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Resumo

A utilizagdo de nanoparticulas (NP) biogénicas para utilizacdo agricola é uma realidade, sendo estas
utilizadas principalmente para fertilizacdo do solo e combate a patdgenos agricolas. O objetivo deste estudo foi
sintetizar NP biogénicas de ferro (Fe-NP) baseadas em Trichoderma harzianum (T. harzianum), avaliar sua
toxicidade e sua atividade contra patégenos agricolas. As Fe-NP foram sintetizadas utilizando filtrado do fungo e
0s sais FeSO4 (FeS-NP) e FeCls (FeCI-NP). Foram realizadas a caracteriza¢édo fisico-quimica, avaliacdo da
atividade sobre o mofo branco e toxicidade. Os resultados mostraram que as FeS-NP inibiram o crescimento do
mofo branco e apresentaram menor toxicidade do que as FeCI-NP, ambas Fe-NP nao apresentaram efeitos na
germinacéo das sementes nem grandes alteragdes em relacdo a microbiota do solo. Estes resultados iniciais sdo
promissores em relacéo a utilizacdo das nanoparticulas biogénicas de ferro na area agricola.
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Introducéo

Os fungos possuem componentes bioldgicos envolvidos em processos metabdlicos, sdo faceis de serem
obtidos em larga escala e sdo economicamente vidveis, além de apresentarem grande producado de proteinas
(enzimas) com potencialidade de reducdo de sais metalicos, o que facilita a formacdo de nanoparticulas
metalicas, devido a isto sdo muitas vezes utilizados para a sintese de nanoparticulas metalicas (SILVA et al.,
2016).

A utilizacdo destas nanoparticulas biogénicas baseadas em fungos na area agricola despontam nos
ultimos anos como uma possibilidade vidvel no combate a pragas agricolas, porém ainda sdo necessarios
maiores estudos em relacéo a toxicidade, principalmente em relagcdo ao solo e as bactérias do ciclo do nitrogénio
e os impactos sobre seu metabolismo (YANG et al., 2013; GUILGER et al., 2017). Logo se faz necessario a
realizacdo de analises para a deteccdo de possiveis alteracbes desses microrganismos decorrentes da
exposicdo as nanoparticulas, prevendo consequentes alteracdes em suas fun¢des (THUL, SARANGI e PANDEY,
2013). Um dos métodos utilizados com esse objetivo é a quantificacdo molecular, na qual o DNA de
microrganismos do solo é quantificado utilizando-se genes especificos através da técnica de Reacdo em Cadeia
da Polimerase em Tempo Real (QPCR) que permite a quantificacdo de fragmentos especificos de DNA e RNA.

Dentre os diversos tipos de fungos as espécies do género Trichoderma, foram descritas como sendo
fungos antagonistas (BUENO-PALLERO et al., 2016; MORANDI et al., 2009), o que possibilita atividade contra
um amplo espectro de fitopatdgenos, e capacidade de controlar um grande nimero de doengas de plantas
(ZHANG et al., 1999; LOBO JR; GERALDINE; CARVALHO, 2009), sendo um fungo cotado para a sintese de
nanoparticulas visando atividade agricola.

O objetivo do presente estudo foi sintetizar nanoparticulas biogénicas de ferro, utilizando como agente
redutor e estabilizante o fungo Trichoderma harzianum, realizar a caracterizacao fisico-quimica, avaliar sua
exposicdo a microbiota do solo com relacdo ao ciclo de nitrogénio, avaliar a germinacdo de semente de soja e
tomate mediante exposicao as nanoparticulas, assim como avalia¢éo da sua toxicidade e seu poder inibitorio de
patégenos agricolas.
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Metodologia

Inicialmente foi realizada a cultura de T. harzianum a 200mg/mL (Ecotrichem 1x101° UFC/g) em &gar
Batata-Dextrose, apds crescimento discos de micélio foram transferidos para o meio caldo por 12 dias (AVILA et
al., 2005). A biomassa resultante foi filtrada e transferida para a agua e mantidas por 72h, a seguir o material foi
novamente filtrado e o liquido utilizado para a sintese das NPs, onde foram adicionados FeCl2 (0,2M) e FeCI3
(0,1M), para sintese de FeCI-NP e FeS0O4 (0,1M), para a sintese de FeS-NP (DURAN et al., 2007).

Para as andlises de tamanho e PDI foram realizadas pela técnica DLS e o ZP por mobilidade
eletroforética. A andlise de concentracdo e distribuicdo de tamanho das Fe-NP foram realizadas por meio da
técnica de NTA.

O ensaio Allium cepa foi realizado de acordo com Fiskejo et al. (1985), onde raizes foram expostas a
nanoparticulas nas concentragdes 2,5x10° NPs/mL.

