de Inga laurina em

função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1de ZnONPs.

4.3.11 Índice de germinação e comprimento da raiz, sementes e plântulas

Os resultados do índice de germinação foram de 100%, ou seja, todas as sementes

utilizadas germinaram( Figura 82). Verifica-se que as sementes de ingá apresentaram a

mesma capacidade de germinação.
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Figura 81: Imagem do último dia de germinação 168h de sementes de Inga laurina para concentrações 0,
50, 100, 200 e 300 mgL-1 de ZnONPs. Foto: Daniela Graciano

Na figura 82, foi possível observar que em todos os tratamentos houve redução do

comprimento da raiz após o período germinação. As menores médias foram para os

tratamentos de 100 e 300 mgL-1. O sistema radicular das plantas são os primeiros pontos de

exposição aos estresses abióticos transmitidos pelo solo, como concentrações tóxicas de íons

essenciais e não essenciais, alumínio, pesticidas, constituindo fatores limitantes ao

crescimento das plantas, e quando absorvidos, esses compostos tendem a acumular-se nas

raízes, acarretando alguns efeitos como o escurecimento, engrossamento e inibição do

crescimento radicular (SHABALA et al., 2006).
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Figura 82: Comprimento da raiz (CR), após 168h do período de embebição das sementes de Inga laurina,

em função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de ZnONPs.

Figura 83: Sementes germinadas de Inga laurina, após 168h de embebição nas soluções de ZnONPs com

concentrações de 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1.

Estressores associados à fitotoxidade normalmente promovem a redução do

comprimento das raízes pela inibição do crescimento por inibirem a divisão e o alongamento

celular (AIDAR et al.; 2003). No presente estudo, a exposição às NPs esteve associada ao

crescimento das raízes e não sua inibição. O mecanismo de indução do tamanho (CR) pode

ser indireto, ou seja, estar relacionado aos efeitos das NPs ao aparato fotoquímico nos tecidos

fotossintetizantes, resultando em maior assimilação e consequentemente das raízes. Sendo

possível observar as diferenças visualmente (Figura 83).

4.3.11.1 Tamanho da raiz das plântulas

Após 30 dias, que as sementes foram embebecidas com diferentes concentrações

Fe2O3NPs, verificou-se que não houve diferença significativa no comprimento das raízes das

plântulas com os tratamentos de 200 e 300 mgL-1 quando comparadas com a Controle (Figura

84).
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Figura 84:Comprimento das raízes após 30 dias de embebição das sementes de Inga laurina, em função

das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1 de ZnONPs.
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Figura 85: Plantas de Inga laurina no tratamento com 300 mgL-1 ZnONPs, após 30 Dias de crescimento

em casa de vegetação. Foto: Daniela Graciano

.3.12 Análise do extrato

4.3.12.1 Analise do extrato

Observou-se que o tratamento (0) Controle obteve a menor média em relação a todas

as concentrações, a maior foi a concentração 300 mgL-1, quando comparado com os

resultados dos parâmetros após 30 dias de crescimento para a concentração de 300 mgL-1,

obteve como resultados a maior média de fluorescência (Fm_lss), maior média de dissipação

não fotoquímica (NPQ_Lss), e menor média de absorção uv/vis em relação as outras

concentrações, evidenciando que este tratamento produziu alterações fisiológicas na planta

nesta concentração em relação aos demais tratamento tanto negativamente para a menor

concentração e positivamente nas maiores concentrações aumentando a Fm_lss e teor de Chla.

Porem em todas as concentrações houveram danos as raízes. O estresse por Cu e Zn pode

danificar a estrutura das raízes (AMBROSINI et al., 2015; BOCHICCHIO et al., 2015), o que

pode reduzir a absorção de água e nutrientes minerais do solo e, assim, diminuir o

crescimento das plantas (TOSELLI et al., 2009; AMBROSINI et al., 2016).

Figura 86: Absorção de fluorescência de plantas de Inga laurina após 30 dias de crescimento em casa de

vegetação, em função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1de ZnONPs.
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4.3.12.2 Teor de clorofila a

A figura 87, foi possível observar que neste parâmetro é de aumento crescente do teor

de clorofila nas concentrações. A concentração de 50 mgL-1 apresentou a média de teor da

clorofila mais próxima da (0) controle e nas demais concentrações os teores foram bem

maiores que o tratamento (0) controle. Alterações foram encontradas em outros parâmetros

como NPQ_Lss e Fm_lss e CR que indicam que a planta utilizou mecanismos de defesa.

Em um estudo com nove cultivares de arroz (Oryza sativa) cultivadas em solução

nutritiva com 20 mgL-1 de ZnONP, não foi verificado efeito tóxico do Zn sobre a produção de

clorofila a, b, caretenoides e xantofilas. Os autores atribuíram esse efeito a ação das enzimas

antioxidantes catalase e peroxidase que controlam os níveis de espécies reativas de oxigênio

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

Plantas de Pepino (Cucumis sativus) cultivadas em solo com ZnONP (400 e 800 mgL-1)

também não apresentaram redução no teor de clorofila, nem alterações nas trocas gasosas

(ZHAO et al., 2013).

Porém fitotoxidade foi encontrada em planta de trigo (Triticum ssp.) cultivadas em

areia lavada com 500 mg kg -1 ZnONP, e foi constatado uma redução de quase 40% no teor de

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

Em nossos estudos, nas maiores concentrações houveram uma redução no teor de

clorofila e também em outras variáveis, apresentando alterações nas em (Fm_lss), (Fm/Fv),

(NPQ_Lss), (Ts) e (CR), indicando que houve interferência no aparato fotossintetico e

mecanismos de defesa principalmente nas concentrações acima de de 100 mgL-1.
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Figura 87: Teor de Clorofila a de plantas de Inga laurina após 30 dias de crescimento em casa de

vegetação, em função das concentrações 0, 50, 100, 200 e 300 mgL-1de ZnONPs.
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5. CONCLUSÕES

As respostas de emissão de fluorescência, elevação de temperatura superficial,

supressão não fotoquímica e crescimento da raiz em sementes e plântulas de Inga laurina

variam de acordo com a concentração e tipo de nanoparticula;

O aumento de fluorescência máxima no ultimo pulso saturante e o teor de Chla em

função da intensidade das concentrações de CuONPs, Fe2O3NPs e ZnONPs em relação ao

Controle, sugerindo a potencialização da eficiência fotoquímica, associado a capacidade

antioxidante das sementes de Inga laurina;

A germinação e o IVG de Inga laurina não foram influenciados pelas nanoparticulas

de CuO, Fe2O3 e ZnO;

O comprimento das radículas e raizes de Inga laurina foram menores com a aplicação

de nanoparticulas de óxido de cobre, mas não influenciaram por nanoparticulas de óxido de

ferro e óxido de zinco;

De modo geral, as sementes verdes de Inga laurina mostram relativa tolerância as

nanoparticulas metálicas testadas, estás respostas, podem estar relacionadas aos sistemas

antioxidantes não enzimáticos.
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