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RESUMO

A producdo de nanomateriais aplicados a area agricola estd proximo de ser uma realidade,
apresentando a possibilidade de aplicagdo da nova tecnologia como solucdo de problemas e
consequente melhora no rendimento das culturas. A utilizacdo de nanoparticulas metalicas
visando o controle de patdgenos é recente, porém um dos problemas levantados seria em relagao
a sua toxicidade, tanto para o ambiente como para 0s organismos. Desta forma, visando menor
toxicidade, existe a proposta de utilizacdo de nanoparticulas biogénicas, as quais apresentam
um capping composto por biomoléculas provenientes do organismo redutor. As nanoparticulas
de ferro apresentam baixa toxicidade, o que permite sua aplicacdo no ambiente. O micoparasita
Trichoderma harzianum ¢é utilizado no controle bioldgico, este além do combate as pragas traz
as lavouras outros beneficios como o crescimento de plantas, porém enfrenta 0s mesmos
problemas de sensibilidade, como temperatura e radiacdo ultravioleta, que outras espécies
utilizadas no controle de pragas. Portanto, este trabalho teve como objetivo realizar a sintese de
nanoparticulas de ferro (Fe°, a-Fe;03 ou y-Fe;03) biogénicas utilizando o filtrado de T. harzianum
como agente redutor e estabilizante com a finalidade de aplicacdo no controle da Sclerotinia
sclerotiorum. Além da sintese, visa caracterizar as nanoparticulas, avaliar sua toxicidade sobre
diferentes linhagens celulares e microrganismos de importancia agricola e os seus efeitos sobre
a cultura da soja. Para isto, foram sintetizadas cinco nanoparticulas que apresentaram diametro
médio entre 100 e 300 nm, indice de polidispersdo entre 0,2 e 0,5 e potencial zeta positivo entre
2 e 17 mV. Das cinco nanoparticulas obtidas, foi selecionada a nanoparticula que apresentou
maior atividade contra o mofo branco, a NpFe-4, e a mesma foi utilizada nas avaliacdes
seguintes. A nanoparticula selecionada apresentou, através do Espalhamento Dinamico de Luz,
diametro hidrodinamico de 207,30 + 1,94 nm, indice de polidispersao de 0,45 + 0,07 e potencial
zeta de 13,47 £ 2,05 mV. Em relacéo a atividade, foi capaz de inibir o crescimento micelial e a
germinacédo de novos esclerodios do mofo branco e acelerou o crescimento do T. harzianum. A
nanoparticula ndo apresentou citotoxicidade nas linhagens celulares testadas, no entanto
induziu baixa genotoxicidade em fibroblastos (3T3 e VV79) em maiores concentra¢des. Também
ndo causou reducdo do indice de germinacdo das sementes avaliadas, levando a poucas
alteracdes nas plantas de soja, também ndo afetou as bactérias de importancia agricola (Bacillus
thuringiensis, Pseudomonas aeruginosa, Bradyrhizobium japonicum) e o fungo Beauveria
bassiana, assim como as bactérias envolvidas no ciclo do nitrogénio. Este trabalho traz bons
resultados em relacdo ao potencial das nanoparticulas biogénicas de éxido de ferro para o
controle de pragas na agricultura, sendo uma possivel promessa para contribuir com o controle
biol6gico.

Palavras-chave: Nanoparticula biogénica de oOxido ferro. Controle bioldgico. Toxicidade.
Sclerotinia sclerotiorum. Microbiota do solo.



ABSTRACT

The production of nanomaterials applied to the agricultural area is a reality and brings
possibilities of application of the new technology as a promise for the problems solution and
consequent better crop yield. The use of metallic nanoparticles for pathogen control is recent
and one of the problems raised would be regarding its toxicity to both the environment and
organisms. Thus, aiming at lower toxicity, it is proposed the use biogenic nanoparticles, which
have a capping composed of biomolecules from the reducing organism. Iron nanoparticles have
low toxicity, which allows their application in the environment and the mycoparasite
Trichoderma harzianum is used in biological control that along with pest control it brings other
benefits to crops, but this one faces the same sensitivity problems as other species used in pest
control. This work aimed to perform the synthesis of biogenic iron nanoparticles (Fe?, a-Fe;Os3
or y-Fe>0z3) using T. harzianum filtrate as a reducing and stabilizing agent with the purpose of
Sclerotinia sclerotiorum control. In addition to the synthesis, it aims to characterize the
nanoparticles, evaluate their toxicity on different cell lines and microorganisms of agricultural
importance and their effects on soybean crop. The five initially synthesized nanoparticles had
an average diameter between 100 and 300 nm, a polydispersion index between 0.2 and 0.5 and
a positive zeta potential between 2 and 17 mV. From the five nanoparticles obtained it was
selected the one that showed the highest activity against white mold, NpFe-4, and it was used
in the following tests. The selected nanoparticle showed, through Dynamic Light Scattering, a
hydrodynamic diameter of 207.30 £ 1.94 nm, a polydispersion index of 0.45 £ 0.07 and a zeta
potential of 13.47 + 2.05 mV. Regarding its activity, it was capable of inhibiting mycelial
growth and germination of new white mold sclerotia, accelerated T. harzianum growth. The
nanoparticle did not show cytotoxicity in the tested cell lines, but induced low genotoxicity in
fibroblasts (3T3 and V79) at higher nanoparticle concentrations. It caused no reduction in the
germination index of the evaluated seeds, caused few changes in soybean plants and did not
affect bacteria of agricultural importance (Bacillus thuringiensis, Pseudomonas aeruginosa,
Bradyrhizobium japonicum) and the fungus Beauveria bassiana such as soil microbiota
involved in the nitrogen cycle. This work provides good results regarding the potential of
biogenic iron oxide nanoparticles for pest control.

Key words: Biogenic iron oxide nanoparticle. Biological control. Toxicity. Sclerotinia
sclerotiorum. Soil microbiota.
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1 INTRODUCAO

Com o intuito de se alcangar uma maior produtividade, atividades antropicas como o
uso de agrotoxicos e fertilizantes estdo se tornando cada vez mais comuns, porém este manejo
pode estar afetando o ambiente de maneira negativa (LEONG et al., 2020; MUTURI et al.,
2017).

Entre as diferentes tecnologias utilizadas para facilitar o manejo e obtencdo de
resultados favoraveis, a nanotecnologia vem apresentando destaque como uma alternativa aos
problemas na agricultura, como controle de pragas, doencas em plantas e fertilizacdo de solos
(GUILGER et al., 2017; RALIYA et al., 2015). No entanto, as nanoparticulas podem oferecer
consequéncias indesejadas, uma vez que, em diferentes condigdes podem ter suas
caracteristicas fisico-quimicas alteradas, e isso pode ter como consequéncia um aumento da sua
toxicidade. Também é comum a ocorréncia de agregacdo de nanoparticulas em contato com o
solo, esses agregados podem se ligar as raizes das plantas e inibir a absorcdo de nutrientes,
prejudicando seu desenvolvimento (ARIF et al., 2016; CHEKLI et al., 2013).

A sintese biogénica possibilita a producdo de nanoparticulas com revestimento, sem a
utilizacdo de produtos quimicos que seriam liberados para o ambiente, outro fator positivo é o
baixo custo de producdo. Este revestimento denominado capping pode ser obtido através se
diversos agentes como por exemplo, extratos de plantas, bactérias ou fungos, e é capaz de
melhorar a estabilidade das nanoparticulas (SINGH et al., 2016). As nanoparticulas biogénicas
apresentam também diferencas na sua atividade, pois possibilita a sinergia entre o precursor
escolhido e os metabolitos provenientes do agente redutor.

O fungo Trichoderma spp. apresenta resultados promissores na sintese de
nanoparticulas biogénicas (GUILGER-CASAGRANDE et al., 2019), ele também ¢
amplamente utilizado no controle bioldgico e é capaz de estimular o crescimento de plantas, no
entanto sdo sensiveis a fatores abidticos como a incidéncia de raios ultravioleta (UV)
(BETTIOL, 2009).

Visando a obtencdo de nanoparticulas que apresentem o potencial de controle
biolégico semelhante ao do T. harzianum e que apresentem boa estabilidade nas condicGes
ambientais, este trabalho propés a sintese e avaliacdo de nanoparticulas biogénicas a partir de
T. harzianum utilizando o cloreto de ferro Il1 como precursor, uma vez que as nanoparticulas
de ferro apresentam baixa toxicidade para organismos e sdo utilizadas em tratamentos
ambientais (PLACHTOVA et al., 2018; TRUSKEWYCZ; SHUKLA; BALL, 2018).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nanomateriais e sua aplicacdo agricola

A nanotecnologia é reconhecida pela Comissdo Europeia como uma das seis
tecnologias essenciais consideradas promissoras para o desenvolvimento de inovagfes em
todo o setor industrial de forma ambiental e socialmente sustentdvel (EUROPEAN
COMMISSION, 2012). As perspectivas futuras para a nanotecnologia sdo interessantes, uma
Vez que, as aplicacdes desse novo campo da ciéncia estdo em constante expanséao. Entretanto,
sdo necessarios novos estudos que identifiquem e possibilitem previsdes das possiveis
consequéncias da nanotecnologia para os seres vivos e para o ambiente (LOWRY et al., 2010;
MELO; PIMENTA, 2010). Uma vez que, este aumento de novos produtos é inevitavel, é de
se esperar que além dos residuos das aplicacBes agricolas o ambiente também receba
nanocompostos que serdo liberados devido ao grande uso, e estes podem causar efeitos
adversos a microbiota do solo (KELLER et al., 2013; WHITELEY et al., 2013; WIESNER
etal., 2011).

A importancia principal do nanomaterial é sua elevada taxa de superficie/volume e
consequente alta reatividade, podendo ser uma alternativa para muitos problemas enfrentados
pela agricultura na atualidade, como incidéncia de pragas e combate de doencas em plantas
(NAIR; KUMAR, 2013). Logo, com a intencdo de aumento da produtividade agricola a
nanotecnologia torna-se uma opc¢do nesta area, sendo utilizada como uma alternativa no
controle de patdgenos e fertilizacdo de solos. Entre as nanoparticulas metalicas e de 6xidos
metalicos, as mais utilizadas, sdo as de prata, seguida por cobre, titdnio e ferro (DIMKPA,
2014). As nanoparticulas de prata possuem como principal caracteristica a atividade
antimicrobiana (GUILGER et al., 2017; LOO et al., 2015; OKAFOR et al., 2013), as
nanoparticulas de titanio, o poder de fotoprotecéo e desenvolvimento de plantas (POSCIC et
al., 2016; ZHENG et al., 2005) e as nanoparticulas de ferro e cobre oferecem acdo positiva
para o crescimento vegetal (WANG et al., 2011; ZUVERZA-MENA et al., 2017). No
entanto, sua aplicacdo deve ser investigada em relacdo ao seu comportamento no ambiente,

visando a sustentabilidade agricola.

2.2 Nanomateriais metélicos para utilizacdo na area agricola

Estudos com diferentes nanoparticulas metalicas mostraram um aumento na



disponibilidade de nutrientes para as plantas, podendo contribuir para o melhor
desenvolvimento e, consequentemente, melhor rendimento das culturas (FRACETO et al.,
2016; KHOT et al., 2012; MAHMOODZADEH et al., 2013; MORTEZA et al., 2013).
Entretanto, este assunto deve ser visto com cautela, uma vez que, existe forte dependéncia de
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas e sua acdo em plantas (LAMBREVA et al.,
2015). Estudos mostraram que as nanoparticulas metalicas foram encontradas em raizes das
plantas distribuidas nos diferentes tecidos, como epiderme, cortex, floema e endoderme.
Como exemplo, as nanoparticulas de titanio podem penetrar nas células vegetais ndo sendo
biotransformadas nos tecidos e exsudadas de forma intacta (ASLI; NEUMANN, 2009;
SERVIN et al., 2013) e nanoparticulas de ferro também foram observadas em raizes, caules
e folhas em condi¢bes hidropbnicas, 0 mesmo ndo foi observado quando estas foram
cultivadas em solos (ZHU et al., 2008).

De acordo com Arif et al. (2016), estudos futuros de nanotecnologia aplicada a
agricultura devem considerar avaliagdo de risco e a sustentabilidade agricola, tendo como foco
principal a diversidade de aplicagéo, disponibilidade de micro/macronutrientes e avalia¢éo
de microrganismos. Esta nova tecnologia deve vir acompanhada de novos pensamentos
que visam a sustentabilidade agricola e um ambiente livre de riscos futuros. Contudo, no
ambiente, as nanoparticulas metalicas que ndo possuem revestimento tendem a agregar entre
si formando aglomerados que se ligam as raizes das plantas, reduzindo a passagem de
macronutrientes, como calcio, potassio e magnésio, prejudicando o seu desenvolvimento
(ZUVERZA-MENA et al., 2016). Desta forma, uma das solu¢des apontadas para minimizar
este efeito é a utilizacdo de nanoparticulas revestidas, ou nanoparticulas biogénicas, as quais

possuem um capping, geralmente proteico.

2.3 Sintese verde de nanoparticulas para aplicacdo agricola

A utilizacdo de nanoparticulas metalicas de sintese biogénica para aplicacdo na area
agricola apresentam resultados promissores, como por exemplo, a sintese de nanoparticulas
biogénicas de prata baseadas em Trichoderma harzianum que se mostraram eficientes no
controle do mofo branco (GUILGER et al., 2017; GUILGER-CASAGRANDE et al., 2019)
e a utilizacdo de nanoparticulas biogénicas de titanio baseadas em Aspergillus flavus, onde
observou-se um aumento no crescimento de ervilhas, mostrando-se efetivas como
fertilizantes (RALIYA et al., 2015). Mohamed et al. (2015) relataram atividade

antibacteriana de nanoparticulas biogénicas de ferro baseadas em Alternaria alternata sobre
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bactérias gram-positivas e gram-negativas, principalmente em Bacillus subtilis.

A sintese biogénica utilizando organismos vivos mostrou ser eficaz e possibilita a
sinergia dos beneficios das nanoparticulas metalicas e do extrato ou metabolitos utilizados
para sua reducdo, como biomassa, sobrenadantes ou derivados, além de agirem como
redutores na sintese, proporcionam recobrimento para a nanoparticula. Outras vantagens da
sintese verde sdo a auséncia de liberacdo de produtos toxicos e contaminantes quimicos no
ambiente e o baixo custo. Através da sintese biogénica é possivel a obtencdo de
nanoparticulas com caracteristicas mais eficientes, como maior estabilidade fisico-quimica,
facilidade de producdo em larga escala e atividade fungica melhorada (GUILGER et al.,
2017; SINGH et al., 2016).