Para avaliar o potencial das NPs no controle de pragas esclerddios foram colocados em crescimento em
meios com e sem nanoparticulas na concentragéo 2,5x10° e 5x10°NPs/mL por 15 dias (Quadro 1).

Quadro 1 - Montagem das placas de avaliacdo do potencial de controle de pragas in vitro.

Testes a 2,5x10° e 5x10° NPs/mL Controles
T. harzianum + FeCI-NP Mofo branco
T. harzianum + FeS-NP T. harzianum
Mofo branco + FeCI-NP Mofo branco + T. harzianum
Mofo branco + FeS-NP

OBS* As concentragdes de T. harzianum utilizadas foram 0,127mg/mL.

Para o ensaio de germinacdo (exposicdo 2,5x10° NPs/mL) as sementes de soja e feijdo foram
descontaminadas (hipoclorito 2%) (OLIVEIRA et al., 2018) e colocadas em espuma fendlica. Para germinacdo
de sementes de tomate, estas foram mantidas em contato com as Fe-NP sob agitacdo por 1 hora e
posteriormente colocadas em placas contendo meio agar (LOPEZ-MORENO et al., 2016).

Para a avaliagdo da microbiota, o solo foi seco e peneirado em 2mm. Os microcosmos foram preparados
utilizando 10g de solo com 60% de umidificacdo. A concentracdo de exposicdo foi 2,5x10° NPs/mL, para o
controle negativo foi utilizado 4gua (HJELMSO et al., 2014). As amostras do solo foram coletadas nos tempos 0,
15 e 180 dias de exposicdo e armazenados a -80°C. A extragdo de DNA foi realizada com o Kit Power Soil® DNA
Isolation (MoBio Laboratories). Apés a extracdo o material foi quantificado por fluorescéncia (Qubit 3.0
Fluorometer) e todas as amostras foram diluidas para a concentracdo final de 100ug/mL. A analise de
qguantificacdo foi realizada por qPCR (rea¢Bes em cadeia da polimerase em tempo real), como referéncia foi
utilizado o gene 16SrRNA e para quantificacdo os genes Nitrogenase redutase (nirF), Nitrito redutase (nirK),
Nitrito redutase (nirS) e Nitrato redutase (narG), e Nitrato redutase (cnorB) e Oxidonitrico redutase (nosZz) (JUNG
etal., 2011, 2012), todas as analises foram realizadas em triplicata. O volume final das reag¢des foi 25pL contendo:
12,5uL de Planium® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen); 1uL de cada primer; 1uL da
amostra de DNA.

Resultados e Discussao

As nanoparticulas biogénicas de ferro sintetizadas neste estudo apresentaram boas caracteristicas
fisico-quimicas, resultados semelhantes aos obtidos por Praseetha et al. (2013) em sintese utilizando Fusarium
oxysporum e Actinomycetes sp. As caracteristicas fisico-quimcas (Tabela 1), mostraram que as FeCI-NP
possuem didmetro menor e sdo mais dispersas em relacdo as FeS-NP.

Tabela 1 — Resultados obtidos com as analises de caracterizagéo.
Material Diametro (nm) Polidispersdo Potencial zeta (mV) Concentracéo

FeS-NP 262,3+4,9 0,355 £ 0,040 -5,34 £0,180 1,8x10* NPs/mL
FeCI-NP  2329+61,4 0,487 + 0,095 2,38 £1,510 2,5x10%° NPs/mL

Em relacdo a atividade das nanoparticulas no controle do mofo branco estas mostraram que ao final de
15 dias de exposicao as FeCl-NP em ambas concentragdes testadas apresentaram controle do mofo branco sem
liberacdo de micélio e formacgédo de novos esclerddios, no entanto quando em contato com o T. harzianum, as
mesmas inibiram o crescimento do fungo, fator negativo e provavelmente devido ao pH acido destas NPs.
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Foi observado atividade em relacdo ao mofo banco em ambas as concetracées testadas (2,5x10° e 5x10°
NPs/mL). Também foi observado que as FeS-NP apresentaram o crescimento de T. harzianum, indicando que
durante a sintese alguns conidios permaneceram apos filtragem, resultando seu crescimento. Ainda em relagao
a FeS-NP em testes para verificar sua atividade em contato com o T. harzianum foi possivel observar as NPs
nao inibiram o crescimento do mesmo em ambas as concentracdes testadas (Figura 1-I), indicando que esta ndo
apresenta toxicidade para o Trichoderma, fato importante, pois o Trichoderma é utilizado como controle biolégico
nas lavouras, seu crescimento é um fator positivo, ums vez que 0 mesmo € antagonista de patégenos que pode
estar presente no solo, sendo um beneficio para o controle bioldgico, ja relatado por diversos estudos (AVILA et
al., 2005).

