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RESUMO

A obtencdo de plantas a partir das técnicas de micropropagacdo vem se tornando uma
realidade para a maioria das espécies conhecidas, ao qual se define pelo cultivo de células,
tecidos ou 6rgdos vegetais em um meio nutritivo e de sua manutencdo em um ambiente
asséptico e controlado. Ha desinfestacdo do material a ser cultivado é de suma importancia,
existe uma variedade de métodos de desinfestagdo ja conhecidos, porém nem sempre sdo
eficientes, necessitando novas alternativas, assim como a Nanotecnologia que é uma
tecnologia extremamente inovadora e apresenta propriedades funcionais Unicas quando
comparada ao metal em escala macroscépica. Estd comprovado que nanoparticulas de ouro
(AuNPs) e prata (AgNPs) possuem um carater antimicrobiano, podendo ser uma fonte
alternativa na desinfestacdo de explantes. Contudo, essa técnica jamais foi testada na
micropropagacdo de plantas. O presente trabalho objetivou testar a viabilidade do uso de
AgNPs e AuNPs na desifestacdo de explantes na micropropagacdo de espécies vegetais
arboreas. As nanoparticulas foram preparadas pelo método de Turkevich, e caracterizadas
utilizando UV-visivel, Microscopia Eletrénica de Varredura e Microscopia de Forca Atdmica.
A sensibilidade de bactérias e fungos associados a plantas foi avaliada, seguida de
confirmacdo pelo ensaio de viabilidade celular. Cinco tratamentos foram testados na
desinfestacdo de explantes de Eugenia uniflora L: T1 (Controle); T2 ( AuNPs — 1 h); T3
(AgNPs — 1 h); T4 (AuNPs — 30 min); T5 (AgNPs — 30 min). Os resultados demonstram que
bactérias Agrobacterium rhizogenes sdo sensiveis a nanoparticulas de prata, seguido de
confirmacéo pelo ensaio de viabilidade celular. Em relacdo a sensibilidade ao fungo Fusarium
sp, nanoparticulas ndo apresentaram resultados satisfatorios. A desinfestacdo de explantes de
E. uniflora L. evidenciou o potencial antimicrobiano de nanoparticulas de prata, com indice
de 40% na eliminacdo de fungos e bactérias; nanoparticulas de ouro apresentaram reducao de
26,67% na taxa de contaminagdo. Este estudo demonstra pela primeira vez a possivel
utilizacdo de AgNPs e AuNPs como métodos para desinfestacdo de explantes vegetais. Poréem
ha necessidade de maior aprofundamento no estudo para padronizar tempo e concentracéo do
uso de nanoparticulas como agente desinfestante e averiguar possiveis efeitos de sua

utilizacdo em celulas vegetais.
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ABSTRACT

Obtaining plants from micropropagation techniques is becoming a reality for most known
species, which is defined by the cultivation of cells, tissues or plant organs in a nutrient
medium and maintaining it in an aseptic, controlled environment. There disinfection of the
material to be grown is of paramount importance, there is a variety of disinfection methods
already known but are not always efficient, requiring new alternatives, as well as
Nanotechnology is an extremely innovative technology and has unique functional properties
when compared to metal on a macroscopic scale. There is evidence that gold nanoparticles
(AuNPs) and silver (AgNPs) have an antimicrobial character, could be an alternative source
in the disinfestation of explants. However, this technique has never been tested in plant
micropropagation. This study aimed to test the feasibility of using AgNPs and AuNPs in
desifestacdo explants in the micropropagation of woody plant species. The nanoparticles were
prepared by Turkevich method, and characterized using UV-visible, Scanning Electron
Microscopy and Atomic Force Microscopy. The sensitivity of bacteria and fungi associated
with plants was assessed after confirmation by cell viability assay. Five treatments were tested
in the disinfestation of explants Eugenia uniflora L: T1 (control); T2 (AuNPs - 1 h); T3
(AgNPs - 1 h); T4 (AuNPs - 30 min); T5 (AgNPs - 30 min). The results show that the
Agrobacterium rhizogenes bacteria are sensitive to silver nanoparticles, followed by
confirmation by cell viability assay. With regard to sensitivity to the fungus Fusarium sp,
nanoparticles do not show satisfactory results. The explants disinfection E. L. uniflora showed
the antimicrobial activity of silver nanoparticles with 40% rate in the elimination of fungi and
bacteria; gold nanoparticles decreased by 26.67% in the contamination rate. This study
demonstrates for the first time the possible use of AgNPs and AuNPs as methods for
disinfection of plant explants. But there is need for greater depth study to standardize time and
concentration of the use of nanoparticles as disinfest agent and investigate possible effects of

their use in plant cells.

Keywords: Gold nanoparticles; Silver nanoparticles; Disinfestation explants; Eugenia uniflora

L .; Fusarium sp; Agrobacterium rhizogenes.
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1. INTRODUCAO

A obtencdo de plantas, a partir das técnicas de micropropagacdo, vem se tornando uma
realidade para a maioria das espécies conhecidas, principalmente quando se trata da
importancia ecologica, econdmica e medicinal. Nesse tipo de propagacdo, podem ser
controladas as condicdes fisicas, quimicas e bioldgicas envolvidas no processo de cultivo
(ALENCAR, 1999). A micropropagacéo constitui um modo de se manter sempre disponiveis
explantes sadios e livres de contaminacdo para aplicacdo de técnicas de regeneracdo por
cultura de tecidos e transformacdo genética, além de ser altamente conveniente para
manutencdo de colecdes de plantas de genotipos diferentes, livres de patdgenos (CABRAL et
al., 2003). O principio basico da cultura de tecidos é a totipotencialidade celular, ou seja,
qualquer célula no organismo vegetal contém toda a informacdo genética necessaria para a
regeneracdo de uma planta completa (TORRES et al., 1998)

Um fator limitante na micropropagacédo € a desinfestacdo dos explantes, tendo em vista
gue a contaminacao por microrganismos continua sendo um dos principais problemas para a
aplicacdo dessa técnica (RIBAS et al., 2003), gerando sérios problemas como perda de
material vegetal de interesse, além do risco de proliferagdo de contaminantes para outros
meios sadios. A maior incidéncia de contaminacdo é de origem bacteriana, embora &caros e
fungos possam ocorrer com maior intensidade (ALENCAR, 1999; ABREU et al., 2002;
CARVALHO; SILVA; MEDEIROS, 2006)

Diversos explantes podem ser utilizados para se iniciar a propagacao in vitro de uma
planta, mas &pices caulinares, gemas axilares e meristemas isolados sdo os explantes mais
indicados. O tipo de explante exerce forte influéncia nas subseqlentes respostas obtidas in
vitro (ARAUJO; CARVALHO, 2005).