2.4 Sintese verde de nanoparticulas de ferro utilizando metabolitos de T. harzianum

para aplicacéo agricola

Entre os redutores mais utilizados na sintese de nanoparticulas biogénicas, os fungos
sd0 agentes promissores por apresentarem maior quantidade de secre¢do de enzimas,

crescimento micelial acelerado e facil manipulacéo.

O T. harzianum é um fungo filamentoso de grande importancia biotecnologica, pois,
além de apresentar desenvolvimento elevado em condi¢des minimas, é amplamente utilizado
no controle bioldgico de fitopatdgenos, por apresentar resultados satisfatérios na sintese de
nanoparticulas biogénicas (AHLUWALIA et al., 2014; GUILGER et al., 2017; SINGH;
RAJA, 2011). A acdo desse agente antagonista se d& por meio de mecanismos de defesa
quimicos e enziméticos (VINALE et al., 2009). Além dessa acdo principal, o contato entre
Trichoderma spp. e plantas, intensifica a proliferacdo de raizes, estimula o crescimento e
protege as plantas contra agentes quimicos (SCHUSTER; SCHMOLL, 2010). Sua acdo como
controle bioldgico de fitopatdgenos e indutor de crescimento de plantas ocorre por meio de
parasitismo, antibiose, competicdo, inducdo de resisténcia a doencgas e liberacdo de
hormonios de crescimento (MACHADO; SILVA, 2013).

T. harzianum apresenta moléculas peptaibol e enzimas hidroliticas que inibem o
crescimento de fungos fitopatogénicos (SCHIRMBOCK, 1994), liberando metabdlitos
volateis e ndo volateis com acgdo inibitdria sobre o crescimento micelial dos mesmos
(KHALILI et al., 2012). Também estimula os mecanismos de defesa da planta parasitada,

induzindo a producdo de compostos bioquimicos e estruturais (YEDIDIA; BENHAMOU;
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CHET, 1999) e, por meio do contato com folhas, raizes e solo, promove o desenvolvimento
de resisténcia local ou sisttmica (GVEROSKA,; ZIBEROSKI, 2012).

Os efeitos antagbnicos de T. harzianum vém sendo comprovados contra diversos
fitopatogenos, tais como: Sclerotinia sclerotiorum (ZANCAN et al.,, 2012), A. alternata
(GVEROSKA; ZIBEROSKI, 2012), Rhizopus stolonifer (BOMFIM et al., 2010), Bipolaris
sp., Cladosporium sp. e Phoma sp. (MACHADO;SILVA, 2013). Tal efetividade torna esse
fungo um agente de controle bioldgico promissor a ser aplicado na agricultura (SAITO et al.,
2009).

As nanoparticulas de ferro (Fe-NP) possuem como ponto positivo a sua baixa
toxicidade para os organismos, o que permite sua aplicagdo no ambiente, sendo uma de suas
principais utilizacdes o tratamento de poluentes de agua e solos (XU et al., 2014). Como o
ferro € um micronutriente essencial para todas as plantas, a aplicagdo destas nanoparticulas
na agricultura pode induzir o crescimento de plantas e aumentar 0s seus niveis de
carboidratos, proteinas e clorofila (BURKE et al., 2015; WANG et al., 2016).

Poucos estudos existem em relacdo a sintese biogénica de nanoparticulas de ferro, de
acordo com Siddigi et al. (2016) estudos sintetizaram nanoparticulas de ferro biogénica
utilizando cha verde, eucalipto, banana, tangerina, Trindax procumbers, entre outras. Eles
obtiveram nanoparticulas de diferentes didmetros, sendo este tamanho dependente do pH no

momento da sintese.

Entre as diferentes sinteses de Fe-NP ja realizadas, estdo as sintetizadas por
Ehrampoush et al. (2015) que obtiveram Fe-NP a partir de extrato de tangerina, apresentando
tamanho de 200 nm com extrato menos concentrado e 50 nm com extrato mais concentrado,
observando que a concentragdo do agente redutor interfere no tamanho e, consequentemente,
na morfologia das nanoparticulas, onde tambem foi observado a eficiéncia da remocéo de

cadmio da dgua através das nanoparticulas.

Tarafdar e Raliya (2013), utilizando o fungo Aspergillus oryzae, obtiveram
nanoparticulas de até 24,6 nm com possiveis aplicacdes na agricultura, biomedicina e
engenharia. A aplicacdo na agricultura também foi constatada segundo Ealias, José e
Saravanakumar (2016) com nanoparticulas baseadas em canela (Cinnamomum tamala)

utilizadas também no tratamento de agua.

Podemaos notar que diferentes redutores e estabilizantes influenciam na formacédo das

Fe-NP. Mahdavi et al. (2013) obtiveram nanoparticulas de ferro com 18 £4 nm a partir de
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algas marrons (Sargassum muticum) possuindo grupos hidroxil, sulfato e aldeido como
redutores. Harshiny, Iswarya e Matheswaran (2015) sintetizaram nanoparticulas entre 43 e
220 nm a partir de Amaranthus dubius, a qual possui como redutores a amarantina e
compostos fendlicos. Polifendis de diferentes extratos, como de Terminalia chebula, alecrim,
eucalipto, malaleuca e sorgo também resultaram em diferentes nanoparticulas (KUMAR et
al., 2013; NJAGI etal., 2011; WANG; FANG; MEGHARAJ, 2014). Entretanto, todas as Fe-
NP ndo apresentaram liberacdo de produtos toxicos, e algumas nanoparticulas foram capazes
de remover poluentes (EALIAS; JOSE; SARAVANAKUMAR, 2016; MACHADO et al.,
2013), assim como mostraram potencial antimicrobiano contra patégenos humanos
(DANIEL etal., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Esta dissertacdo teve como principal objetivo sintetizar de forma biogénica

nanoparticulas de ferro utilizando como agente redutor e estabilizante o T. harzianum sob

diferentes condigdes para o controle de pragas na agricultura. Em seguida, realizar a avaliacdo

das caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas sintetizadas, sua atividade sobre o fungo

fitopatogénico S. sclerotiorum e toxicidade em células vegetais e animais.

3.2 Objetivos especificos

Sintetizar nanoparticulas biogénicas de ferro (Fe®, a-Fe,O3 ou y-Fe,0s) utilizando como
agente redutor e estabilizante o filtrado do fungo T. harzianum em contato ou ndo com
a parede celular do fungo fitopatogénico S. sclerotiorum;

Caracterizar as nanoparticulas para defini¢do de distribuicdo de tamanho e indice de
polidispersdo a partir da técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), potencial
zeta a partir de Microeletroforese, concentracdo a partir de Rastreamento de
Nanoparticulas (NTA) e morfologia a partir, de Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV);

Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas sobre células animais por meio do ensaio de
viabilidade indireta através de avaliacdo da atividade mitocondrial e lisossomal (MTT
e Vermelho Neutro, respectivamente) e viabilidade direta através do ensaio por
Exclusdo de Azul de Tripan;

Avaliar a genotoxicidade das nanoparticulas utilizando as linhagens celulares 3T3,
HaCat e V79 por meio do ensaio cometa e células vegetais por meio do ensaio Allium
cepa;

Avaliar os efeitos das nanoparticulas sobre a microbiota do solo pela técnica de reacao
em cadeia da polimerase em tempo real (PCR Real Time) utilizando primers especificos
de bactérias que participam do ciclo do nitrogénio;

Avaliar a efetividade das nanoparticulas no controle do mofo branco (S. sclerotiorum)
utilizando testes in vitro;

Avaliar a resposta de microrganismos de interesse agricola (Bacillus thuringiensis,
Pseudomonas aeruginosa, Bradyrhizobium japonicum e Beauveria bassiana) na
presenca das nanoparticulas sintetizadas utilizando o teste de concentracgao inibitoria
minima (MIC);

Avaliar o efeito das nanoparticulas sobre a germinacgdo e crescimento de plantas;
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4 ETAPAS DO DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Os resultados deste trabalho sdo apresentados em forma de 2 artigos, porém foram
realizadas analises iniciais para obtencdo da nanoparticula que seria utilizada em todo o trabalho

proposto.

Para isto, foram realizados 5 diferentes métodos de sintese de nanoparticulas de ferro
(Fe®, a-Fe203 ou y-Fe;03) biogénicas a partir do filtrado contendo enzimas produzidas pelo T.
harzianum e os resultados de caracterizacdo e atividade biologica foram avaliados. Apos a
avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas e da atividade contra o fitopatégeno S.
sclerotiorum, a nanoparticula que apresentou melhor desempenho foi também sintetizada

utilizando o filtrado estimulado pela parede celular do S. sclerotiorum.

4.1 Obtencéo do filtrado de T. harzianum

Para a obtencdo do filtrado, foi realizada uma cultura de T. harzianum, a partir do
produto comercial Ecotrich WP (Balagro), na formulacéo pé molhavel 1x10%° UFC/g. Para isso,
foram preparadas placas contendo meio agar batata-dextrose (BDA) e 1 mL de suspensdo de T.
harzianum na concentracdo de 200 mg/mL, apds o periodo de 6 dias foram transferidos dois
discos de micélio de 6 mm da placa para 75 mL de caldo batata-dextrose. As culturas foram
mantidas ao abrigo da luz, em agitacdo a 150 rpm por 12 dias. Ao final dos 12 dias, foi realizado
0 isolamento da biomassa por filtragem, onde estas foram pesadas e transferidas para um
volume de agua ultrapura dez vezes maior que a massa obtida. O filtrado permaneceu em
agitacdo nas mesmas condicBes anteriores por 72 horas, apés este periodo o material foi filtrado
a vacuo. Posteriormente, o material seco foi descartado e o material aquoso foi utilizado na
sintese das nanoparticulas (GUILGER et al., 2017).

4.2 Sintese das nanoparticulas

Para a sintese das diferentes nanoparticulas de ferro foram utilizados trés diferentes
precursores: FeCls.6H,0, FeCl,.4H,0 e FeS04.7H-0, os quais foram adicionados ao contetdo
enzimatico (material aquoso) de T. harzianum em diferentes concentragdes. As nanoparticulas

foram sintetizadas utilizando 5 métodos diferentes (Quadro 1).
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Quadro 1 — Descri¢do das diferentes concentracOes e sais utilizados para a sintese de nanoparticulas biogénicas
de ferro.

Nanoparticulas Base para sintese Referéncia
NpFe-1 FeCls.6H,0 (O,OSM)ﬁ*I-tIr:aedSOOﬂHzO (0,03M) no HOAG et al.. 2009
NpFe-2 FeCl;.6H,0 0,1M, proporcao 1:1 do filtrado MAHDAVI et al., 2013
NpFe-3 FeCl; (0,07M) + FeCl,.4H,0 (0,02M) no filtrado EHRAMPOUSH et al., 2015
NpFe-4 FeCl; (0,001M) no filtrado MOHAMED et al., 2015
. DURAN et al., 2007
NpFe-5 FeCl; (0,2 M) e FeCl; (0,1 M) no filtrado modificado

Para a sintese das nanoparticulas biogénicas de ferro, os sais foram pesados de acordo
com a descri¢do do quadro 1 e adicionados diretamente ao filtrado. Para a NpFe-2, uma solucdo
de ferro a 0,1 M foi preparada e adicionada ao filtrado na mesma proporcéo. Todas as solucdes

foram mantidas a 150 rpm e temperatura ambiente (25 °C) por 72h ap0s a adi¢do do precursor.

4.3 Caracterizacao das nanoparticulas

A fim de se caracterizar as nanoparticulas, foram realizadas analises pelas técnicas de
DLS (Espalhamento Dinamico de Luz), microeletroforese e NTA (Rastreamento de
Nanoparticulas) obtendo assim, medidas de distribuicdo de tamanho, indice de polidispersdo
(PDI), potencial zeta e concentragdo de cada nanoparticula. Osresultados podem ser observados

na Tabela 1.

Tabela 1- Caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas biogénicas de 6xido de ferro.

DLS NTA
NPs hi d?(l)?jrirr]grrr%co indice de Potzirgglal Tamanho Concentracéo pH
(nm) Polidisperséo (mV) (nm) (NP/mL)
NpFe-1 1025+ 1,7 0,3+0,1 15,57 +0,1 166,6 £ 5,5 2,4 x 10% 1,9
NpFe-2 199,2 + 16,3 0,5+0,0 12,32 +6,3 183,4+8,2 8,2 x 10° 1,8
NpFe-3 157,7+0,8 0,2+0,0 27,77+0,9 2256 +6,2 4,4 x 101 1,7
NpFe-4 207,3+1,9 04+0,1 1347+2,1 304,0+8,3 1,9 x 1010 5,0
NpFe-5 200,9+27,9 0,5+0,0 402+1,0 237,0+16,1 1,8 x 10% 14

As nanoparticulas apresentaram diferentes tamanhos, 0s quais podem estar relacionados
com os diferentes precursores. Em relacdo a polidispersao, a NpFe-3 apresentou 0 menor indice
(0,2), o qual indica menor variagdo de tamanho entre as nanoparticulas. Quanto ao potencial
zeta, carga formada na interface entre as nanoparticulas e o meio de dispersdo, todas as amostras
apresentaram valores positivos, a NpFe-5 apresentou o menor valor de potencial zeta. Em
relacdo ao pH das dispersdes contendo as nanoparticulas em geral, apresentaram pH inferior a

5,0, sendo consideradas acidas.
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4.4  Atividade bioldgica

Para determinar o potencial das nanoparticulas no controle do mofo branco, foram
preparadas placas de Petri contendo meio de cultura BDA suplementado com as cinco
disperses de nanoparticulas sem estimulo nas concentra¢des 8,2 x 10® NP/mL, 1,3 x 10°
NP/mL e a NpFe-3 foi testada ainda na concentragdo 3,3 x 10'® NP/mL, concentracGes que
foram determinadas a partir das solucdes estoque. Foram preparados também controles
contendo apenas BDA e BDA inoculado com T. harzianum a 127 pg/mL, concentracao
utilizada na lavoura. Apds a solidificacdo do &gar foi colocado um esclerddio viavel no centro
de cada placa, a cultura foi entdo incubada em temperatura ambiente (25°C), com fotoperiodo
de 12 horas, por 7 dias.