Em relagcdo ao ensaio de Allium cepa as nanoparticulas induziram altera¢des no indice mitético e no
indice de alteracdo, quando comparadas ao controle, provavelmente devido a diferentes fendbmenos e interagcbes
ocorrendo com o uso das nanoparticulas, embora as alteracdes ocorridas nas FeS-NP foram aparentemente
melhores que as ocorridas nas FeCl-NP (Figura 1-11) provavelmente estes resultados s&o devido ao pH diferente
entre as nanoparticulas alguns estudos semelhantes utilizando diferentes metais para a sintese relataram
diferengas nos indices mitéticos e de danos de acordo com a concentracéo de nanoparticulas, pH e o tempo de
exposicdo(GUILGER et al., 2017; GADANO et al., 2002).

Os ensaios de germinagdo de sementes mostraram que na presenca de NP ndo foram observadas
diferencas significativas em relacdo a geminacéo, no entanto, 0 mesmo néo foi observado para as sementes de
feijdo e soja, sendo os resultados da exposicdo as FeCl-NP os que apresentaram o menor indice para o feijao
(Figura 1- 1I).

Na avaliacéo da microbiota do solo os resultados revelaram um aumento nos numeros de bactérias nos
solos tratados com ambas as NPs no inicio do tratamento (15 dias ap6s exposi¢do), sendo estes estabilizados
ou diminuidos ap6s 180 dias, outra observacédo é quem relacdo ao tipo de bactéria, onde foi possivel observar
gue inicialmente havia grande quantidade de bactérias fixadoras (representada pela nitrogenase redutase),
sendo que estas apresentaram uma queda na quantidade aos 180 dias, principalmente em solos expostos a
FeS-NP (Figura 1-1V). Para a quantificacdo molecular foi realizado o método relativo, logo a comparacéo sempre
€ realizada em relagédo ao controle, embora seja observado uma diminui¢cdo na quantidade de bactérias apds
180 dias em solos tratados, 0 mesmo pode ser observado em relacdo ao controle. A alternancia na quantidade
de bactérias do ciclo do nitrogénio também foi observada em outros estudos (MARUYAMA et al., 2016, GUILGER
et al., 2017).

Conclusdes

A sintese de Fe-NPs a partir do T. harzianum como agente redutor foi possivel, sendo que as diferentes
NP produzidas apresentaram diferentes caracteristicas fisico-quimicas, assim como diferencas em relacdo a sua
atividade. Ambas as Fe-NP apresentaram atividade em relacdo ao controle do mofo branco e embora as FeCl-
NP tenham demonstrado maior inibicdo, as FeS-NP mostraram ser a melhor opcao devido ao fato destas ndo
inibirem o crescimento de T. harzianum. Em relacdo a toxicidade as Fe-NP apresentaram efeitos citotdxicos e
genotdxicos que variaram de acordo com o tipo de exposicdo (FeS-NP e FeCI-NP), sendo as FeS-NP as menos
toxicas, ndo sendo observada toxicidade também em relacdo a germinagdo de sementes. As Fe-NP
apresentaram alteracdes na microbiota do solo, sendo as FeCI-NP as que msotraram resultados mais proximos
ao controle. A utilizacdo de Fe-NP biogénicas podem ser uma opgao na tentativa de controle de patégenos
agricolas, porém existe a necessidade de maiores estudos para garantir a seguranc¢a da sua utilizacao.
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Figura 1 — I) Teste de atividade: A, B, C — controle; D, E, F, G — tratamentos e (FeCI-NP, FeS-NP respectivamente) mofo
branco; H, I, J, K, G — tratamentos e (FeCI-NP, FeS-NP respectivamente) Trichoderma harzianum. 1l) Germinagédo de
sementes. Ill) Cito e genotoxicidade por Allium cepa. 1V) Analise molecular da microbiota do solo.

| Iz
£ 150

% de germinaciio de semen

Soja Feijio Tomate
3 Cont FeS-NP 3 FeCI-NP
3 (Controle x. Expos‘u;éo): b (FeS-NP x FeCENF)

Cont. FeS-NP FeCl-NP
3 Indice Mitotico 3 Indice de Danos

a (controle x exposigiio) para indice mitotico
b (controle x esposi¢ao) para indice de danos

@B Nitrogenase reductase (/1)

W Nitrate reductase (rar(;)

E Nirate reductase (cnark)

B Nitrite reductase (n¢r5)

Wl Cu-contamng nitrite reductase (wirk)
Bl Nitrous oxade reductase (rosZ)

$ & &§ & § 3 ¥ 3

CONTROLE FeCl FeS CONTROLE FeCl Fes CONTROLE FeCl Fes CONTROLE FeCl Fes
15 dias 180 dias 15 dias 180 dias
1 | x 10 nanoparticles/m L