Vérias substancias com potencial antimicrobiano que podem ser empregados nos
procedimentos de desinfestacdo do explante, dentre os quais as mais utilizadas estdo etanol,
hipoclorito de sodio e de calcio, cloreto de mercurio, cloreto de benzalconio e peréxido de
hidrogénio (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Entretanto deve-se elaborar uma
metodologia para o uso destes produtos durante os procedimentos de desinfestacédo, ja que

diferentes tecidos de uma mesma especie podem ter respostas variadas quanto a concentragdo
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e ao tempo de exposi¢do nesses compostos quimicos. Porém nem sempre os métodos de
desinfestacdo conhecidos séo eficientes, necessitando novas alternativas.

A Nanotecnologia tem sido apontada como uma tecnologia extremamente inovadora, pois
dedica-se a criacdo de materiais, dispositivos e sistemas, através do controle da matéria a uma
escala de tamanhos nanométricos realcando a exploragdo de novas propriedades e fenbmenos
desenvolvidos a esta escala (1-100 nm). Essas particulas em tamanho diminutos apresentam
propriedades funcionais unicas (fisicas, quimicas e biologicas) ndo encontradas na escala
macro (CHAU et al., 2007). Particularmente, nanoparticulas de metais nobres (ouro e prata)
vém recebendo muita atencdo devida suas propriedades de potencial antibacteriano e
antifungico. (PEREIRA et al., 2013)

Embora ndo existam relatos na literatura do uso de nanoparticulas de ouro e prata em
cultura de células vegetais, elas possivelmente poderdo ser estudadas como alternativa de

desinfestacéo de explantes.

16



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura de Tecidos e Micropropagacao de Vegetais

A micropropagacdo é um método de propagacdo vegetativa amplamente estudado em
diversas espécies vegetais, sendo a modalidade dentro da cultura de tecidos que mais se tem
difundido e encontrado aplicagcBes praticas comprovadas. Na micropropagacdo, 6rgdos e
tecidos de plantas sdo introduzidos in vitro, estabelecidos e mantidos em culturas assépticas
para regenerar novas plantas (HARTMANN et al., 2002). Os meios nutritivos fornecem
substancias essenciais para o crescimento dos tecidos cultivados e também participam do
controle do padrédo de desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998). Os fragmentos de
tecidos vivos, denominados de explantes, sdo retirados das plantas de interesse e cultivados
em um meio nutritivo definido. Os explantes podem ser reduzidos ao tamanho de células
individuais, tecidos ou érgdos (SERAFINI, BARROS; AZEVEDO, 2001). O principio basico
da cultura de tecidos é a totipotencialidade celular, ou seja, qualquer célula no organismo
vegetal contém toda a informacdo genética necessaria para a regeneracdo de uma planta
completa (Figura 1), (TORRES et al.,, 1998). Essa técnica pode ser aplicada para o
desenvolvimento de cultivares superiores ou como alternativa aos programas de
melhoramento. (TORRES et al., 1998)

FIGURA 1 - Germinagéo in vitro de Eugenia uniflora L.

AEN

Fonte: Marina Junges (2014)
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Entre as vantagens de sua utilizagdo, estdo as possibilidades de se obter vérias plantas
a partir de um anico explante inicial, independentemente de condi¢fes climaticas; reducdo do
tempo e da area necessaria a propagacdo da espécie; melhores condigdes sanitarias por meio
do cultivo de meristemas previamente tratados por termoterapia, para eliminacdo de doencas;
reproducdo do gendtipo da planta-mae, geralmente com fidelidade durante a multiplicacéo e a
propagacao vegetativa de espécies dificeis de serem propagadas por outros métodos (ERIG e
SCHUCH, 2005; CARVALHO; SILVA; MEDEIROS, 2006)

Quando se fala em cultura de tecidos ha a necessidade de algumas escolhas cruciais,
que podem influenciar na propagacdo in vitro. Entre os fatores externos podemos citar a
temperatura, umidade relativa, fotoperiodo, intensidade luminosa; ha também fatores
intrinsecos ao crescimento e desenvolvimento vegetativo, dependentes das condicdes
nutricionais do meio nutritivo e da aplicacdo de fitorreguladores. A definicdo do meio
nutritivo adequado a cada espécie, proporcionando concentracdo de macronutrientes e
micronutrientes essenciais, os fitorreguladoes e a sua concentracdo sdo imprescindiveis para o

sucesso da micropropagacéo ( LEITZKE, 2010)

2.1.1 Contaminacao

A contaminagdo por microrganismos continua sendo um dos principais problemas para
a aplicacdo da técnica de micropropagacao podendo chegar, inclusive, a ser um fator limitante
para o estabelecimento de cultivo in vitro de certos explantes, (RIBAS et al., 2003; SILVA et
al., 2014) gerando sérios problemas como perda de material vegetal de interesse, além do
risco de proliferagdo de contaminantes para outros meios sadios. Essa contaminagéo se deve,
principalmente, a presenca de microrganismos endossimbid6tico, epifiticos, oportunistas ou
ainda patogénicos, que podem penetrar nos tecidos ou estarem presentes na superficie do
explante, se desenvolvendo no meio de cultura devido a uma desinfestacdo ineficiente, ou
ainda, pela entrada de microrganismos ap0s o estabelecimento do explante devido ao
manuseio incorreto durante as subculturas (POLESI, 2011).