De acordo com os resultados da avaliacdo, as nanoparticulas NpFe-1 (Figura 1A e 1B)
e 2 (Figura 1C e 1D) ndo conseguiram inibir o crescimento do mofo branco, e a NpFe-3 inibiu
0 mofo apenas na maior concentracdo (3,3 x 10 NP/mL) (Figura 1E). A NpFe-5 inibiu
completamente o crescimento do mofo branco (Figura 1J e 1K), no entanto inibe também o

crescimento de T. harzianum (teste realizado com todas as nanoparticulas e ndo mostrado aqui).

Figura 1 - Resultados do ensaio de avaliacdo do potencial inibitério das nanoparticulas. (A) NpFe-1a 1,3 x 10°
NP/mL; (B) NpFe-1 a 8,2 x 108 NP/mL; (C) NpFe-2 a 1,3 x 10° NP/mL; (D) NpFe-2 a 8,2 x 108 NP/mL; (E) NpFe-
3a3,3x 10" NP/mL; (F) NpFe-3 a 1,3 x 10° NP/mL; (G) NpFe-3 a 8,2 x 108 NP/mL; (H) NpFe-4 a 1,3 x 10°
NP/mL; (1) NpFe-4 a 8,2 x 108 NP/mL; (J) NpFe-5 a 1,3 x 10° NP/mL; (K) NpFe-5 a 8,2 x 108 NP/mL; (L) controle
S. sclerotiorum e (M) controle T. harzianum (127 pg/mL).

E

A nanoparticula NpFe-4 apresentou potencial para o controle do crescimento micelial
e da formacdo de novos esclerédios, assim como também apresentou crescimento de T.
harzianum remanescente do processo de sintese (Figura 1H e 1l). Desta maneira, esta
nanoparticula foi a selecionada para dar continuidade ao trabalho, pois além de mostrar

atividade apresenta compatibilidade com o crescimento de T. harzianum e carrega consigo
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conidios viaveis. Apds esta selecdo, a nanoparticula NpFe-4 foi sintetizada utilizando o filtrado
estimulado pela parede celular do S. sclerotiorum. Uma das possibilidades de melhor
desempenho pode estar relacionada com o pH apresentado pela NpFe-4 (pH 5). Uma vez que,
o trabalho visa a producdo de nanoparticula em larga escala acreditamos ser melhor nao
interferir no pH de sintese, para que futuramente em producdo em larga escala ndo exista a

necessidade de ajustes.

4.5 Sintese e caracterizacdo da nanoparticula com estimulo

Para o preparo do filtrado com estimulo, o preparo foi 0 mesmo realizado com as
nanoparticulas sem estimulo, com a diferenca que o caldo batata dextrose foi suplementado
com 0,5% de parede celular do fitopatogeno (GERALDINE et al., 2013). A parede celular de
S. sclerotiorum foi inicialmente preparada com base em Mitchell e Taylor (1969), onde o S.
sclerotiorum foi cultivado em BDA por 7 dias a 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas. Em
seguida, dez discos de micelio (10 mm) foram transferidos para meio liquido MYG (extrato de
malte 0,5%, extrato de levedura 0,25% e glicose 1%) e a cultura foi conduzida a 180 rpm, 25
°C, por 7 dias. O micélio foi filtrado, autoclavado e posteriormente liofilizado para a obtencéo
da parede celular. O liofilizado foi macerado e a cada 1g de p6 adicionou se 200 mL de agua,
sendo esta solucdo centrifugada a 12.000 x g, por 15 minutos e o sobrenadante avaliado quanto
a presenca de proteina. Este procedimento de lavagem do micélio liofilizado por centrifugacéao
e verificacdo de presenca de proteina do sobrenadante foi realizado por diversas vezes, até
auséncia total de proteinas no sobrenadante. A verificacdo proteica foi avaliada pelo método de
Bradford (1976). ApGs constatacdo de auséncia total de proteina, o material restante (parede
celular) foi novamente liofilizado. Ap6s a obtencdo do filtrado, foi realizada a sintese da
nanoparticula e sua caracterizacéo, os resultados da caracterizacdo da NpFe-4 com estimulo sédo

mostrados na Tabela 2.

Tabela 2- Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas biogénicas de 0xido de ferro com estimulo.

DLS NTA
Diametro e .
s hidrodinamico Ilr](cji_lce de~ Potencial zeta Tamanho Concentracdo (NP/mL) | pH
(nm) Polidispersdo (mV) (nm)
NpFe-4 | aec 44114 06+0,0 103+21 | 253,4+89 1,2 x 10° 3,6
c/estimulo
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4.6 Atividade bioldgica

A NpFe-4 com estimulo também apresentou potencial para atividade do controle do
crescimento micelial e da formacdo de novos esclerddios do mofo branco, sendo as respostas

semelhantes as obtidas em relagdo a nanoparticula sintetizada sem estimulo (Figura 2).

Figura 2 - Resultados do ensaio de avaliacdo do potencial inibitério das nanoparticulas. (A) NpFe-4 sem estimulo
a 5,0.10'NP/mL; (B) NpFe-4 com estimulo a 5,0.10’NP/mL; (C) controle S. sclerotiorum e (D) controle T.
harzianum (127pg.mL™).

No teste de atividade das nanoparticulas com estimulo também foi observado o
crescimento de T. harzianum, embora em uma intensidade inferior ao observado nas NpFe-4
sem estimulo, indicando o comportamento de permanéncia de esporos durante a sintese. O pH
préximo ao neutro das NpFe-4 sem estimulo pode ter permitido o seu melhor crescimento, uma
vez que as NpFe-4 com estimulo apresentam um pH menor. De acordo com Melo (1991), o

fungo T. harzianum acaba apresentando uma maior atividade em solo com pH igual a 6,5.

Devido a atividade equivalente e considerando-se a praticidade de sintese da
nanoparticula sem estimulo (NpFe-4) os testes seguintes foram realizados apenas com esta

nanoparticula.
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5 RESULTADOS

Artigo | — Trichoderma harzianum as promoter to the synthesis of iron oxide
nanoparticles and its potential applications in plant diseases

Este artigo contém os resultados da avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas,

concentracao de nanoparticulas, cinética de liberacdo, atividade bioldgica, atividade enzimatica

e toxicidade da nanoparticula biogénica de ferro selecionada. Este capitulo sera submetido para

a revista cientifica ACS Sustainable Chemistry & Engineering;

Artigo Il — Study of the effects of fungi biogenic iron nanoparticles in plants and
soil microbiota

Este artigo € composto pela avaliacdo da toxicidade das nanoparticulas biogénicas de
oxido de ferro em plantas de soja, avaliagdo da concentracdo inibitoria minima em
microrganismos de interesse agricola e dos efeitos sobre a microbiota do solo. Este capitulo

também serd submetido em revista cientifica a ser definida.
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5.1 Artigo I - (envio para ACS Sustainable Chemistry & Engineering)

Trichoderma harzianum as promoter to the synthesis of iron oxide nanoparticles and its
potential applications in plant diseases

Graphical abstract

— 4
TRICHODERMA

7

[Higher growth

Resumo

A sintese biogénica de nanoparticulas metalicas pode ser uma opgao para solucionar problemas em
relacdo a pragas ou fertilizacdo do solo. Entre os diferentes tipos de nanoparticulas metélicas, as
nanoparticulas de ferro tém apresentado bons resultados, principalmente em relacdo as questBes que
envolvem toxicidade, pois trata-se de um micronutriente essencial paratodas as plantas, podendo induzir seu
crescimento e aumentar os seus niveis de carboidratos, proteinas e clorofila. Este estudo realizou a sintese
bioldgica de nanoparticulas de 6xido de ferro utilizando como agente redutor o agente de controle bioldgico
Trichoderma harzianum. As caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas foram avaliadas por meio das
técnicas de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e Rastreamento de Nanoparticulas (NTA), a viabilidade
celular foi avaliada utilizando as linhagens celulares V79 (Fibroblasto pulmonar de hamster chinés), HaCaT
(Queratindcito humano) e 3T3 (Fibroblasto embrionério de Swiss albino) utilizando testes indiretos de
atividade mitocondrial e lisossomal, MTT, vermelho neutro, respectivamente e viabilidade direta por azul de
tripan. A genotoxicidade foi avaliada através do teste cometa e o teste de Allium cepa. Foi também avaliada
a atividade biol6gica das nanoparticulas contra o patégeno Sclerotinia sclerotiorum (mofo branco) utilizando
teste de antagonismo e o efeito das nanoparticulas sobre a germinacdo de sementes de feijao, lentilha e
tomate. Os resultados mostraram que as nanoparticulas apresentaram diametro de 207 £ 2 nm, indice de
polidispersao de 0,45 + 0,07 e potencial zeta de 13 £ 2 mV. As nanoparticulas biogénicas de éxido de ferro
ndo provocaram alteragéo na viabilidade celular quando comparadas com células controle e ndo apresentaram
genotoxicidade na concentragdo de atividade. Além disso, foram capazes de inibir o surgimento de novos
esclerddios e ndo afetaram a germinacdo das sementes testadas. Neste contexto, a sintese biogénica de
nanoparticulas de éxido de ferro a base de T. harzianum se demonstrou adequada para uso no controle de
pragas em especial para agricultura mais sustentavel.
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Introducéo

Os métodos de sintese de nanoparticulas metalicas podem ser fisicos, quimicos e
biolégicos (ALI et al., 2016), sendo que o método bioldgico se destaca pelo fato de utilizar
substancias biologicas, como extratos de plantas ou metabdlitos de bactérias e fungos, em
substituicao aos reagentes quimicos, ndo ocorrendo a liberacéo de residuos toxicos e o produto

final é mais compativel com sistemas bioldgicos, sendo a sintese considerada sustentavel.

As nanoparticulas biogénicas metalicas apresentam grande potencial na agricultura,
no controle de pragas e como fertilizante, como exemplo, alguns estudos ja& demonstraram
resultados promissores, como nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de Aspergillus
versicolor (ELGORBAN et al., 2016) e a partir de Trichoderma harzianum (GUILGER-
CASAGRANDE et al., 2019; GUILGER et al., 2017), as quais apresentaram atividade contra
o fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum, assim como nanoparticulas de titanio sintetizadas a
partir de Aspergillus flavus, que melhoraram o desenvolvimento de plantas de tomate
(RALIYA et al., 2015).

Em relacdo as nanoparticulas de ferro observamos diversos trabalhos que mostram sua
utilizacdo em tratamentos ambientais, sejam estes atividade de remocdo de cadmio
(EHRAMPOUSH et al., 2015), arsénio (PRASAD; GANNDHI; SELVARAJ, 2014), cromo
(MAHDAVI et al., 2013; MYSTRIOTI; XENIDIS; PAPASSIOPI, 2015; RAO et al., 2013;
TRUSKEWYCZ; SHUKLA; BALL, 2018; XIAO et al., 2016), ou com atividade de catalise e
degradacdo de compostos (HARSHINY; ISWARYA; MATHESWARAN, 2015; HUANG et
al., 2014; NJAGI et al., 2011; PLACHTOVA et al., 2018; WANG; FANG; MEGHARA],
2014). O fato de nanoparticulas de ferro serem utilizadas na area ambiental nos mostra que estas
tém se tornado uma boa alternativa visto a sua baixa toxicidade para organismos, sendo assim

uma opcao interessante para o seu uso na agricultura (L1 et al., 2015).

Entre as diferentes sinteses biogénicas de nanoparticulas metélicas, a sintese utilizando
os fungos é de grande interesse, uma vez que tem resultado em produtos para diferentes
aplicacBes, como na area da saude e agricultura, tendo como vantagens a alta producdo de
enzimas e proteinas, e sdo facilmente cultivados em larga escala (GUILGER-CASAGRANDE;
DE LIMA, 2019; DAS; THIAGARAJAN, 2012). O fungo T. harzianum é utilizado no
biocontrole de fitopatdgenos como Rhizoctonia solani, Fusarium solani e Macrophomina
phaseolina e Aspergillus niger, devido a isto, passou a ser um organismo de grande interesse
agricola (FRACETO etal., 2016; GAJERA; VAKHARIA, 2012). Este também apresenta bons
resultados como agente redutor em sinteses biogénicas (AHLUWALIA et al., 2014; DEVI et
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al., 2013; EL-MOSLAMI et al., 2017). No entanto existem alguns problemas em relacdo a sua
exposicdo a fatores abiGticos como temperatura e incidéncias de raio ultravioleta (BETTIOL,
2009).

Kheshtzar et al. (2019) sintetizaram nanoparticulas a partir de trés diferentes extratos
de folhas das plantas Eucalyptus tereticornis, Melaleuca nesophila e Rosemarinus officinalis,
utilizando FeClz a 0,1 M como precursor metalico e observaram por microscopia eletronica de
transmissdo que as nanoparticulas foram recobertas por compostos biol6gicos provenientes do
extrato da planta. Ainda no mesmo estudo, por analises de FTIR foi detectado grupamentos de

compostos bioldgicos, confirmando a formacao do recobrimento das nanoparticulas.

Em outro estudo foram sintetizadas nanoparticulas de ferro utilizando cha verde
(Camellia sinensis), sendo observado posteriormente por microscopia eletrdnica de transmissao
um material semitransparente na superficie das nanoparticulas, o qual foi atribuido aos
polifendis provenientes do cha (MYSTRIOTI; XENIDIS; PAPASSIOPI, 2014). Wang, Fang e
Megharaj (2014) observaram que nanoparticulas de ferro ndo apresentaram banda de superficie
plasménica referente ao ferro, segundo os autores a auséncia de propriedades metalicas na
superficie das nanoparticulas é decorrente da presenca de um recobrimento de polifendis
proveniente das plantas, envolvendo as nanoparticulas. O recobrimento foi comprovado
utilizando as técnicas de espectroscopia de energia dispersiva e FTIR, onde foi possivel
observar os elementos O e C, os quais compdem os polifendis e outros compostos organicos

das plantas, e detectar grupamentos de compostos organicos como o acido carboxilico.

O fungo S. sclerotiorum € responsavel por grandes prejuizos em diversas culturas,
atingindo mais de 400 espécies diferentes de plantas (BOLAND; HALL, 1994). Ele produz e
secreta diversas substancias responsaveis pela sua patogenicidade, um exemplo é o acido
oxalico que é capaz de induzir morte celular e producgdo de espécies reativas de oxigénio em
plantas (GODOY et al., 1990; KIM; MIN; DICKMAN, 2008). Além dos danos causados as
plantas, o S. sclerotiorum forma estruturas de resisténcia chamadas esclerddios, que permitem
a sobrevivéncia do fungo na falta de nutrientes, e sdo capazes de se manter viaveis por até 8
anos (BOLTON; THOMMA,; NELSON, 2006) sendo de grande importancia o controle do

crescimento desse fitopatdgeno.

Desta forma, o presente estudo prop6s a sintese biogénica de nanoparticulas de 6xido
de ferro a partir do contedo enzimatico de T. harzianum para o controle de pragas, sua
caracterizacdo fisico-quimica (distribuicdo de tamanho, polidispersdo e potencial zeta) e

morfoldgica (microscopia eletronica de varredura), bem como a avalia¢do da sua toxicidade
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utilizando testes de viabilidade celular, genotoxicidade e efeito sobre a germinacédo de sementes.
Além disso, a atividade bioldgica das particulas foi avaliada contra o fitopatdgeno S.
sclerotiorum. A partir dos resultados se espera que as particulas de oxido de ferro produzidos
com este agente de controle bioldgico possa ser uma alternativa mais sustentavel para o controle

de pragas em agricultura.

Material e Métodos

Material

Os materiais utilizados neste trabalho foram cloreto de ferro (I11) (Sigma-Aldrich),
Trichoderma harzianum IBLF006; Ecotrich-Ballagro (10'° UFC.g!, concentragdo informada
pelo fabricante), &gar batata dextrose (Kasvi), caldo batata dextrose (Kasvi), Power Soil® DNA
Isolation Kit (MoBio Laboratories, Inc.), Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen), sulfato de magnésio heptahidratado
(Synth), sulfato de aménia (Synth), fosfato de potassio monobasico (Synth), acido citrico
monohidratado (Dinamica), agar (Kasvi), tween 80 (Sigma-Aldrich), quitina coloidal (Sigma-
Aldrich), purpura de bromocresol (Synth), nitrato de sodio (Synth), extrato de levedura (Kasvi),
carboximetilcelulose (Sigma-Aldrich) Triton X-100 (LGC Biotecnologia), sulfato de aménia
(Synth), vermelho congo (Dinamica), cloreto de sédio (LGC Biotecnologia), MTT (3-(4,5-
dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich), corante vermelho
neutro (Sigma-Aldrich), Dimetilsulféxido (Dinamica), as células 3T3, V79 e HaCaT sdo
provenientes do banco de células do Rio de Janeiro, as sementes de feijdo e lentilha foram
obtidas em mercado local e as sementes de tomate pela Isla. Os demais materiais foram

adquiridos em grau analitico.

Métodos

Sintese das nanoparticulas biogénicas de 6xido de ferro

Inicialmente, foi realizada a cultura de T. harzianum, a partir do produto comercial.
Para isso, foram preparadas placas contendo meio agar batata-dextrose (BDA) e 1 mL de
suspensdo de T. harzianum na concentragdo de 200 mg.mL™, as placas foram incubadas por 6

dias. A partir dessa cultura, foram transferidos dois discos de micélio de 6 mm para cada 75 mL



24

de caldo batata-dextrose. A cultura foi mantida ao abrigo da luz, sob agitacéo orbital a 150 rpm
por 12 dias. Ao final do periodo foi realizado o isolamento da biomassa por filtragem, esta foi
pesada e transferida para um volume de 4gua ultrapura dez vezes maior que a massa obtida. A
suspensao permaneceu em agitacdo nas mesmas condicOes anteriores por 72 horas, apos este
periodo o material foi filtrado a vacuo, o material seco foi descartado e o material aquoso
utilizado na sintese das nanoparticulas (GUILGER et al., 2017). Ao filtrado foi adicionado

FeClz para a concentragéao final de 1mM e essa suspensdo foi mantida em agitagdo por 72 horas.

Caracterizagdo das nanoparticulas sintetizadas
Diametro hidrodinamico, indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta

A caracterizacdo das nanoparticulas sintetizadas foi realizada por meio da analise da
distribuicdo de tamanho e PDI obtidos pela técnica de DLS (Espalhamento Dinamico de Luz)
e potencial zeta obtido pela técnica de Microeletroforese, utilizando o analisador de particulas
ZS90 (Malvern Instruments). Para a realizagdo das técnicas de DLS e Microeletroforese, as
nanoparticulas foram diluidas a 0,25 mM (4 vezes) e foram realizadas trés leituras para cada

amostra a um angulo fixo de 90° e temperatura de 25 °C.

Distribuicdo de tamanho e concentracéo

A concentracdo em nanoparticulas (NP.mL) foi obtida pela técnica de Rastreamento
de Nanoparticulas (NTA, Nanoparticles Tracking Analysis), utilizando o equipamento
NanoSight LM 10 cell com camera acoplada ao software NanoSight v. 2.3, onde a amostra foi
diluida 50 vezes em dgua ultrapura e, em seguida, analisadas no equipamento. Foram analisadas

cerca de 19,3 = 1,1 particulas/frame em cinco replicatas de 60 segundos cada.
Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para as andlises foram utilizadas as nanoparticulas biogénicas de oxido de ferro e o
filtrado obtido do fungo. As amostras foram liofilizadas e posteriormente secas em dessecador.
A analise foi feita em pastilhas de KBr, produzidas pela prensagem do macerado
de KBr contendo 1,5% de amostra. Para obtencdo dos espectros foi utilizado um
equipamento Jasco FTIR-410 equipado com acessorios para medidas de transmitancia, onde foi
utilizado o método de reflexdo difusa por KBr, em faixa de 400 a 4000 cm, empregando 64

varreduras por amostra com resolucdo de 8 cm™.
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Difracéo de Raio X (DRX)

Para a realizacdo da analise de DRX, as nanoparticulas foram liofilizadas. Os
difratogramas foram obtidos através de medidas realizadas no difratbmetro Shimadzu modelo
XRD-6000, alocado no Departamento de Fisica e Quimica da UNESP llha Solteira, utilizando
como fonte de radia¢do a linha de emissdo do cobre (A Cu Ka =1,5418A). Os pardmetros
utilizados foram: varredura no angulo de 5 a 75° uma velocidade de varredura do angulo 1°/min

com um step de 0,02°, voltagem de 30 kV e uma corrente de 40 mA.

Morfologia das nanoparticulas por microscopia eletrénica de varredura

A observacdo da morfologia das nanoparticulas por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) foi realizada com um microscépio eletrénico de varredura (SEM; FEI-
Inspect-F50- disponivel no LNNano, Campinas) operando com voltagem de aceleracdo de 2
kV. As amostras foram gotejadas em substrato de silicio previamente tratado (glow discharge).
Depois de seco, o substrato de silicio foi colado no porta amostra com fita de carbono, os quais
foram submetidos a deposicédo de filme de carbono com 10 nm de espessura sob atmosfera de
argbnio. A avaliacdo da morfologia das nanoparticulas foi realizada através da analise de
imagens na magnificacdo 63453x. A distribui¢do de tamanho foi obtida a partir da analise das

imagens utilizando o software ImageJ, onde foram medidas 51 nanoparticulas.

Atividade bioldgica das nanoparticulas biogénicas de 6xido de ferro

Ensaio de cinética de crescimento de T. harzianum remanescente

Ao final da sintese foram observados residuos de micelio na solucdo, desta maneira
verificou-se crescimento em placa de T. harzianum a partir desta solucdo de nanoparticulas.
Para isto, foram preparadas placas contendo meio dgar BDA e ao centro de cada placa foi
colocado um disco de papel de filtro contendo apenas NpFe, NpFe + T. harzianum, o filtrado
utilizado para a sintese das nanoparticulas (Filtrado) e como controle foi utilizado discos
contendo apenas T. harzianum. As placas foram mantidas a 27° C até o total desenvolvimento
do fungo. As imagens foram obtidas através do fotodocumentador em intervalos de tempo 0, 1,
3, 6,9, 12, 24 e 48 horas. Os resultados foram avaliados através das medidas de area das

amostras em diferentes periodos de crescimento, dando inicio apds a visualizacdo do
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crescimento de fungo fora do disco (BATISTA et al., 2017). O perfil de desenvolvimento do

fungo também foi observado com exposic¢do a radiacdo ultravioleta (fotoperiodo de 12 horas).

Para avaliacdo da cinética as imagens foram analisadas pelo software Imagel. O

desenvolvimento do fungo foi avaliado através da equagéo 1.

Area(t) —Area(tinicial)

Liberacao(t) = (Equacéo 1)

Area(t - ) — Area(tinicial)

Onde Area(t) é a area de crescimento do fungo em determinado tempo, tinicial € 0 tempo
necessario para perceber o crescimento do fungo fora do disco e t— o ¢ a area total da placa

de Petri.

As amostras foram expostas a radiacdo UV (UVA 400-315 nm/UVB 315-280 nm) em

temperatura ambiente (25 °C) e a 20 cm de distancia. O ensaio foi realizado em duplicata.

Avaliacado da atividade enzimatica do fungo remanescente

A atividade da quitinase do fungo remanescente da sintese foi avaliada pela deteccao
de quitinase positiva em agar. O meio utilizado foi composto de 0,15 g de roxo de bromocresol,
4.5 g de quitina coloidal, 200 pL de tween 80, 15 g de agar, 1 g de acido citrico monohidratado,
2 gramas de fosfato de potassio, 3 g de sulfato de amonia e 0,3 g de sulfato de magnésio
heptahidratado, para 1 L de agua ultra pura (AGRAWAL; KOTASTHANE, 2012).
Posteriormente o pH da solucéo foi ajustado para 4,7 e autoclavado a 121 °C por 15 minutos,
apos a solidificacdo do meio nas placas de Petri, discos contendo a nanoparticula de ferro e
discos contendo o fungo T. harzianum (127 pg/mL) foram colocados no meio das placas, que
foram incubadas por 5 dias a 25 °C. Apds esse periodo, foi observado a atividade de quitinase
através da mudanca de coloracdo do meio de cultura.

Aatividade da celulase foi determinada pela quantificacdo qualitativa (PANSA, 2017).
Para isso foi utilizado o meio carboximetilcelulose (CMC) composto de 15 g de &gar, 10 g de
carboximetilcelulose, 1 g de extrato de levedura, 0,01 g de sulfato de ferro heptahidratado, 1 g
de fosfato de potéssio dibasico e 0,5g de nitrato de sddio, suplementado com 1 mL de triton X-
100, para 1 L de agua ultra pura. Discos contendo a nanoparticula de ferro e discos contendo o
fungo T. harzianum (127 pg.mLt) também foram colocados no meio das placas, que foram
incubadas por 3 e cinco dias a 30 °C, ap6s o periodo foi adicionada uma solucéo de vermelho
congo (0,1 % v/v), apds 15 minutos a placa foi lavada com solu¢do de NaCl a 1M, evidenciando

assim o halo de degradacéo de celulose.
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A atividade quitinolitica foi observada através da mudanca de coloracdo do meio de
cultura apds o periodo de incubacdo do fungo, pois quando ocorre a quebra da quitina em N-
acetil glucosamina o pH ¢ alterado, resultando na mudanca do amarelo para roxo (AGRAWAL;
KOTASTHANE, 2012). Ja a avaliacdo da atividade de celulase pode ser visualizada atraves
das areas de hidrélise, formadas pela auséncia da ligacdo do vermelho congo com as ligacGes
B-1,4 glicidicas. Essas éareas sdo indicadas pelos halos formados (FLORENCIO, 2011).

Citotoxicidade e Genotoxicidade

Para a avaliagdo da cito e genotoxicidade as solugBes de nanoparticulas foram

previamente filtradas utilizando filtro 0,2 uM.

Viabilidade celular por atividade mitocondrial (MTT)

Para verificar os efeitos citotoxicos das nanoparticulas a partir da atividade
mitocondrial e determinar o 1Cso das mesmas foi realizado o ensaio de reducéo do tetrazolio
MTT (3-(4,5- dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide), utilizando as linhagens
celulares V79 (Fibroblasto pulmonar de hamster chinés), HaCaT (Queratindcito humano) e 3T3

(Fibroblasto embrionario de Swiss albino).

As células aderentes foram colocadas em placas de 96 pocos (5,0 x 10°
células/mL/poco) e expostas as nanoparticulas em concentracdes decrescentes (5,0 x 10° ¢ 5,0
x 102 NPs.mL™?) pelo periodo de 24 horas. Em seguida, o tratamento foi retirado e adicionada
solugcdo de MTT (0,5 mg.mL™?) por 3 horas. A analise da absorbancia foi realizada com

equipamento de leitura de ELISA a 540 nm.

Viabilidade celular por atividade lisossomal (vermelho neutro)

Para verificar os efeitos citotdxicos das nanoparticulas a partir da atividade lisossomal
e determinar o 1Cso das mesmas foi realizado o ensaio de vermelho neutro, utilizando as
linhagens celulares V79, HaCaT e 3T3.

Para o ensaio de vermelho neutro as células foram expostas as nanoparticulas em
concentragdes decrescentes, como no MTT, por 24 h em placas de 96 pogos (5,0 x 10°
células/mL/poco) e expostas as nanoparticulas em concentracdes decrescentes (5,0 x 10° e 5,0
x 102 NPs.mL™) pelo periodo de 24 horas. Em seguida o meio de cultura foi removido e os
pocos foram lavados com tampao fosfato de sodio (PBS), sequido de adicao de vermelho neutro

(50 pg/mL). As células foram incubadas por duas horas em estufa de CO2, 37 °C. Apos este
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periodo o vermelho neutro foi removido, seguida de adicdo do revelador (&acido
acético:agua:alcool, 1:49:50 v:v:v). A analise da absorbancia foi realizada com equipamento de
leitura de ELISA a 540nm.

Viabilidade celular pelo ensaio de exclusdo por azul de Tripan

Neste teste as células ndo viaveis (mortas) apesentam o rompimento da membrana
plasmatica, absorvendo o azul de Tripan para o citoplasma, enquanto que as células vivas
permanecem intactas. O ensaio de viabilidade celular direta foi realizado a partir da técnica de
exclusdo do corante azul de Tripan nas linhagens celulares HaCat, 3T3 e VV79-4. Inicialmente
as células foram expostas as nanoparticulas a 5 x 10° NPs.mL* por 1h. Em seguida foram
homogeneizadas e misturadas a uma solucdo de azul de Tripan a 0,4% com o volume final de
1:1 (v:v), e transferidas para a cdmara hemocitometrica de Neubauer. A contagem de células
viaveis e ndo viaveis (células coradas) foi realizada por microscopia Optica. O calculo da
viabilidade celular (\VC) foi determinado por VC (%) = n. de células viaveis (ndo coradas) x
100/total de celulas (coradas e ndo coradas) (RAMACHANDRAN; PRASAD, 2008).