Na introducdo de explantes em condigdes in vitro, a contaminagdo é bastante
frequente, por eles estarem expostos as condi¢fes naturais, que sao fontes de microrganismos.
A maior incidéncia de contaminagdo é de origem bacteriana, embora &caros e fungos possam
ocorrer com maior intensidade (Figura 2) (ALENCAR, 1999). Além dessas contaminacdes

superficiais, é frequente se deparar com contaminagdes presentes no interior dos tecidos,
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conhecida como contaminagdo enddgena. A contaminagdo por bactérias acontece, geralmente,
devido a contaminacdo enddgena dos explantes e plantulas. A contaminacdo flngica ocorre
em virtude da deficiéncia na manipulacdo durante o subcultivo e a presenca de esporos no
ambiente onde o subcultivo é realizado ou a infestagdo por acaros (CARVALHO; SILVA;
MEDEIROS, 2006). Apesar da maioria desses microrganismos ndo ser patogénica, 0 seu
crescimento é acelerado no meio de cultura, a ponto de competirem por nutrientes com 0s

explantes, prejudicando o desenvolvimento destes (XAVIER et al., 2007).

FIGURA 2 — Contaminacgdo com fungos do género Fusarium em explantes de Carya
illinoensis (Wangenh.) K. Koch

Fonte: Marina Junges (2014)

Plantas que apresentam caracteristicas agrondmicas superiores sdo mais utilizadas
como fonte de explante em trabalhos de cultura de tecido. A contaminacdo se da
principalmente de material vegetal oriundos do campo. Na maioria das vezes, estas, ja se
encontram em fase reprodutiva e o estabelecimento de explantes provenientes de plantas
adultas é mais dificultoso devido as altas taxas de contaminacdo in vitro e de oxidacao
(ALENCAR, 1999). Para contornar esta situacdo, se deve selecionar explantes com maior
grau de juvenilidade em individuos adultos.

Apos definida a fonte de explante mais adequado aos objetivos a serem alcangados
com a micropropagacao e que apresente potencial de resposta a propagagao in vitro, ainda ha
a necessidade de desinfestacGes que garantam a assepsia dos propagulos vegetativos a serem
introduzidos in vitro. (XAVIER et al., 2009).
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2.1.2 Desinfestacgédo dos explantes

O controle para evitar ou reduzir a contaminacgdo in vitro deve ser feito desde a
desinfestacdo do material vegetal até a esterilizacdo dos instrumentos e recipientes utilizados
na manipulacdo do explante. Os instrumentos (pingas, bisturis etc.) devem ser submergidos
em etanol; flambados e colocados dentro da camara de fluxo laminar. (CARVALHO; SILVA;
MEDEIROS, 2006), Vérias substancias com potencial antimicrobiano que podem ser
empregados nos procedimentos de desinfestacdo do explante, dentre 0s quais 0s mais
utilizados estdo etanol, hipoclorito de sodio e de célcio, cloreto de mercurio, cloreto de
benzalcdnio e perdxido de hidrogénio (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), além dos
habituais detergentes de cozinha ou Tween 20 e a utilizacdo de antibidticos e fungicidas.
Entretanto deve-se elaborar uma metodologia para o uso destes produtos durante 0S
procedimentos de desinfestacdo, ja que diferentes tecidos de uma mesma espécie podem ter
respostas variadas quanto a concentracdo e ao tempo de exposicdo nesses COmMpOostos
quimicos.

Porém nem sempre os métodos de desinfestacdo conhecidos sdo eficientes,

necessitando novos métodos.

2.2 NANOTECNOLOGIA

A Nanotecnologia tem sido apontada como uma tecnologia extremamente inovadora, pois
dedica-se a criacdo de materiais, dispositivos e sistemas, através do controle da matéria a uma
escala de tamanhos nanométricos realcando a exploracdo de novas propriedades e fenbmenos
desenvolvidos a esta escala (1-100 nm). O prefixo “nano” esta relacionado a uma escala de
medida em que um nandmetro representa um bilionésimo do metro ou um milionésimo do
milimetro. Estruturas nessa escala apresentam propriedades funcionais Unicas (fisicas,
guimicas e biologicas) ndo encontradas na escala macro (CHAU et al., 2007).
Particularmente, nanoparticulas de metais nobres (ouro e prata) vém recebendo muita atencéo
devida suas propriedades potencial antimicrobianas e antifingicas, agindo pela interacdo de
nanoparticulas com proteinas compostas de enxofre nas células, bem como com 0s compostos

contendo fésforo como o DNA, ou seja, atuam de forma eficaz na destruicdo da membrana
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celular dos microorganismos patogénicos, inibindo a respiragéo e danificando o DNA, com
isso, matando bactérias e fungos indesejados. (Figura 3). (PEREIRA et al., 2013)

FIGURA 3- Interacdo de nanoparticulas de prata em bactérias.
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proteinas

Fonte: Cesar Franco (2014)

2.2.1 Nanoparticulas de prata (AgNPs)

O uso de nanoparticulas de prata como agente antibacteriano € relativamente novo e
sua atividade tém sido estudados em diferentes campos, o potencial antimicrobiano esta
associado a interacdo de nanoparticulas com proteinas compostas de enxofre nas células, bem
como com 0s compostos contendo fésforo como o DNA, ou seja, atuam de forma eficaz na
destruicdo da membrana celular dos microorganismos patogénicos, inibindo a respiracao e
danificando o DNA. Além disto, as nanoparticulas de prata apresentam propriedades
antimicrobianas eficientes, em virtude de sua grande area superficial que proporciona melhor
contato com as bactérias (MORONES et al., 2005; SONG et al., 2006). Destacam-se como
bons agentes antimicrobianos por apresentar amplo espectro de acdo contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, fungos filamentosos, leveduras e virus. Em relacdo a toxicidade
para as células animais, a prata é o metal que apresenta a menor toxicidade (NETO, et al.
2008; GORUP, 2010).
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2.2.2 Nanoparticulas de Ouro (AuNPs)