Ensaio Cometa

O ensaio cometa foi realizado de acordo com metodologia adaptada de Singh et al.
(1988). Devido a ndo ocorréncia de morte celular e ndo possivel determinacdo de concentracdo
da ICso, as células foram expostas as nanoparticulas na concentracdo de 5 x 10° NP.mL! pelo
periodo de 1 h, seguida de homogeneizagdo em agarose de baixo ponto de fusdo e aplicadas em
laminas pre-gelificadas com agarose. Apos solidificacdo, as laminas foram colocadas em
solucdo de lise por 1 h, seguidas de corrida de eletroforese por 20 min (22V, 10W e 300mA),
seguidas de coloragdo utilizando prata. As analises foram realizadas por “scoring visual” em
microscopio dptico, classificando os danos em diferentes categorias (0, 1, 2, 3 e 4), onde zero

e quatro representam o0 menor e 0 maior tamanho de cauda, respectivamente (Equacéo 2).

(X células 0 x 0)+( células 1 x 1)+ (O células 2 x 2)+ (3 células 3 x 3)+ (3, células 4 x 4)
Total de células

Dano =

Equacdo 2

Avaliacéo das nanoparticulas no controle de S. sclerotiorum in vitro

Para determinar o potencial das nanoparticulas no controle do mofo branco, foram

preparadas placas de Petri contendo meio de cultura BDA suplementado com as nanoparticulas
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biogénicas de 6xido de ferro na concentragdo de 5,0 x 107 NP.mL1. Foram preparados também
controles contendo apenas meio de cultura BDA e BDA inoculado com T. harzianum a 127
ug.mL, concentracdo recomendada para uso no campo para controle desta praga. Apés a
solidificacdo do agar, foi colocado um esclerodio viavel no centro de cada placa. A cultura foi
entdo incubada em temperatura ambiente (25 °C), com fotoperiodo de 12 horas, por 7 dias. Ao
final do periodo foi observado a germinacdo dos esclerédios, presenca de micélio em placa e

formac&o de novos esclerodios na placa.
Antagonismo in vitro

A atividade bioldgica das nanoparticulas de éxido de ferro sintetizadas foi avaliada em
relacdo ao patdgeno S. sclerotiorum através do teste de antagonismo in vitro. Para a realizacdo
do teste, um esclerddio do patégeno S. sclerotiorum foi colocado em placas de Petri contendo
0 meio de cultura BDA. Apo6s dois dias, discos contendo a nanoparticula de 6xido de ferro e
discos contendo o fungo T. harzianum (127 pg.mL?) foram colocados no lado oposto das
placas. As placas foram incubadas em temperatura ambiente (25 °C) e o crescimento foi

observado por 12 dias.

A avaliacdo do antagonismo foi realizada através da escala determinada por Bell,
Wells e Markham (1982), onde classe 1 = o Trichoderma combate completamente o patdégeno
e é capaz de cobrir toda a superficie da placa; classe 2 = o Trichoderma consegue ocupar pelo
menos 2/3 da placa; classe 3 = o Trichoderma e o patégeno conseguem colonizar, cada um,
metade da placa (ou mais que 1/3 e menos que 2/3); classe 4 = o patégeno coloniza pelo menos
2/3 da placa e parece resistir a colonizacdo do Trichoderma; classe 5 = o patégeno domina
completamente o Trichoderma e consegue ocupar completamente a placa. Os fungos do género
Trichoderma sdo considerados um bom antagonista quando a escala € <2, mas ndo ¢é altamente

antagonista quando é > 3.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA, seguida do Tukey’s HSD post
hoc test (variancias iguais), programa GraphPad Prism8. A significancia estatistica foi definida

como p <0,05.
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Resultados e discussao

Sintese e caracterizagé@o das nanoparticulas de 6xido de ferro

A partir das técnicas de espalhamento dinamico de luz (DLS) e microeletroforese foi
possivel observar que as nanoparticulas apresentaram diametro hidrodindmico médio de 207 +
2 nm, indice de polidisperséo de 0,45 + 0,07 e potencial zeta de 13 + 2 mV. O baixo valor do
potencial zeta poderia indicar baixa estabilidade das nanoparticulas, contudo autores tem
demonstrado que a estabilidade de nanoparticulas biogénicas deve estar associada as
macromoléculas que se encontram recobrindo as particulas (ABDELRAHIM et al., 2017;
BALLOTIN et al., 2016) promovendo assim um efeito como o exercido por tensoativos como
agentes estabilizantes em nanoparticulas (FARAJI; POURSALEHI; ALIOFKHAZRAEI,
2015; MASOUDIPOUR et al., 2017). A partir da técnica de rastreamento de nanoparticulas o
tamanho médio das nanoparticulas foi de 304 £ 8 nm e a amostra apresentou uma concentracao
de 1,9 x 10 NPs.mL™ e o pH final foi igual a 5,0.

A figura 1A apresenta os espectros de FTIR das nanoparticulas biogénicas de 6xido
de ferro e do filtrado utilizado na sua sintese. A ampla banda de absor¢do entre 3372 cm™ e
3172 cm™ indicam a presenga de grupos hidroxila (OH) associados e a ligagdo N-H de grupos
amina (JURIC et al., 2019). A banda em 2930 cm™ presente no filtrado ¢é referente ao
estiramento da ligacdo C-H de grupos metileno de proteinas (EL-MOSLAMY et al., 2017),
enquanto as bandas em 2360 cm™' e 2330 cm™! sdo referentes ao estiramento da ligacdo CO-
(UBANDO; CHEN; ONG, 2019), o desaparecimento da banda ou a reducéo da sua intensidade
podem indicar a participacdo desses grupos na sintese da nanoparticula.

As bandas em 1651 cm™ e 1632 cm™! sdo referentes ao estiramento da ligagdo C=0
do grupo carbonila (KHATAMI et al., 2017), a banda acentuada em 1400 cm™ pode indicar o
estiramento de ligagdes C-N ou C-C de anéis aromaticos (DESHMUKH; GUPTA,; KIM, 2019;
EL-MOSLAMY et al., 2017). As bandas por volta de 1055 cm™ sdo caracteristicas de
estiramento da ligacdo C-O de acido carboxilico, alcool, éster ou éter (ANU et al., 2020;
WANG; FANG; MEGHARAJ, 2014). A presenca desses grupos, tanto no filtrado quanto na
nanoparticula, pode confirmar a presenca de capping na superficie das nanoparticulas

biogénicas de 6xido de ferro.

A analise por DRX foi realizada para a identificacdo da estrutura das NpFe, o
difratograma mostra a formacdo de um material cristalino (Figura 1B). A presenca dos picos

em valores 20 proximos a 28,0°,32,7°,40,0°52,8° ¢ 58,3° referentes aos planos cristalograficos
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(012), (104), (113), (116) e (018) sdo caracteristicos de hematita (a-Fe:03) (DAR;
SHIVASHANKAR, 2014; HEGAZEY et al., 2019; SANTOS et al., 2017), comprovando a
sintese de nanoparticulas de hematita a partir de FeClz e T. harzianum. Por se tratar de uma
sintese biogénica, é possivel que aconteca a sintese de mais de um tipo de nanoparticula de
ferro, nanoparticulas de ferro sintetizadas a partir de cha oolong apresentaram picos

correspondentes ao ferro zero valente, maghemita e hematita (HUANG et al., 2014).

Figura 1- (A) Espectro infravermelho obtido para as nanoparticulas biogénicas de 6xido de ferro e o filtrado a
partir de T. harzianum utilizado para a sintese das nanoparticulas. (B) Difratograma das nanoparticulas biogénicas
de 6xido de ferro.
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Ainda, a fim de uma melhor caracterizacdo foram obtidas imagens por microscopia
eletronica. A partir das imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV), foi
possivel notar que as nanoparticulas biogénicas de 6xido de ferro apresentam uma distribuicéo
de tamanho de 120 a 320 nm com uma média de 185 + 40 nm (Figura 2A) e possuem morfologia
esférica (Figura 2B). O alto indice de polidispersdo pode ser confirmado pela variacdo de

tamanho observada na microscopia (Figura 2).

Figura 2 — Andlise da morfologia e distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de 6xido de Ferro (NpFe) por
microscopia Eletronica de Varredura. (A) Distribuicdo de tamanho pela analise das imagens obtidas pela
microscopia. O histograma foi obtido pela andlise das imagens pelo software Imagel, foram utilizadas 51
nanoparticulas. (B) Morfologia das nanoparticulas obtidas utilizando uma magnificacao de 63453x.
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Estudos mostram que nanoparticulas de ferro biogénicas podem apresentar uma média
de tamanho menor quando comparadas as nanoparticulas obtidas neste trabalho. Nanoparticulas
de ferro a partir de extrato de Camellia sinensis apresentaram diametro de 5-15 nm (HOAG et
al., 2009). J& nanoparticulas obtidas a partir do extrato de alga marrom apresentaram didmetro
de 18 nm (MAHDAVI et al., 2013). O tamanho das nanoparticulas de ferro a partir de extrato
de tangerina foi de 50 a 200 nm, dependendo da concentracdo de extrato usado na sintese
(EHRAMPOUSH et al., 2015) e nanoparticulas de ferro sintetizadas através do fungo A.
alternata, apresentaram didametro de 9 nm (MOHAMED et al., 2015).

Porem, diferentes fatores podem ser responsaveis pelo tamanho diferenciado das
nanoparticulas, entre eles o pH e concentracdo do sal utilizado, concentracdo do extrato,
temperatura, assim como o tempo necessario para completar a sintese. Os diferentes tamanhos
podem estar também relacionados com o capping formado durante a sintese, sendo as
nanoparticulas de maior tamanho as que apresentam um maior capping. Este fato foi constatado
também em nanoparticulas de prata, que de acordo com Lee e Jun (2019), os diferentes
tamanhos das nanoparticulas de prata dependem das condi¢bes de sintese, assim como da

espécie do fungo utilizado e o capping formado.

Atividade bioldgica das nanoparticulas biogénicas de 6xido de ferro

Ensaio de cinética de crescimento de T. harzianum remanescente

Ao iniciar as analises com as nanoparticulas foi observada presenca de conidios
remanescentes da sintese, porém em quantidade infima, desta maneira uma analise da
capacidade de crescimento deste fungo foi realizada. Os poucos conidios remanescentes
apresentaram um crescimento rapido quando colocados em placas. Os resultados dos perfis de
desenvolvimento podem ser observados na Figura 3, onde os resultados mostram a area de

crescimento do fungo.

O fungo T. harzianum comercial mostrou um crescimento mais lento quando
comparado com o fungo remanescente na sintese das NpFe, demonstrando que a nanoparticula
é capaz de estimular o seu crescimento. Tambem & possivel observar que as placas contendo

NpFe + T. harzianum apresentam crescimento semelhante as placas contendo apenas NpFe.
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Figura 3 — Resultados do ensaio de cinética de crescimento com ou sem exposicao a radiacdo ultravioleta (UV)
em NpFe, NpFe com T. harzianum, filtrado e o fungo T. harzianum. (A) Sem exposicéo a UV; (B) Com exposicéo
a UV. Onde A(t) indica a area de crescimento do fungo em determinado tempo. E possivel perceber que o
crescimento do Trichoderma foi reduzido quando exposto a radiacdo UV, enquanto o Trichoderma a partir da
NpFe se manteve inalterado.
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Apo0s a exposicdo a radiacdo ultravioleta foi possivel observar que o fungo comercial
apresentou um desenvolvimento ainda mais lento quando comparada com o desenvolvimento
do fungo remanescente na nanoparticula, o qual ndo foi afetado com a exposi¢do a radiacdo
ultravioleta. Vale lembrar que a concentracdo de T. harzianum comercial é muito superior a

concentracdo do fungo remanescente nas nanoparticulas.

Atividade enzimaética do fungo remanescente

No periodo de 3 dias de incubacdo, o fungo remanescente na sintese das NpFe
apresentou uma atividade quitinolitica muito maior que a do T. harzianum comercial. Apés o
periodo de 5 dias o T. harzianum comercial mostrou baixa atividade e a placa contendo as NpFe
exibia alteracdo total de cor no meio de cultura, indicando alta atividade quitinolitica do T.
harzianum a partir das NpFe (Figura 4A), onde a maior atividade de enzimas pode contribuir

no melhor controle de pragas. Em relacdo a formacao de halo no ensaio de celulase foi possivel
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observar ap6s 5 dias que a placa com as NpFe apresentou uma maior coldnia e,
consequentemente, um maior halo quando comparada a colonia a partir do T. harzianum

comercial (Figura 4B).

Figura 4 -Em (A) Resultados de atividade de quitinase por deteccdo de quitinase positiva em &gar pra T.
harzianum e para NpFe por 3 e 5 dias de incubacdo. Em (B) Resultados de atividade de celulase por deteccdo
qualitativa em &gar pra T. harzianum e para NpFe por 3 e 5 dias de incubacéo.
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Um estudo mostra que doze isolados de Trichoderma (T. harzianum, T. viride e T.

virens) foram testados contra Aspergillus niger e quando expostos ao antagonista as cepas de
Trichoderma apresentaram maior producao de quitinase, 3-1,3-glucanase e protease, indicando
a participagdo dessas enzimas no combate de fitopatégenos (GAJERA; VAKHARIA, 2012).
Isolados de Trichoderma a partir da rizosfera de plantas de tabaco também apresentaram maior
atividade das enzimas quitinase e 3-1,3-glucanase quando o meio foi suplementado com parede
celular de Sclerotium rolfsii, e foram capazes de hidrolisar o micélio do fitopatdgeno (RAO,
RAJU; RAVISANKAR, 2016). A quitina e protease produzidas por diversos fungos, inclusive
0 Trichoderma sp., também apresentaram atividade ovicida e inibitéria sobre ovos de
Hyalomma dromedarii, permitindo o seu uso no controle de carrapatos dos camelos, evitando
0 uso de produtos quimicos (HABEEB; ASHRY; SAAD, 2017).

Saravanakumar et al. (2016) mostraram que ao silenciar dois genes responsaveis pela
producdo de celulase do T. harzianum presente nas raizes de plantas de milho, as plantas
apresentaram uma reducdo na producdo de especies reativas de oxigénio (ROS). No entanto,
permitiu que o patdégeno Curvularia luneta colonizasse uma maior area das folhas de milho,

indicando que a celulase é capaz de acionar o sistema de defesa das plantas.

Citotoxicidade e Genotoxicidade

Os resultados para a analise de MTT podem ser observados na Figura 5A, onde ndao

foram obtidos valores de ICso sobre nenhuma das linhagens celulares expostas. Tal resultado
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indica baixa citotoxicidade das nanoparticulas na faixa de concentracdes de exposi¢do, dentre
as quais esta a concentracdo de interesse para controle de S. sclerotiorum (5,0 x 107 NPs/mL).
O mesmo foi observado no ensaio de vermelho neutro (Figura 5B). Tal resultado confirma baixa
citotoxicidade das nanoparticulas na faixa de concentragcbes de exposi¢cdo. Para avaliar a
viabilidade celular direta pela integridade da membrana celular foi utilizado o ensaio de
exclusdo por azul de Tripan. Os resultados mostraram que a viabilidade celular foi proxima de
100% em todas as linhagens celulares expostas (Figura 5C), indicando também uma baixa

citotoxicidade das nanoparticulas biogénicas de 6xido de ferro.

Figura 5 — Viabilidade das células V79, HaCaT e 3T3 expostas a NpFe pelo ensaio de atividade mitocondrial
MTT (A) e ensaio de atividade lisossomal vermelho neutro (B). Viabilidade das células V79, HaCaT e 3T3
expostas a NpFe pelo ensaio de azul de Tripan (C). Avaliacdo da genotoxicidade das NpFe sobre as células na
concentracdo 5x10° NPs.mL pelo ensaio cometa (D). A diferenca estatistica significativa considerada é p < 0,05,
nameros iguais nao representam diferencga significativa e nimeros distintos representam.
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Embora ndo existam muitos estudos sobre a citotoxicidade de nanoparticulas
biogénicas de ferro, Fatemi et al. (2018) mostraram resultados dos efeitos de nanoparticulas de
oxido de ferro sintetizadas a partir de Bacillus cereus em células 3T3 e MCF-7 através do MTT
e perceberam toxicidade dependente da concentragdo. Shukla et al. (2015) compararam 0s
efeitos citotdxicos entre nanoparticulas de 6xido de ferro sem recobrimento e recobertas com
quitosana através do MTT, utilizando as células HeLa, A549 e HeK293, e constataram que as
nanoparticulas recobertas apresentam menor toxicidade, possivelmente pela diminuicdo da
liberacdo de ions de ferro.
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Nanoparticulas de 6xido de ferro funcionalizadas com curcumina também se
mostraram menos toxicas e demonstraram protecdo contra um agente inflamatério em células
HUVEC (BHANDARI et al.,, 2016). Em outros trabalhos avaliando a citotoxicidade de
nanoparticulas de 6xido de ferro ndo recobertas, elas apresentam toxicidade dependendo da
concentracdao/dose (BELLUSCI et al., 2014; BHATTACHARYA et al., 2009). Seabra et al.
(2014) estudaram a citotoxicidade e genotoxicidade de nanoparticulas magnéticas de 6xido de
ferro de sintese quimica revestidas com pequenas moléculas contendo tiol, como é&cido
mercaptosuccinico (MSA) ou &cido meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) em linhagens 3T3,
células de linfocitos humanos e células de ovario de hamster (CHO) e células de cancer de
mama (MCF-7), os resultados demonstraram que as nanoparticulas de 6xido de ferro magnético

com revestimento tiol tém poucos efeitos toxicos nas células.

O resultado da andlise cometa mostrou que as NpFe ndo apresentaram potencial
genotoxico para a linhagem celular HaCaT. No entanto, foi observado um aumento de danos
significativo em relagdo ao controle nas linhagens 3T3 e V79 na concentracdo de exposicao
realizada, a qual foi 100x maior que a concentracdo de atividade para controle da S.

sclerotiorum, sendo que a 3T3 apresentou maior sensibilidade (Figura 5D).

Nanoparticulas de o¢xido de ferro recobertas com um derivado de ramnose
apresentaram danos no DNA de células BALB/3T3 em doses acima de 250 pg/mL (PAOLINI
et al., 2016). Nanoparticulas de Oxido de ferro também apresentaram genotoxicidade nas
linhagens IMR-90 e BEAS-2B (BHATTACHARYA et al., 2009), mas ndo apresentaram
genotoxicidade em MH-S e A549 (FREYRIA etal., 2012; KARLSSON et al., 2008), indicando

que algumas linhagens celulares podem ser mais sensiveis que as outras.

Os resultados da avaliacdo dos efeitos genotdxicos utilizando Allium cepa mostraram
que as NpFe sintetizadas nao apresentaram alterac@es significativas do indice mitético relativo
em relagdo ao controle, no entanto a exposicdo ao T. harzianum causou uma reducdo
significativa no indice mitotico (Figura 1S). A fitotoxicidade avaliada através de germinacgao
ndo apresentou alteragdes significativas entre os indices de germinacéo, em relagdo ao controle,
em nenhuma das sementes (Figura 2S), indicando que a nanoparticula biogénica de éxido de

ferro ndo interferiu na germinacao das sementes de feijdo, lentilha e tomate.

Ruttkay-Nedecky et al. (2017) apresentaram varios estudos onde nanoparticulas de
ferro também ndo apresentaram interferéncia na germinacdo de plantas como amendoim

(Arachis hypogaea), feijdo mungo (Vigna radiata), espinafre (Spinacea oleracea) e soja
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(Glycine max). Sementes de Lolium perene L. e Curcubita mixta ndo tiveram a germinacgao
afetada quando expostas a nanoparticulas de Fe3Os (WANG et al., 2011) e 0 mesmo aconteceu
com sementes de Arachis hyphogaea expostas a nanoparticulas ferro zero-valente (F°),

indicando uma baixa toxicidade do ferro (LI et al., 2015).

Avaliacao das nanoparticulas no controle de S. sclerotiorum in vitro

Os resultados mostraram que as nanoparticulas biogénica de Oxido de ferro na
concentracdo de 5,0 x 107 NPs.mL apresentaram potencial para o controle do crescimento
micelial e da formacdo de novos esclerddios de S. sclerotiorum, uma vez que, apresenta o
crescimento de T. harzianum remanescente do processo de sintese, o qual predominou a placa,
ndo permitindo o crescimento do fitopatégeno (Figura 6A). O controle apresentou uma grande
quantidade de esclerddios novos (Figura 6B) e o T. harzianum comercial também foi capaz de

inibir o crescimento micelial do mofo branco e a geracdo de novos esclerddios (Figura 6C).

Figura 6 - Resultados do ensaio de avaliagdo do potencial inibitério das nanoparticulas contra o fungo fitopatdgeno
S. sclerotiorum. (A) NpFe a 5,0 x 107 NP.mL'; (B) controle S. sclerotiorum e (C) controle T. harzianum
(127pug.mL™).

Antagonismo in vitro

Os resultados mostram que o fungo comercial T. harzianum apresentou classe 3 na
escala de classificacdo de antagonismo, uma vez que o T. harzianum apresentou crescimento
em 1/3 da placa (Figura 7 — dia 12).

O fungo carreado pelas nanoparticulas de 6xido de ferro por apresentar um
crescimento mais rapido foi capaz de controlar o crescimento do fitopatdégeno S. sclerotiorum,

apresentando classe 2 no periodo de 12 dias, de acordo com a escala de Bell, Wells e Markham
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(1982), nos dois casos o fungo ainda foi capaz de inibir a germinacéo de esclerddios. Apds esse

periodo ndo foram observadas alteragdes no crescimento de ambos os fungos.

Figura 7 — Resultados do ensaio de antagonismo in vitro para o fungo comercial T. harzianum e para as NpFe
(lado direito da placa) contra o fungo fitopatégeno S. sclerotiorum (lado esquerdo da placa).

Dia$ Dia 7 Dia 9 Dia 12

1. harzianum

Npke

A diferenca nas escalas dos fungos indica que a nanoparticula foi capaz de proteger e
estimular o crescimento do T. harzianum mesmo na presenca do antagonista S. sclerotiorum,
sendo este o motivo do controle. Logo as nanoparticulas estimulam o desenvolvimento do
Trichoderma remanescente na nanoparticula e este, devido seu crescimento acelerado,

consegue segurar com maior eficacia o mofo branco.

O T. harzianum tem sido utilizado no controle de S. sclerotiorum, através do
micoparasitismo, sendo capaz de reduzir a producdo de micélio e esclerddios do fitopatdgeno
(ABDULLAH; ALI; SULEMAN, 2008, INBAR; MENENDEZ; CHET, 1996; ZHANG et al.,
2016). Além deste, o T. harzianum também apresenta atividade contra outros fitopatdgenos.
Asran-Amal et al. (2010) isolaram cinco cepas de T. harzianum e testaram o seu potencial no
controle bioldgico de trés fitopatoégenos. Neste trabalho, o T. harzianum foi capaz de inibir
77,9% do crescimento de Macrophomina phaseolina, 76,5% do crescimento do Fusarium

solani e 59,2% do crescimento de Rhizoctonia solani.

Mendoza et al. (2015) isolaram 16 cepas de Trichoderma spp. sendo 14 de T.
harzianum, 1 de T. virens e 1 de T. koningiopsis, onde todas as cepas foram capazes de inibir o
crescimento de M. phaseolina. No entanto, foi possivel observar que o T. koningiopsis agiu por
hiperparasitismo, crescendo sobre o antagonista, assim como observado no T. harzianum a
partir da NpFe. Apesar de muito eficiente no controle biolégico contra diversos patégenos, o T.

harzianum apresenta sensibilidade a fatores abidticos como temperatura, umidade e radiacao
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UV (BETTIOL, 2009). O fungo a partir da NpFe se mostrou mais resistente a exposicado a UV,
sendo uma eficaz solucéo para os fatores que prejudicam sua acdo como organismo de controle

biologico.

Proposta do mecanismo de sintese das nanoparticulas de a-Fe20s3 e atividade

Ao final da sintese, a solucdo de nanoparticulas apresentou um tom alaranjado claro
devido a presenga de nanoparticulas de a-Fe>Oz, as quais apresentam um capping formado
provavelmente por biomoléculas e metabolitos secundarios provenientes do Trichoderma
utilizado como estabilizante, pois nanoparticulas de ferro sintetizadas por via biol6gica em geral
apresentam recobrimento formado por biomoléculas presentes no extrato ou filtrados utilizados
para a sintese, como mostrado por diferentes autores (MAO et al., 2011; PARK et al., 2016;
SP1ZZO et al., 2017).

Para a formacgdo da nanoparticula sugere-se que o FeCls em agua (proveniente do
filtrado obtido com o fungo) sofra hidrdlise, seguida de associacdo do Fe*™® com oxigénio
presente na solucdo formando Fe;Os. Imediatamente apds formacdo de FeoO3z 0s metabolitos
existentes na solucdo se organizam formando o capping nas nanoparticulas estabilizando a

reacdo (Figura 8). Ao final da sintese também foi observada uma quantidade infima de conidios.

Figura 8 — Esquema proposto da sintese das nanoparticulas obtidas neste estudo. As biomoléculas liberadas pelo
fungo, que estdo presentes no filtrado, sdo utilizadas na formacédo do capping das nanoparticulas de 6xido de ferro,
conferindo estabilidade.
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Conclusao

A sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro a partir do filtrado de T. harzianum é
viavel e mostrou existir permanéncia do fungo (T. harzianum) apoés a finalizacdo da sintese, o
que denominamos de T. harzianum residual. Os resultados mostraram que este fungo
remanescente foi o responsavel pelo controle do fitopatégeno S. sclerotiorum, inibindo o
crescimento do mesmo e a germinacdo de novos esclerédios. O T. harzianum carreado nas
nanoparticulas apresentou melhor desenvolvimento, mesmo quando exposto a radiacdo UV, e

maior producéo de enzimas quando comparado com o T. harzianum comercial.

As nanoparticulas biogénicas de 6xido de ferro ndo apresentaram citotoxicidade nas
linhagens celulares testadas, no entanto induziram baixa genotoxicidade em fibroblastos (3T3
e V79) em maiores concentraces de nanoparticulas, também ndo causaram reducao do indice

de germinacéo das sementes avaliadas.

Sabemos da importancia de novos estudos para assegurar a segurancga do uso dessas
nanoparticulas na area agricola, porém os resultados aqui obtidos mostram ser promissores para

a sua aplicacdo no controle de pragas na agricultura.
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Material suplementar - Trichoderma harzianum as promoter to the synthesis of

iron oxide nanoparticles and its potential applications in plant diseases

Ensaio de Allium cepa

O ensaio de A. cepa foi realizado com base na metodologia descrita por Fiskesjo
(1985), na qual as raizes de A. cepa foram expostas as nanoparticulas na concentracdo de 5,0 x
107 NPs.mL* e a uma solucdo de T. harzianum a 127 pg.mL™ pelo periodo de 24 h, e em
seguida fixadas em etanol:&cido acético (3:1 v:v). Apds fixacdo as raizes foram hidrolisadas
com HCI 1M (60°C), e coradas com reativo de Schiff. As laminas foram preparadas por
esmagamento da regido meristematica das raizes com corante Carmim acético 2%. A anélise
foi realizada por contagem das células, considerando as fases da divisdo celular e os danos
presentes nessas fases. As amostras foram analisadas em triplicata e foi utilizado um controle

negativo, no qual as raizes foram expostas a &gua destilada.
Para a avaliacdo foram calculados os indices mitéticos (n° de células em divisdo/n°
total de células) e indice de altera¢fes cromossomicas (n° de células com danos encontrados/n®
de células em divisdo. Também foram calculados os indices relativos, onde cada indice obtido

foi dividido pelo indice encontrado no controle.

Fitotoxicidade

Avaliacado dos efeitos das nanoparticulas sobre a germinacao de sementes

Com o objetivo de verificar a viabilidade das sementes expostas as NpFe, foi realizado
um teste de germinacdo de sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris), lentilha (Lens culinaris) e
tomate (Solanum lycopersicum), culturas que podem ser afetadas pelo fitopatdgeno S.
sclerotiorum.