O ouro € um dos metais mais nobres ja conhecido e amplamente explorado, muito
além da beleza, o metal apresenta diversas finalidades. Na Idade Média, por exemplo, a
solugéo de ouro era famosa por seus poderes curativos, sendo empregada para disenteria,
epilepsia e tumores, problemas venéreos e para diagnostico de sifilis (ASTRUC;
DANIEL, 2004). Este em tamanhos nanométricos estdo dispersos em meio liquido
podendo ser chamados de nanoparticulas de ouro ou entdo ouro coloidal. As
nanoparticulas de ouro apresentam caracteristicas muito interessantes nessa escala
diminuta, sdo estaveis, possuem propriedades magnéticas, Oticas e eletrbnicas Unicas
guando comparada ao metal em escala macroscopica; essas caracteristicas sdo possiveis
gracas ao formato, tamanho e afinidade com cadeias carbonicas ligadas a diferentes
radicais. Atualmente estudos de nanoparticulas de ouro sdo amplamente explorados,
principalmente no que se refere sua aplicacdo na biomedicina e catalise. (GALVAGNO;
PARRAVANO, 1978; HARUTA, 1997; KANG; MACKEY, 2010)

2.3 Eugenia uniflora L.

Eugenia uniflora L. é uma espécie arbérea pertencente a familia Myrtaceae. Espécie

nativa da Ameérica Central e Sul; no Brasil pode ser encontrada em diversas regiées devido

sua adaptabilidade as mais distintas condi¢cfes de clima e solo, como ao longo dos rios em

matas ciliares, no litoral formagdes florestais e nas florestas semideciduais (MARGIS et al.,
2002; SALGUEIRO et al., 2004; SILVA et al., 2014).

A Pitangueira carece de valor como uma espécie de madeira, mas € largamente empregada

na medicina popular, nos cosméticos, industrias farmacéuticas e também os frutos

consumidos de forma in natura ou sendo processados pela industria. (SILVA et al., 2014). O

fruto da pitangueira (Figura 4) € popularmente conhecido como pitanga, consiste em uma

baga globosa, sulcada e brilhante, com célice persistente. Uma pitangueira pode produzir de

2,5 a 3,0 kg de frutos/arvore/ano.
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FIGURA 4 - Pitanga, fruto da pitangueira (Eugenia uniflora L.)

Fonte: Mahogany (2014)
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3. JUSTIFICATIVA

A contaminacdo por microrganismos € um dos principais problemas para a aplicacao
da técnica de micropropagacdo, principalmente de espécies lenhosas, podendo chegar,
inclusive, a ser um fator limitante para o estabelecimento de cultivo in vitro de certos
explantes (RIBAS et al., 2003). Vérias substancias com potencial antimicrobiano podem ser
empregados nos procedimentos de desinfestacdo do explante, porém nem sempre 0s métodos
de desinfestacdo conhecidos séo eficientes. A necessidade de novas metodologias de
desinfestacdo € de suma importancia levando em consideracdo que diferentes tecidos e
diferentes espécies podem ter respostas variadas quanto a concentracdo e ao tempo de
exposicdo nesses compostos quimicos. As nanoparticulas metalicas destacam-se pelo seu alto
potencial de agente antimicrobiano, podendo ser uma possivel solucdo para problemas de
contaminagdo in vitro oriundas de fungos e bactérias, entretanto o seu uso com potencial
desinfestante nessa area ainda ndo foi explorado, aumentando assim o interesse no estudo das

nanoparticulas como agente desinfestante de explantes.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Analisar a viabilidade do uso de nanoparticulas de prata e de ouro como alternativa na

desinfestacdo de explantes para micropropagacédo de Eugenia uniflora L.

4.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata e de ouro.

e Avaliar o potencial bactericida de nanoparticulas de prata e ouro em Agrobacterium

rhizogenes.

e Testar a utilidade de nanoparticulas metalicas no controle de fungos do género

Fusarium.

e Utilizar nanoparticulas de prata e ouro na desinfestacdo de gemas de Eugenia uniflora

L. visando a cultura in vitro desta espécie.
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5. MATERIAS E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério do Centro Interdisciplinar de Pesquisas em

Biotecnologia Il, localizado na Universidade Federal do Pampa, Campus S&o Gabriel.

5.1 Sintese de Nanoparticulas de Prata

Para sintese de AgNPs foi utilizado o método de redu¢do de citrato empregando nitrato de
prata e citrato de sodio originalmente proposto por Turkevich (1951). Para confeccdo foi
utilizada solucdo de 16 mg de nitrato de prata em 300 mL de agua deionizada (ultrapura), na
temperatura de 80°C, sob agitacdo constante. A solucédo foi levada a ebulicdo e acrescida aos
poucos de solugdo de 0,2 g de citrato de s6dio em 100 mL de &gua deionizada. A ebuligcdo
ocorreu em até 25 minutos, sempre sob agitacdo. A solugdo entdo foi deixada em repouso para
esfriar a temperatura ambiente. Coloracdo amarelada indicou a reducdo da prata e a formacéo

de nanoparticulas.

5.2 Sintese de Nanoparticulas de Ouro

Para confeccdo de nanoparticulas de ouro foi adotado o método de reducdo quimica,
considerado o mais simples e barato originalmente proposto por Turkevich (1951). Na sintese
foi utilizado 100 ml de solucdo de acido tetraclorodurico, mantido em chapa de aquecimento
sob agitacdo até atingir 90°C, posteriormente acrescido de 1ml da solucdo de citrato de sddio
e mantido a 90°C durante aproximadamente meia hora. A coloracdo avermelhada indicou a

presenca de nanoparticulas na solugéo.

5.3 Caracterizacdo de Nanoparticulas

5.3.1 Espectroscopia na regido do UV- visivel

A Espectroscopia UV-Vis corresponde a analise da absor¢édo de luz por uma amostra,

ao qual a luz UV numa faixa de comprimentos de ondas é passada pela amostra e a

guantidade de luz absorvida pela amostra é medida por espectrofotbmetro. O método foi
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empregado para investigar interacdo com os compostos e formacdo de nanoparticulas.
(CASANOVA, 2010) Foi utilizado o espectrofotdometro modelo Cary 60 UV-Vis. A amostra
da solucdo de nanoparticulas foi disposta em uma cubeta no interior de espectrofotémetro;
utilizou-se agua como branco para leitura; o pico comprimento de onda para nanoparticulas

entre 400 & 600 nm indica a sintese de nanoparticulas na solugao.

5.3.2 Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia de varredura um tipo de microscépio eletrdnico apropriado para
produzir imagens de alta resolucéo da superficie de uma amostra. Devido a maneira com que
as imagens sao criadas, imagens da microscopia eletrdnica de varredura apresentam uma
aparéncia tridimensional, resultado direto da grande profundidade de campo; caracteristica ao
qual sdo Uteis para avaliar a estrutura superficial de uma dada amostra. O principio baseia-se
na utilizacdo de um feixe de elétrons no lugar de fétons utilizados em um microscépio éptico
convencional, o que permite solucionar o problema de resolucédo relacionado com a fonte de
luz branca Pode fornecer rapidamente informacfes sobre a morfologia e identificacdo de
elementos quimicos de uma amostra sélido (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

A andlise de microscopia eletronica de varredura foi realizada no Centro de
Microscopia Eletrénica e Microandlise da Universidade Luterana (ULBRA), com a
colaboracdo do mestrando Jefferson Nunes Radaeski. Para observacGes, foram
confeccionadas trés laminas, sendo micropipetadas com 20uL de solucdo base (AgNPs ou
AuNPs). Estas foram secas em estufa, a 60°C durante 24 horas. Posteriormente foram
metalizadas com carbono, no equipamento Oerlikon Balzers e 0,1 mbar de presséo, em

argonio. As observacdes foram realizadas em 15,0Kv.

5.3.3 Microscopia de forca atdmica (AFM)

A microscopia de forga atdbmica pode ser utilizada para desvendar caracteristicas
morfol6gicas dos materiais em escala manométrica, é possivel detectar caracteristicas como
relevo, rigidez do material e rugosidade da superficie, entre outras. Na técnica uma agulha
chamada ponta de prova faz a varredura da superficie do material a ser analisado; quando a
agulha passa pela amostra, o conjunto sofre uma pequena deformacdo em funcdo da forga

entre os atomos da ponta da agulha e os &tomos da amostra (forgas de atracéo e repulsdo em
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contato com a superficie). Essa deformacéo entdo pode ser medida com um sensor éptico que
equipa o microscopio e os dados da magnitude da deformacéo sdo utilizados pelo computador
para construir uma imagem tridimensional da superficie da amostra. (BINNING, 1986)

A andlise de microscopia de forca atébmica foi realizada no Laboratério de
Microscopia de Sonda - UNIPAMPA, campus Bagé em colaboracdo com professor Dr. André
Gundel. Duas ldminas de mica ultra lisa de 4 centimetros quadrados foram micropipetadas
com 10 pL para cada solucdo (AgNPs ou AuNPs), sendo depositadas em areas demarcadas.
Estas foram secas em estufa a 60°C durante 24 horas e observadas no microscopio de forca

atbmica.

5.4 Teste de sensibilidade de Agrobacterium rhizogenes (cepa K599)

Para avaliar o efeito de nanoparticulas metalicas em bactérias associadas a plantas foi
utilizado como modelo a Agrobacterium rhizogenes, uma bactéria gram negativa
fitopatogénica conhecida e amplamente estudada por provocar a doenga conhecida como
“hairy root”; a cepa K599 confere resisténcia ao antibidtico sulfato de estreptomicina destaca-

se pelo facil manuseio e cultivo em laboratdrio.

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata e de ouro frente a
bactéria Agrobacterium rhizogenes (cepa K599), foi feita aplicacdo do indculo bacteriano
com aproximadamente 1 a 2 x 10° UFC/mL. Foram dispostos 10 discos (9mm) de papel filtro
sobre 10 placas de petri contendo meio MS (MURASHIGE e SKOOG; 1962), posteriormente
as placas foram divididas em 2 grupos onde foi pipetada 20 pL da solucdo de AgNPs em 5
placas e 0 mesmo procedimento para placas restantes para utilizacdo de AuNPs. Para controle
utilizou-se &gua. Os didametros dos halos de inibi¢do do crescimento bacteriano ao redor de
cada disco foram mensurados ap6s 24 horas em milimetros com auxilio de um paquimetro
digital Mitutoyo. (VALASKOVA et al., 2010).

5.5 Teste de sensibilidade do fungo Fusarium

Fusarium é um grande género de fungos; a maioria das espécies & composta por
fungos de solo com distribuicdo cosmopolita e ativo na decomposicdo de substratos

celulosicos das plantas, sendo que alguns isolados sdo parasitas de vegetais e causam grandes
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danos em plantas de importancia econdmica (DESJARDINS et al., 2000). E um dos grandes
responsaveis pela maioria das contaminacGes em estabelecimento in vitro de explantes; sendo
assim Fusarium foi escolhido para testar o possivel efeito de nanoparticulas de ouro e de prata
como agente desinfestante quando exposto ao fungo em potencial.

Para avaliacdo de nanoparticulas como agente desinfestante foi utilizado um total de 12
placas de petri contendo meio MS (MUSRASHIGE E SKOOG, 1962). A inoculacdo de
esporos do fungo Fusarium em co-cultivo foi feita com auxilio de uma alca de Drigalski.
Posteriormente placas foram divididas em quatro tratamentos totalizando trés placas para cada
tratamento: T1(Controle negativo - Agua); T2(Controle positivo 20uL de fungicida Derosal
Plus®); T3 (20pL de AgNPs); T4 (20uL de AuNPs). Em cada uma das placas foram dispostos
8 discos (9mm) de papel filtro com 20 uL da solugdo correspondente aos tratamentos citados
a cima. Foi avaliado a sensibilidade do fungo exposto ao agente desinfestante, observando seu

crescimento durante 4 dias.

5.6 Ensaio de viabilidade celular (TTZ) em Agrobacterium rhizogenes (cepa K599)

Primeiramente foi plaqueado em placa de 96 pocos estéreis meio MS contendo
Agrobacterium rhizogenes e mantido em estufa do tipo B.O.D a 25°C por 4 horas. Foi retirado
0 meio de cultura dos pocos e adicionado 100 pl de meio sem MS e colocado novamente na
estufa. Em capela de fluxo laminar, foi retirado o meio de cultura e adicionado as
nanoparticulas de prata aos pog¢os. Foi mantida em estufa por um periodo de 24 horas para
crescimento. Apds esse periodo adicionado 50ul da solugdo de cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (1% ) em cada pogo e reservado por 4 horas. Posteriormente feito a leitura no
leitor de placas EnSpire® Multimode Plate Reader. (Figura 5)

FIGURA 5 — Placa de ensaio de viabilidade celular (TTZ)

Fonte: Paulo Roberto Diniz da Silva (2014)
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5.7 Uso de nanoparticulas metélicas como agente desinfestante de explantes de
Eugenia uniflora L.