Para o teste as sementes de feijdo, lentilha e tomate, inicialmente foram esterilizadas
por imersdao em hipoclorito de s6dio 2 % por 15 minutos. A seguir estas foram lavadas e tratadas
com as suspensdes de NpFe a 5,0 x 107 NP.mL"1, T. harzianum a 127 pg.mL e um controle
apenas com agua ultrapura também foi preparado. Vinte sementes foram colocadas em contato
com 15 mL das suspencdes, e permaneceram em agitacdo a 150 rpm por 1 hora. As sementes
foram entdo transferidas para placas de Petri contendo uma camada de agar (1,5% m/v). As
placas foram cobertas e mantidas no escuro a 25°C. Ap0s 5 dias, as sementes foram removidas
das placas para verificar o indice de germinacdo de cada placa, cada tratamento foi preparado

em triplicata (OLIVEIRA et al., 2018). A partir do nimero de sementes germinadas observadas
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ao final do teste, foi calculado um indice de germinacédo (n° sementes germinadas na placa/n®

sementes totais na placa).

Resultados

Ensaio de Allium cepa

Para verificacdo dos efeitos genotoxicos das nanoparticulas e possiveis alteracées nos
indices mitéticos foi realizado o ensaio A. cepa, onde os resultados mostraram que as NpFe
sintetizadas ndo apresentaram alteracdes significativas do indice mitético relativo em relacéo
ao controle. No entanto, a exposi¢do ao T. harzianum causou uma reducdo significativa no
indice mitético (Figura 1A). Em relagdo ao indice de alteragdes, nenhuma das amostras
apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle (Figura 1B).

Figura 1S — Avaliacdo da genotoxicidade das nanoparticulas biogénicas de oxido de ferro. (A) indice
mitético. (B) Indice de alteracBes cromossdmicas. A diferenga estatistica significativa considerada é p < 0,05,
nameros iguais nao representam diferenca significativa e nimeros distintos representam.
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Avaliacdo dos efeitos das nanoparticulas sobre a germinagao

N&o foram observadas altera¢des significativas entre os indices de germinagdo, em
relacdo ao controle, em nenhuma das sementes (Figura 2), indicando que a nanoparticula

biogénica de o6xido de ferro ndo interferiu na germinacdo das sementes de feijao, lentilha e

tomate.
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Figura 2S - indice de germinacio de sementes de feij&o, lentilha e tomate expostas as nanoparticulas
biogénicas de 6xido de ferro. A diferenca estatistica significativa considerada é p < 0,05, no entanto, para esse
ensaio, as diferencas ndo foram significativas.
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5.2 Artigo 1l

Study of the effects of fungi biogenic iron nanoparticles in plants and soil

microbiota

Graphical abstract
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Resumo

As nanoparticulas biogénicas de ferro podem ser uma op¢do para o auxilio no controle de pragas ou
fertilizacdo do solo no setor agricola. Estas possuem como caracteristica a sinergia entre o cerne metéalico e
as biomoléculas encontradas em seu revestimento, as quais sdo oriundas do organismo utilizado para a
sintese. Como o ferro é considerado um metal de baixa toxicidade para os organismos em geral, devido a sua
biocompatibilidade, é considerado como uma alternativa ao uso de fertilizantes ou agrotoxicos. Podendo
contribuir para sanar os problemas existentes, como por exemplo, a toxicidade e o controle de pragas. Este
estudo avaliou os efeitos de nanoparticulas biogénica de 6xido de ferro a partir de Trichoderma harzianum
em plantas de soja, através de parametros como morfologia, estresse oxidativo, pigmentos e trocas gasosas,
em bactérias de interesse agricola (Bacillus thuringiensis, Pseudomonas aeruginosa, Bradyrhizobium
japonicum) e o fungo Beauveria bassiana, assim como a microbiota do solo relacionada ao ciclo do
nitrogénio. As nanoparticulas causaram poucas alteracdes nas plantas de soja, sendo registrado apenas um
aumento na area foliar e induziram um aumento de peréxido nas folhas, ndo acompanhado de aumento na
peroxidacdo lipidica. O crescimento dos microrganismos néo foi afetado pela exposicdo as nanoparticulas e
a microbiota do solo ndo apresentou grandes alteragcfes. Os resultados indicam potencial de aplicagdo na
agricultura das nanoparticulas biogénicas de dxido de ferro, porém maiores estudos sdo necessarios para
garantir sua aplicagéo segura.

Introducéo

As nanoparticulas de ferro podem ser utilizadas em diversas areas como biomedicina,

tratamentos ambientais e agricultura, seja como biossensores, praguicidas ou fertilizantes (ALI
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etal., 2016; XU etal., 2014), devido a sua utilizacdo e futuras possibilidades, a sua resposta ao
ambiente e organismos deve ser avaliada. Em geral as nanoparticulas de ferro sdo conhecidas
por apresentar menor toxicidade, e na area agricola, em alguns casos sdo capazes de melhorar
o desempenho de plantas (RUI et al., 2016). No entanto, em concentra¢des muito altas podem
ser prejudiciais (BOMBIN et al., 2015; LI et al., 2015), pois podem se agregar e impedir a

passagem de nutrientes para as plantas.

Além da concentracdo, os diferentes tipos de nanoparticulas de ferro podem variar em
relacdo a sua toxicidade. Nanoparticulas de ferro zero valente se mostraram mais toxicas que
nanoparticulas de éxido de ferro sobre Chlorella pyrenoidosa, e entre as nanoparticulas de
oxido de ferro, as de Fe3O4 foram mais téxicas que as de Fe;O3, além disso quanto menor o

tamanho da nanoparticula de ferro zero valente, maior a sua toxicidade (LEI et al., 2016).

Em relagdo ao tipo de sintese, as nanoparticulas de sintese bioldgica em geral sdo mais
estaveis e consideradas sustentveis por ndo apresentarem residuos quimicos. A sintese
biolégica também resulta em nanoparticulas que sofrem menor agregacdo no ambiente, além
da possibilidade de alteracdo de suas propriedades e atividade dependendo do agente biol6gico
utilizado, o qual pode dar origem a diferentes revestimentos denominados de capping. A
maioria das nanoparticulas biogénicas de ferro descritas na literatura sdo designadas para
tratamentos ambientais, como a degradacdo de compostos tdxicos (EHRAMPOUSH et al.,
2015; PLACHTOVA et al., 2018; TRUSKEWYCZ; SHUKLA; BALL, 2018; XIAO et al.,
2016), atividade antioxidante (DESHMUKH; GUPTA; KIM, 2019) e atividade antimicrobiana
(DANIEL etal., 2012; MOHAMED et al., 2015; PATRA et al., 2017).

Buscando verificar os efeitos das nanoparticulas de 6xido de ferro sintetizadas a partir
de Trichoderma harzianum (NpFe) no ambiente, este trabalho avalia a possivel toxicidade em
plantas de soja, microrganismos de interesse agricola e avalia seus efeitos sobre a microbiota

do solo responsavel pelo ciclo de nitrogénio, através de analises de genes especificos.

Método

Sintese e Caracterizacdo das nanoparticulas de 6xido de ferro

As nanoparticulas de éxido de ferro (NpFe) utilizadas para este trabalho foram

sintetizadas por via biogénicas utilizando Trichoderma harzianum e apresentam as
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caracteristicas a seguir: Diametro médio 185,0 £ 4,0 nm pela Microscopia Eletronica de

Varredura, indice de polidispersdo de 0,4 + 0,1, potencial zeta de 13,5+ 2,0 mV e pH de 5,0.

Acéo das nanoparticulas em plantas de soja

As avaliacOes dos efeitos das NpFe sobre a soja (Glycine max) foram realizadas na
Universidade Estadual de Londrina (UEL). A soja foi cultivada em vasos plasticos com
didmetro de 14 cm, em solo de baixa fertilidade previamente tratado com as NpFe na propor¢édo
de 2,35 x 102 Nps/m?, quantidade utilizada para o controle de S. sclerotiorum. Foram plantadas
5 sementes por vaso, com 5 repeti¢cdes, sendo utilizado como controle 0 mesmo solo sem

exposi¢do as nanoparticulas.

O solo apresentava pH de 5,8 e era composto por 4 g/dm® de matéria organica, 7
mg/dm? de fésforo, 0,04 cmolc/dm?® de potassio, 0,8 cmolc/dm?® de calcio, 0,7 cmolc/dm? de
magnésio, cmolc/dm?® de H+Al,, 1,5 cmolc/dm? de SB (soma de bases), 3,5 cmolc/dm3 de CTC
(capacidade de troca de cétions), V% (porcentagem de saturacdo por base) de 44, 9 mg/dm?3 de
enxofre, 0,08 mg/dm? de boro, 0,1 mg/dm3 de cobre, 1 mg/dm? de ferro, 0,2 mg/dm? de

manganés e 0,2 mg/dm? de zinco.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo em temperatura ambiente (25°C) e
condi¢Oes naturais de umidade e luminosidade, sendo irrigadas diariamente, pelo periodo de 25
dias, com aplicacdo de 50 mL de solucdo nutritiva (composta por 1 mM KH2PO., 4 mM
Ca(NO3)2.4H,0, 2 mM K350, 4 mM (NH4)2S04, 2 mM MgS04.7H,0, 92,5 uM H3BO3, 18
UM MnCl2.4H20, 1,5 uM ZnCl3, 0,56 uM Na;Mo004.2H,0, 0,66 uM CuCl,.2H.0, 100 uM

FeSO4) na metade desse periodo.

Anédlise da morfologia das plantas

Na andlise de morfologia das plantas de soja, as medidas de comprimento da parte
aérea, comprimento da raiz, area foliar e massa seca da raiz e da parte aérea foram realizadas e

posteriormente.



53

Estresse oxidativo

Para a realizacdo das analises de estresse oxidativo as amostras foram previamente
preparadas realizando a maceracdo de 100 mg dos tecidos vegetais (raiz ou folha) em nitrogénio
liquido e adicdo de 1 mL de solucdo a 4 °C de acido tricloroacético (TCA) 0,2 % em metanol,

seguida de centrifugacdo a 12000 rpm e 4 °C por 5 minutos, apenas o sobrenadante foi utilizado.

Para a analise de perdxido de hidrogénio, 100 pL do sobrenadante foi adicionado a
500 pL de iodeto de potéssio (KI) 1M e tampéo fosfato de potassio (PBS) pH 7,5 (4:1), onde
foi incubado por 1 hora no gelo e na auséncia de luz. Ao fim do periodo foi realizada a leitura
da absorbéncia (390 nm) em placas de 96 pocos utilizando o equipamento VICTOR TM 3
(Perkin Elmer, Turku, Finland) (ALEXIEVA et al., 2001).

A analise de peroxidacéo lipidica pelo método TBARS, 40 pL do sobrenadante foi
adicionado a 200 pL de tampéo de reacdo (PBS pH 7,5, TCA 50% e hidroxitolueno butilado
(BHT) 1mM em etanol 95% (14:5:1)), seguido de adi¢do de 75 pL de acido tiobarbiturico
(TBA) 1,3% em NaOH 0,3% e incubacgao em estufa a 60°C por 1 hora. Ao final do periodo foi
realizada a leitura da fluorescéncia (excitacdo de 530 nm e emissdo de 550 nm) em placas de
96 pocos utilizando o equipamento VICTOR TM 3 (Perkin Elmer, Turku, Finland) (CAMEJO;
WALLIN; ENOJARVI, 1998). Para ambas as analises foram utilizados padrdes para curva de
calibragdo (H20; para analise de peroxido e MDA para analise de peroxidacgdo lipidica) e agua

como branco.

Para a analise de dienos conjugados, os tecidos vegetais foram macerados em
nitrogénio liquido. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de etanol 96% gelado e as amostras
foram transferidas para eppendorfs de 2 mL e colocadas no gelo. Em seguida, foi realizada
centrifugacdo a 12000 rpm, a 4°C por 20 minutos e leitura em espectrofotdmetro nos

comprimentos de onda 234 nm e 500 nm.

Pigmentos

Para a avaliacdo dos pigmentos de clorofila a, clorofila b e carotenoides, 0,05 g do
tecido vegetal foi macerado em nitrogénio liquido e adicionados 5 mL de uma solucdo de
acetona + tampao fosfato de sddio, mantendo as amostras em gelo. Foi entdo realizada agitacédo

em vortex seguida de centrifugagdo a 4000 rpm por 10 minutos. As leituras dos sobrenadantes
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foram realizadas em cubetas de quartzo nos seguintes comprimentos de onda: 663 nm, 646 nm
e 470 nm.

Baseada nas absorbancias obtidas nos comprimentos de onda acima citados foi
possivel realizar a quantificagdo de clorofila a (Equacdo 1), clorofila b (Equacdo 2) e

carotenoides (Equacéo 3).

Clorofila a = 12,25 x A663 — 2,79 x A646 Equacéo 1

Clorofila b = 21,5 x A646 — 5,1 x A663 Equacéo 2
1000 x A470—-1,82 x Clorofila a—85,02 x Clorofila b
198

Carotenoides = Equacéo 3

Onde A663, A646 e A470 corresponde aos valores de absorbancia dos respectivos

comprimentos de onda.

Trocas gasosas

As andlises de fotossintese foram realizadas anteriormente a coleta das plantas
utilizando um analisador portatil de trocas gasosas por infravermelho (Irga) modelo LICOR
6400 XT. Para as analises foram escolhidas duas folhas integras e expandidas de cada replicata.
Por meio dessas analises foram obtidos os dados: taxa de fotossintese, condutancia estomatica,
concentracao intercelular de CO,, transpiracao, eficiéncia no uso da 4gua, eficiéncia intrinseca

no uso da agua e carboxilagdo.

Concentracao minima inibitéria (MIC)

O teste de concentracdo inibitoria minima (MIC) foi realizado conforme metodologia
de Palomino et al. (2002), o objetivo do teste foi avaliar a atividade das nanoparticulas nestes
microrganismos de importancia na area agricola: Bacillus thuringiensis, Pseudomonas

aeruginosa, Bradyrhizobium japonicum e Beauveria bassiana.

Os microrganismos foram cultivados por 24h, em seguida foram transferidos para
placas de 96 pogos em uma concentracdo de 5 x 10° UFC/mL, e expostos as nanoparticulas em
concentragdes decrescentes entre 5,0 x 10°a 5,0 x 102 NPs/mL. Apos incubagao (37 °C por 24
h) foi adicionada solucéo de Resazurina (6,75 mg/mL) e as placas foram incubadas por mais 24

horas. Os ensaios foram realizados em duplicata para cada amostra e foram preparados dois
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tipos de controle, o primeiro contendo os microrganismos sem nanoparticulas e o segundo

contendo meio de cultura sem microrganismos.

A analise dos resultados foi realizada visualmente, sendo a mudanca da cor azul para
rosa considerada o indicativo de crescimento dos microrganismos, uma vez que na presenca de
células vidveis, o resazurin é reduzido a resorufin, causando uma mudanca na coloragdo,
passando de azul para rosa, permitindo a deteccdo do crescimento de microrganismos sem a

necessidade de espectrofotometro.