5.7.1 Coleta do Material

Foram coletados um total de 75 gemas apicais de 1 matriz de Eugenia uniflora L. no
campus da Unipampa, localizado na cidade de Sdo Gabriel/RS (30°20°15.3” S, 53°18°25.1”
0). As gemas foram acondicionados em caixa de isopor e conduzidas ao Laboratério do

Centro Interdisciplinar de Pesquisas em Biotecnologia Il.

5.7.2 Desinfestacao dos Explantes

Para desinfestagdo dos explantes (Figura 6) foi feito lavagem das gemas em agua
corrente, seguido de imersdo em solu¢do Tween 20 pL.L-' por 10 minutos. Os explantes
foram transferidos para camara de fluxo laminar em ambiente de assepsia e submetidas a
desinfestacdo prévia com alcool 70% (1 minuto) e solucdo de hipoclorito de sédio 1,25% (15
minutos), seguido de 3 lavagens com &gua destilada autoclavada. Posteriormente submetidos
a diferentes tratamentos. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
e constituido de cinco tratamentos e trés repeticbes, sendo cada repeti¢ao representada por 5
explantes. T1 (Controle); T2 (AuNPs — 1 hora); T3 (AgNPs — 1 hora); T4 (AuNPs — 30
minutos); T5 (AgNPs — 30 minutos);

FIGURA 6 — Procedimento de desinfestagdo dos explantes

Fonte: Marina Junges (2014)
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5.7.3 Inoculagéo dos explantes em meio de Murashige e Skoog (1962)

O meio utilizado nesta etapa foi 0 MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com
sacarose a 30 g.L ! e o solidificante 4gar a 7 g.L™ , com pH ajustado para 5,7 conforme
SILVA et al. (2014) . Autoclavagem por 20 minutos a 121°C e 1.2 atm. O meio foi vertido em
75 tubos de ensaio (10x1,3cm). Foi feito inoculagdo das gemas correspondente aos 5
tratamentos; os tubos de ensaio foram vedados com papel alumino e lacrados com papel
filme. Posteriormente transferidos para a camara de crescimento do tipo B.O.D em

temperatura constante de 25 + 2°C sob fotoperiodo de 16 horas luz.

5.8 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a analises estatisticas para avaliar a significancia em cada
experimento. Foi utilizado o Qui-quadrado para avaliar quantitativamente a relacdo entre o
resultado da desinfestacdo por nanoparticulas e a distribuicdo esperada para o fenémeno. Ou
seja, ele nos diz com quanta certeza os valores observados podem ser aceitos como regidos
pela teoria em questdo. Para ensaio da viabilidade celular o teste utilizado foi o coeficiente de
regressao linear, em relacdo aos valores observados. O R2 varia entre 0 e 1, indicando, em

percentagem, o quanto o modelo consegue explicar os valores observados.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Sintese e caracterizacdo de Nanoparticulas Metalicas

6.1.1 Nanoparticulas de Prata

No presente trabalho, para avaliacdo da formacgdo de nanoparticulas de prata pelo
método de reducgdo utilizou-se & coloracdo amarela (Figura 7) como parametro de referéncia.

A coloragdo amarela observada na prata coloidal é resultado da absor¢do da radiagéo
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eletromagnética em resson&ncia com os plasmons da superficie. As nanoparticulas apresentam
elétrons superficiais, denominados plasmons, eles estdo distribuidos em estruturas de bandas
com energias distintas. O aumento no tamanho das nanoparticulas faz com que a cor amarela
da solucdo padréo passa para laranja, posteriormente violeta até atingir a coloracdo da prata
em escala macroscopica (GORUP, 2010).

FIGURA 7 — Solucéo de Nanoparticulas de Prata

Fonte: Marina Junges (2014)

A confirmacdo da ocorréncia da reacdo e a presenca de nanoparticulas de prata foi
caracterizada pela espectroscopia de uv-vis com pico de absorcdo entre de 400 a 500nm,
como indicado na figura 8. Segundo a literatura, para nanoparticulas de prata é possivel obter
plasmons cujos maximos podem variar de 400 até 670nm (MARZAN, 2004).
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FIGURA 8 - Espectro de UV-Vis apresentando a banda plasmon caracteristico das
nanoparticulas de prata da reacao.
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Fonte: Marina Junges (2014)

A medida de espectroscopia no UV-Vis se baseia no fendmeno ressonancia da banda
plasmonica, observado em nanoparticulas metélicas. Neste caso, uma onda eletromagnética
(EM) incide sobre uma nanoparticula metalica ocasionando a oscilacdo em ressonancia da
nuvem eletrénica da nanoparticula, transformando a energia das ondas EM em energia
térmica (NETO, 2008; NOGUEZ, 2007), importantes fatores das nanoparticulas que
influenciam diretamente no efeito de ressonancia plasmonica de superficie como a densidade
eletronica do material, massa efetiva, formato e tamanho bem como sua funcéo dielétrica.

Além da espectrometria de UV-vis, as nanoparticulas também foram caracterizadas em
microscopia eletronica de varredura. A figura 9 mostra a morfologia das nanoparticulas de
prata obtida por microscopia eletronica de varredura. Por meio da micrografia da figura

observa-se a formacgéo de aglomerados de particulas globulares.

FIGURA 9 — Morfologia de nanoparticulas de prata obtidas pela microscopia eletrénica de
varredura. Tamanho 20 um e 100 um, respectivamente.

Fonte: Jefferson Nunes Radaeski (2014)
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A microscopia de forca atdmica indicou nos aglomerados de nanoparticulas um tamanho
médio entre 100 e 200 nandmetros (Figura 10). Os aglomerados foram formados devido a

queda da estabilidade ap6s longo periodo da sintese.

FIGURA 10 — Microscopia de forca atdbmica indicando o tamanho dos aglomerados
nanoparticulas de prata.
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Fonte: André Giindel (2014)

6.1.2 Nanoparticulas de Ouro

A utilizacdo do citrato como agente redutor na sintese e estabilizacdo de
nanoparticulas de ouro mostrou-se uma boa metodologia, sendo de simples preparacdo e
eficiente na sintese e estabilizacdo. Ha uma grande variedade de métodos e variacGes para
sintese de nanoparticulas de ouro; destaca-se métodos de sintese por laser de femtosegundos,
condensacdo de vapor de ouro, reducdo eletroquimica, quando comparado com esses métodos

a reducgdo quimica, sobressai no carater de economia e simplicidade.
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Tendo por base a coloracgdo da solugdo obtida (FIGURA 11), as nanoparticulas de ouro
sintetizadas apresentaram dimensGes superiores a 10 nm. As nanoparticulas de ouro
apresentam elétrons superficiais, denominados plasmons, eles estdo distribuidos em estruturas
de bandas com energias distintas. Desse modo a energia de transicao eletrénica, ou seja, a cor
das nanoparticulas depende da densidade de estados eletrénicos e do tamanho das
nanoparticulas. Estas, com dimensdes entre 2 e 10 nm, apresentam intensa coloracdo
vermelha, devido a transi¢cGes entre as bandas eletrénicas que acomodam os elétrons
superficiais. Entretanto, em tamanhos maiores as nanoparticulas passam a exibir uma
coloracdo tendendo ao violeta, devido ao aumento na densidade de estados eletronicos e

consequente diminuicdo da energia de transicdo entre as bandas (TOMA, 2005).

FIGURA 11 — Solucédo de Nanoparticulas de Ouro.
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Fonte: Marina Junges (2014)

No UV-Vis a banda plasmon caracteristica de nanoparticulas de ouro apresenta-se
entre 500 a 600 nandmetros, entretanto, dependendo do tamanho medio das particulas o
méaximo de absor¢do da banda plasmon pode ocorrer em toda regido do espectro visivel.
(MARZAN, 2004). No presente estudo foi detectada uma banda bem divergente da esperada
(FIGURA 12). A discrepancia se deve a solucdo apresentar aglomeragdo de nanoparticulas,

nédo sendo possivel a leitura nos comprimentos de onda padréo de nanoparticulas.
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FIGURA 12 - Espectro de UV- Vis apresentando a banda plasmon da solugéo de
nanoparticulas de ouro.
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Fonte: Marina Junges (2014)

A caracterizacdo de nanoparticulas por microscopia eletrébnica de varredura
apresentado figura 13 abaixo mostra a morfologia do ouro coloidal, nota-se nanoparticulas

predominantemente esféricas com dimensdes proximas a 10 pm.

FIGURA 13 — Morfologia de nanoparticulas de ouro obtidas pela microscopia eletrénica de
varredura. Tamanho 10 um e 50 pum, respectivamente.
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Fonte: Jefferson Nunes Radaeski (2014)

A microscopia de forca atdbmica indicou nos aglomerados de nanoparticulas um
tamanho médio de 100 nandmetros (Figura 14). O processo de aglomeracdo descreve a
tendéncia para as particulas menores fundir-se umas as outrasaté que uma particula

grande seja formada, apresentando dimens@es que podem exceder 0s limites nanométricos.
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FIGURA 14 — Microscopia de forga atdbmica indicando o tamanho das nanoparticulas de ouro.
\

Fonte: André Glndel (2014)
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6.2 Teste de sensibilidade frente Agrobacterium rhizogenes (cepa K599)

A avaliacdo da atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata contra cepas de
Agrobacterium rhizogenes (cepa k599), foi realizada baseado no antibiograma qualitativo. A
figura 15 mostra formacao do halo de inibicdo, comprovando que nanoparticulas de prata tem
efeito sobre bactérias fitopatogénicas, obtendo um didmetro médio de 2,88mm. O mesmo
efeito ndo foi observado no tratamento com nanoparticulas de ouro onde os halos de inibigéo
ndo apresentaram tamanho consideravel, divergindo do esperado. O resultado nos indica que
nanoparticulas apresentam potencial de agente desinfestante podendo ser utilizado como
alternativa para desinfestacdo de explantes. Supfe-se que as bactérias ndo apresentaram
sensibilidade ao tratamento de nanoparticulas de ouro, pela solugéo utilizada possivelmente

apresentar aglomerados de nanoparticulas superando a escala nanomeétrica.
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FIGURA 15 - Teste de difusdo no meio MS utilizando cepas de Agrobacterium rhizogenes
(K599). Nanoparticulas de ouro, nanoparticulas de prata e controle, respectivamente.

Fonte: Marina Junges (2014)

6.3 Teste de sensibilidade do fungo Fusarium

A figura 16 mostra a sensibilidade do fungo do género Fusarium submetido ao terceiro
dia de tratamentos com nanoparticulas de prata e ouro, demostrando que nanoparticulas ndo
sdo eficientes no controle de crescimento do fungo quando comparadas ao controle positivo
(fungicida). Em comparacdo com nanoparticulas de ouro e prata, as nanoparticulas de ouro
foram as que menos apresentaram controle de crescimento do Fusarium, embora o fungo néo

demostre sensibilidade a nenhum dos tratamentos estabelecidos.

FIGURA 16- Avaliacdo da atividade fungica das nanoparticulas de ouro e prata em Fusarium.
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Fonte: Marina Junges (2014)
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Muitas espécies do género Fusarium quando exposto a uma solugdo de ouro ou prata,
reduz rapidamente estes dois metais, produzindo nanoparticulas de ouro e prata, altamente
estaveis (SOUZA, 2006), como é o caso do fungo Fusarium oxysporum. Um estudo recente
de Ishida et al. (2014), indica a producdo de nanoparticulas de prata pelo fungo Fusarium
oxysporum e analise da atividade antifingica contra leveduras patogénicas. Isso explica 0s
resultados obtidos no presente trabalho.