Analise molecular da microbiota do solo

Para verificar possiveis alteracdes na microbiota responsavel pelo ciclo de nitrogénio
no solo exposto as nanoparticulas biogénicas de éxido de ferro, foi realizada a analise molecular
do solo utilizando genes diretamente envolvidos neste ciclo. Inicialmente o solo foi peneirado
e separado em aliquotas de 10 g em tubos de propileno de 50 mL. Foram preparadas uma
amostra controle (apenas solo), amostra de solo exposto a nanoparticula na concentracgao de 5,0
x 10" NPs/mL e uma amostra contendo T. harzianum na concentracdo proporcional a de uso no
campo. Adicionou-se agua até a saturacdo de 60%. Apos finalizacdo do preparo do microcosmo

este foi coberto e mantido no escuro em temperatura ambiente (25°C) (HJELMS@ et al., 2014).

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o Power Soil® DNA Isolation Kit (MoBio
Laboratories). No dia da exposicao foi extraido o DNA da amostra sem tratamento (solo zero),
indicativo das condigdes iniciais. As extragdes de DNA das amostras de solo foram realizadas
nos intervalos de 15 e 360 dias ap0s a exposi¢do. O DNA extraido foi quantificado utilizando
Qubit 3.0 Fluorometer, com o Qubit ds DNA BR Assay Kit (Invitrogen) e a partir das
concentracdes de DNA obtidas as amostras foram diluidas para a concentracdo final de 100

ng/mL.

A quantificacéo de genes de bactérias do ciclo do nitrogénio foi realizada por reacéo
em cadeia de polimerase em tempo real (QPCR) utilizando primers especificos para esses genes,
sendo as amostras e genes avaliados em duplicata pelo equipamento termociclador Step One
SYSTEM. Os primers utilizados sdo referentes a genes especificos envolvidos com o ciclo do
nitrogénio (Bacterial ammonium monooxygenase, Nitrogenasereductase, Cu-containing nitrite
reductase, Nitrite reductase, Nitrate reductase, Nitrous oxide reductase e Nitratereductase)

com as condi¢des para a amplificacdo descritas por Maruyama et al. (2016). Para a
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quantificacdo relativa do DNA foi utilizado 0 16S rRNA como gene referéncia para as bactérias,

e como amostra controle foi utilizado o DNA do solo zero extraido no inicio do experimento.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA, seguida do Tukey’s HSD post

hoc test (variancias iguais), programa GraphPad Prism. Para a analise de qPCR foi utilizado

AAC:. A significancia estatistica foi definida como p <0,05.

Resultados e discussao

Acdo das nanoparticulas em plantas de soja

Os resultados de andlise morfologica das plantas mostram que as medidas de
comprimento de parte aérea e raiz (Figura 1A) e massa seca (Figura 1C) das plantas de soja
submetidas ao tratamento com nanoparticulas biogénicas de 6xido de ferro ndo apresentaram
diferencas significativas quando comparadas com o controle negativo. Ja os dados de area foliar
foram significativamente maiores para as nanoparticulas biogénicas de éxido de ferro quando

comparados com o controle negativo (Figura 1B).

Figura 1 — Analises morfoldgicas das plantas de soja expostas as NpFe na proporgéo de 2,35 x 10% NPs/m2. (A)
Comprimento da parte aérea e raiz; (B) Area foliar; (C) Massa seca da parte aérea e raiz. Onde p <0,05.
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As analises de estresse oxidativo mostraram que as nanoparticulas biogénicas de 6xido
de ferro apenas induziram um aumento significativo de peroxido nas folhas (Figura 2C) ndo
acompanhado de um aumento na peroxidacao lipidica (Figura 2B). Ndo foram observadas
diferencas significativas de dienos conjugados entre as plantas tratadas com nanoparticulas
biogénicas de o0xido de ferro e o controle negativo (Figura 2A). A presenca do peroxido de

hidrogénio em plantas € um indicativo da producédo de espécies reativas de oxigénio que podem
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levar a morte celular em altas quantidades, no entanto baixas quantidades de perdxido de
hidrogénio podem induzir mecanismos de protecdo na planta (ALEXIEVA et al., 2001;
GECHEV et al., 2006).

Figura 2 — Anélises de marcadores de estresse oxidativo em plantas de soja expostas as NpFe na proporcédo de
2,35 x 10 NPs/m2. (A) Dienos Conjugados das folhas e raiz; (B) Peroxidagdo lipidica das folhas e raiz; (C)
Perdxidos das folhas e raiz.
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Em relacdo a quantificagdo de pigmentos, os resultados ndo apresentaram diferengas
significativas entre as plantas tratadas com as nanoparticulas biogénicas de éxido de ferro e o

controle negativo (Figura 3).
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Figura 3 — Andlises da quantidade de clorofila total, clorofila a, clorofila b e carotenoides das plantas de soja
expostas as NpFe na proporcéao de 2,35 x 101 NPs/m2.
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Da mesma forma que a quantificacdo de pigmentos das folhas, os resultados das
analises de troca gasosa nao apresentaram diferencas significativas em nenhum dos parametros

avaliados (Figura 4).

Figura 4 — Analises de trocas gasosas das plantas de soja expostas as NpFe na propor¢éo de 2,35 x 101t NPs/m?,
(A) Fotossintese; (B) Condutancia estomética; (C) Concentracdo intercelular de CO,; (D) Taxa de transpiracéo;
(E) Eficiéncia do uso da agua; (F) Eficiéncia intrinseca do uso da &gua; (G) Taxa de carboxilagdo.
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Nanoparticulas de ferro testadas em Lolium perene L. e Curcubita mixta ndo causaram
alteracdes significativas nas medidas do comprimento da parte aérea e raiz das plantas e
induziram estresse oxidativo (WANG et al., 2011), assim como neste trabalho. Outros efeitos

das nanoparticulas de ferro como a reducdo no comprimento das raizes de Arabidopsis thaliana
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(BOMBIN et al., 2015) ou a promocao do crescimento de Arachis hypogaea (LI et al., 2015;
RUI et al.,, 2016) foram registrados em outros trabalhos, onde os efeitos negativos das
nanoparticulas de ferro em plantas geralmente se da devido ao seu acumulo e agregacéo na raiz,

impedindo o transporte de nutrientes.

Aumentos no nivel de estresse oxidativo e de clorofila foram observados em folhas de
plantas de melancia (Citrulus lanatus) expostas a nanoparticulas de ferro (WANG et al., 2016).
O aumento de clorofila em plantas expostas a nanoparticulas de ferro também foi observado
em Arachis hypogaea (RUI et al., 2016) e em Citrus maxima dependendo da concentracdo
utilizada (HU et al.,, 2017). No entanto, neste trabalho ndo foram observadas alteracdes
significativas nos niveis de clorofila das plantas. Ghafariyan et al. (2013) também nédo
observaram diferenga na eficiéncia da fotossintese de plantas de soja expostas a nanoparticulas
de ferro em sistema hidroponico. Plantas de arroz inoculadas com Trichoderma sp.
apresentaram um aumento na taxa de fotossintese, condutancia estomatica, transpiragao,

concentragdo intracelular de CO», e eficiéncia de uso da agua (DONI et al., 2014).

Concentragdo minima inibitoria (MIC)

A partir do teste foi possivel observar que as nanoparticulas nao inibiram o
crescimento dos microrganismos em nenhuma das concentracdes testadas, incluindo a
concentragdo de interesse (5,0x107 NPs/mL), indicando baixa toxicidade das nanoparticulas

sobre estes microrganismos.

Entretanto outras nanoparticulas biogénicas de ferro, sintetizadas a partir de outros
organismos, apresentaram potencial antimicrobiano contra Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (MOHAMED et al., 2015) e contra
patdgenos humanos (E. coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas fluoroscens, B. subtilis e S.
aureus) (DANIEL et al., 2012), indicando que os diferentes recobrimentos influenciam na

atividade das nanoparticulas.

Analise molecular da microbiota do solo

Através da quantificacdo molecular por gPCR, foi possivel obter a quantidade das

diferentes bactérias pertencentes ao ciclo do nitrogénio em cada um dos solos tratados. Obteve-
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se uma quantificacdo relativa dos genes das etapas de fixacdo e denitrificagdo em relacdo ao
gene 16s (Figura 5B), e também € possivel observar a proporcdo dos diferentes genes em cada

um dos solos (Figura 5A).

Figura 5 — Anélise molecular dos genes das bactérias envolvidas no ciclo do nitrogénio em solo exposto as NpFe
na concentracdo 5,0 x 107 NPs/mL ou T. harzianum na concentragdo indicada para uso na lavoura, ap6s 15 dias e
360 dias de exposi¢do. (A) Distribui¢do percentual de cada um dos genes; (B) Quantificacdo relativa dos genes
por qPCR.
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E possivel notar que os solos tratados com nanoparticulas biogénicas de 6xido de ferro
e T. harzianum apresentaram perfis similares ao controle ap6s o periodo de 15 e 360 dias,
indicando que n&o prejudicaram a microbiota envolvida no ciclo do nitrogénio. Apds o periodo
de 360 dias é possivel notar uma queda na quantidade de bactérias, no entanto 0 mesmo
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acontece no controle, a reducdo da quantidade de bactérias pode estar envolvida com a mudanca

da umidade do solo ap6s esse periodo.

Em um estudo realizado por Guilger et al. (2017) onde foi avaliado o efeito de
nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de T. harzianum na microbiota do solo, apds o
periodo de 360 dias houve o aumento na quantidade de bactérias envolvidas no ciclo do
nitrogénio, no entanto as nanoparticulas causaram alteracdes na proporcdo entre bactérias das

etapas da nitrificacdo, fixacdo e desnitrificacdo.

Nao existem muitos estudos sobre o efeito das nanoparticulas de ferro sobre a
microbiota envolvida no ciclo do nitrogénio. Burke et al. (2015) avaliaram os efeitos de
nanoparticulas de oxido de ferro e de dioxido de titnio na rizosfera de plantas de soja, e
perceberam que as nanoparticulas de 6xido de ferro carregadas positivamente aumentaram a
quantidade de bactérias fixadoras de nitrogénio enquanto as nanoparticulas de dioxido de titanio
tiveram um impacto negativo. As nanoparticulas de oxido de ferro também tiveram efeitos
positivos na atividade metabdlica bacteriana, aumentando o seu potencial de nitrificacdo (HE
etal., 2016).

Conclusao

As nanoparticulas biogénicas de o6xido de ferro ndo apresentaram alteracfes
significativas nas plantas de soja, apenas um aumento de area foliar e aumento de peroxido nas
folhas. E sabido que as nanoparticulas de ferro podem apresentar efeitos positivos ou negativos
nas plantas, dependendo da concentragdo utilizada, neste caso a concentracgao de ferro utilizada

é muito baixa, principalmente quando comparada com outros estudos.

Estudos mostram que algumas cepas de Trichoderma spp. podem ajudar no
crescimento de plantas, no entanto, algumas cepas sdo melhores para o controle biol6gico, como

€ 0 caso da cepa utilizada para a sintese das nanoparticulas de oxido de ferro deste trabalho.

As bactérias de importancia agricola (Bacillus thuringiensis, Pseudomonas
aeruginosa, Bradyrhizobium japonicum) e o fungo B. bassiana, assim como as bactérias
envolvidas no ciclo do nitrogénio ndo foram afetadas pela exposicdo as nanoparticulas
biogénicas de Oxido de ferro, indicando que as nanoparticulas podem ser utilizadas no controle
de fitopatégenos, minimizando o impacto no ambiente, mostrando uma boa alternativa aos

agrotoxicos.
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A utilizacdo de nanoparticulas metalicas na area agricola ainda é algo novo e sofre
preconceito em relacdo a toxicidade, porém devemos lembrar que nanoparticulas biogénicas
carregam caracteristicas diferenciadas e podem apresentar sinergia com 0s metabolitos
utilizados, o que confere a estas atividade diferenciada, podendo ser mais especificas no
combate a patdgenos e ndo apresentando os efeitos observados de algumas nanoparticulas de
sintese quimica. Desta maneira seria interessante uma melhor avaliacdo destas nanoparticulas
visando a possibilidade da sua utilizacdo no controle de pragas ou fertilizacdo do solo, sendo

uma ferramenta a mais para enfrentar os problemas atuais existentes na area.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Foi possivel realizar a sintese de nanoparticulas biogénicas de 6xido de ferro através
de cinco metodologias diferentes, todas as sinteses foram eficazes e resultaram em

nanoparticulas com diferentes caracteristicas fisico-quimicas.

Apo0s serem testadas para o controle do fitopatdgeno S. sclerotiorum, a nanoparticula
escolhida foi a NpFe-4, pois apresentou melhor atividade fungicida. Apds a escolha da
nanoparticula, foi realizada uma sintese utilizando filtrado de T. harzianum estimulado com
parede de S. sclerotiorum, visando obter um maior nimero de enzimas e assim um
nanoparticula com melhor atividade. No entanto a atividade das nanoparticulas com e sem
estimulo foram semelhantes e devido a uma maior praticidade da sintese de NpFe-4 sem

estimulo, esta foi a escolhida para dar seguimento as demais analises.

O T. harzianum carreado nas nanoparticulas apresentou melhor desenvolvimento,
mesmo quando exposto a radiacdo UV, permitindo uma maior acdo contra o fitopatdgeno S.

sclerotiorum e maior producédo de enzimas quando comparado com o T. harzianum comercial.

As nanoparticulas biogénicas de Oxido de ferro ndo apresentaram citotoxicidade nas
linhagens testadas em nenhuma das concentracdes e apresentaram genotoxicidade em
fibroblastos (V79 e 3T3) na concentragdo 5,0 x 10° NPs/mL.

Em relacdo a fitotoxicidade, as nanoparticulas induziram apenas um aumento no
estresse oxidativo de folhas de plantas de soja e aumento da area foliar, os outros parametros
avaliados ndo mostraram alteracdes significativas. As bactérias de importancia agricola e
presentes no ciclo do nitrogénio também ndo foram afetadas quando expostas as nanoparticulas

biogénicas de 6xido de ferro.

Os resultados apresentados mostram que as nanoparticulas biogénicas de éxido de
ferro utilizando Trichoderma harzianum como agente estabilizante apresenta indicios de ser
uma nanoparticula eficiente no controle de pragas e de baixa toxicidade, podendo ser uma op¢éo

viavel para auxiliar na atividade agricola.
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