6.4 Ensaio de viabilidade celular (TTZ) em Agrobacterium rhizogenes (cepa K599)

O estudo da viabilidade celular em Agrobacterium rhizogenes indica um grande
decaimento na taxa de crescimento bacteriano com adi¢do de nanoparticulas de prata ( Figura
18) em relacdo ao controle (Figura 17), do qual obteve o coeficiente de regressdo linear R2=
0,6177 para controle e R2= 0,6878 no tratamento com nanoparticulas. Esse resultado é obtido
através da solucdo de tetrazélio, ao qual se difunde através das células ocorrendo a reacao de
reducdo, resultando na formacdo de um composto vermelho, indicando haver atividade
respiratoria nas mitocondrias e consequentemente viabilidade celular (NETO et al. 1988). O
teste baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases que reduz o sal de tetraz6lio nos
tecidos vivos, onde ions de hidrogénio sdo transferidos para o referido sal que atua como
receptor e Hidrogénio (DELOUCHE et al., 1976). Com a adi¢do de nanoparticulas de prata
houve um decaimento na absor¢do o que indica reducdo da atividade respiratoria nas
mitocondrias e por consequéncia morte das bactérias. O teste ressaltou o potencial uso de

nanoparticulas de prata como agente bactericida.

FIGURA 17 — Gréfico indicando cultivo bacteriano em ensaio de viabilidade celular.
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Fonte: Marina Junges (2014)
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FIGURA 18 — Gréfico indicando decaimento no crescimento bacteriano com adigéo de
nanoparticulas de prata em ensaio de viabilidade celular.
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Fonte: Marina Junges (2014)

6.5 Uso de nanoparticulas metélicas como agente desinfestante de explantes de Eugenia

uniflora L.

O figura 19 demonstra o efeito de nanoparticulas metalicas como alternativa para

desinfestacdo em explantes de Eugenia uniflora L. oriundos do campo. A taxa de

contaminacdo foi avaliada no 9° dia apds a inoculacdo dos explantes, como demostra no

gréafico é possivel evidenciar que tanto as nanoparticulas de ouro como as de pratas tem efeito

sobre bactérias e fungos associados as plantas, houve redu¢do no numero de contaminacéo

guando comparadas ao controle que foi submetido apenas a desinfestacdo prévia, tendo

destaque para o tratamento com nanoparticulas de prata (1hora) que apresentou uma reducao

de 40% no namero de explantes contaminados.
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FIGURA 19 — Gréfico indicando o percentual de contaminacdo dos explantes de E. uniflora
submetidos a diferentes tratamentos
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Fonte: Marina Junges (2014)

A maior incidéncia de contaminacdo como mostra a tabela 1 é de origem bacteriana,
possivelmente ocasionada por bactérias enddgenas, mais frequentes em explantes derivados
de plantas coletadas no campo. Resultado similar foi reportado para E. uniflora por Silva et al.
(2014). O efeito das nanoparticulas sobre os explantes ndo foi satisfatério pra eliminar

completamente fungos e bactérias.

TABELA 1 — Contaminacao bacteriana e/ou flngica em explantes de E. uniflora no 9° dia
apos inoculacéo.

Tratamento Bactérias Fungos Bactérias+Fungos Total
Controle 12 0 3 15
AuNPs-1 h 8 2 1 11
AgNPs-1 h 3 5 1 9
AUNPs-30 min 12 2 1 15
AgNPs-30 min 8 3 1 12

Fonte: Marina Junges (2014)
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As andlises do Qui-quadrado para contaminacao bacteriana mostram X2 = 0,94824 e X2
= 0,08711 para AgNPs — 1 hora e AuNPs- 1 hora, respectivamente, demonstrando que a
diminuicdo na contaminacdo de origem bacteriana foi estatisticamente significante (X2 <
3,84).

A figura 20 enfatiza os resultados discutidos anteriormente; explantes tratados com
nanoparticulas de prata apresentaram uma significativa diminui¢do na contaminacéo, ao qual
na imagem é comparado com o controle apresentando fungos e bactérias e nanoparticulas de

ouro apresentando contaminagéo bacteriana.

FIGURA 20 — Observagdo dos explantes no 9° ap0s o tratamento com nanoparticulas.
Controle, nanoparticulas de ouro e prata, respectivamente.

Fonte: Marina Junges (2014)
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstra a utilizacdo de nanoparticulas de ouro e prata de forma inédita
em métodos de desinfestacdo de explantes para utilizacdo na micropropagacdo de plantas. A
sintese das nanoparticulas pelo método de reducdo do citrato apresentou bons resultados; na
caracterizacdo de nanoparticulas, ambas apresentaram formatos globulares e dimensao
aproximada de 100 nandmetros. A aglomeracao dessas nanoparticulas ocorreu apés um longo
periodo de sintese onde a solucdo perdeu a estabilidade.

Em teste de sensibilidade ficou evidenciado que nanoparticulas de prata apresentam
maior potencial bactericida em Agrobacterium rhizogenes quando comparadas ao ouro
coloidal. O resultado da eficiéncia pode ser confirmado com o ensaio de viabilidade celular.

Para o controle de fungos do género Fusarium o resultado foi divergente do esperado,
motivo ao qual pode estar associado ao fato que muitos fungos desse género serem capazes de
sintetizar nanoparticulas.

Explantes tratados com nanoparticulas de prata obtiveram uma significativa
diminuicdo na taxa de contaminacdo, embora o efeito das nanoparticulas sobre os explantes
ndo foi satisfatdrio pra eliminar completamente os microrganismos, principalmente bactérias.

Para concluir, o estudo apesar de inédito obteve resultados satisfatorios destacando a
utilizacdo de nanoparticulas de prata com resultados superiores. Porém nédo se pode descartar
a utilizacdo de nanoparticulas de ouro, uma vez que ela pode ser utilizada como porta de

entrada para levar moléculas de interesse biotecnoldgico para o interior das células.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Padronizar tempo e concentracdo de nanoparticulas de prata e ouro para utilizagdo
como agente desinfestante em explantes de espécies lenhosas;
Testar a viabilidade celular a fim de verificar que nanoparticulas de prata e ouro néo

afetaram as células vegetais:

Dano as mitocondrias, utilizando o equipamento EnSpire® Multimode Plate
Reader; dano ao DNA, através de Eletroforese em gel de Agarose; eficiéncia

fotossintética, utilizando o equipamento Milton Roy Spectronic Genesys 2.
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