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RESUMO

O nematoide das lesbes radiculares (Pratylenchus spp.), mais especificamente
Pratylenchus brachyurus, posiciona-se como uma das espécies mais importantes na
cultura da soja, atras somente dos nematoides das galhas (Meloidogyne spp.)
(LORDELLO, 1985; FERRAZ, 2016). O Brasil apresenta condi¢des favoraveis para
multiplicacdo desses fitoparasitas que estdo distribuidos por todo pais, levando a
perdas de produtividade de até 50% (FRANCHINI et al.; 2014). Por ser uma espécie
polifaga, seu controle € complexo, dificultando a obtencdo de materiais resistentes e
a rotacdo de culturas. Novas estratégias de controle devem ser desenvolvidas para
diminuir perdas e prejuizos e aumentar a gama de op¢des dos produtores rurais.
Sendo assim, este trabalho tem como objetivo sintetizar e avaliar o efeito de
nanoparticulas de prata no ciclo de vida e morfologia de P. brachyurus na cultura da
soja, avaliando sua eficiéncia no controle deste fitoparasita. Extratos de folhas de soja
em diferentes concentracdes foram utilizados como agentes redutores e estabilizantes
para a sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs). A confirmacao da formacéao
das AgNPs foi realizada por curvas de absorbancia realizadas em leitura
espectrofotométrica UV-Vis entre 350-550 nm e inspecéo visual das coloracfes das
suspensdes. As reacdes para sintese de AgNPs realizadas nas concentracdes de
3,12 (3.12AgNP) e 6,25 (6.25AgNP) mg/mL do extrato vegetal apresentaram picos de
maxima leitura entre 410 a 450 nm na andlise espectroscopica de absor¢cao na faixa
UV-Vis e uma mudanca da coloracéo nitida de amarelo claro para marrom ap6s 2,5 h
da mistura do extrato com nitrato de prata (AgNOs). Além disso, foi realizada
caracterizacdo das AgNPs sintetizadas utilizando os extratos aquosos nas
concentracfes com maior potencial para aplicacao por espalhamento de luz dinamico
(DLS) e sua atividade antimicrobiana foi avaliada in vitro e in vivo contra o
fitonematoide Pratylenchus brachyurus. As AgNPs apresentaram tamanho
nanometrico, forma arredondada, carga negativa e polidispersividade e estabilidade
moderadas. A atividade inibitéria do ensaio de funil de Baermann revelou uma alta
atividade nematotoxica das AgNPs contra P. brachyurus. O experimento in vivo
constatou diminuicdo consideravel na quantidade final de nematdides nas raizes

apesar de exibir fator de reproducdo FR > 1. Com base nos resultados, as AgNPs



biossintetizadas a partir do extrato vegetal de soja representam um agente

antibacteriano promissor para seu uso no controle do nematoide das lesoes.

Palavras-chave: nematoide das lesbes; nanotecnologia, controle.



ABSTRACT

Soybean leaf extracts at different concentrations were used as reducing and stabilizing
agents for the green synthesis of silver nanoparticles (AgNPs). The confirmation of
AgNPs formation was performed by absorbance curves achieved in UV-Vis
spectrophotometric reading between 350-550 nm and visual inspection of the
suspension’s colorations. The reactions for synthesis of AgNPs performed at
concentrations of 3.12 (3.12AgNP) and 6.25 (6.25AgNP) of the plant extract showed
peaks of maximum reading between 410 and 450 nm in the UV-Vis absorption
spectroscopic analysis and a clear color change from light yellow to brown after 2.5 h
of mixing the extract with silver nitrate (AgNO3). Furthermore, characterization of the
synthesized AgNPs was accomplished using the aqueous extracts at the
concentrations with the highest potential for application by dynamic light scattering
(DLS) and their antimicrobial activity was evaluated in vitro and in vivo against the
phytonematoid Pratylenchus brachyurus. The AgNPs presented nanometric size,
negative charge and moderate polydispersity and stability. The inhibitory activity of
Baermann funnel assay revealed a high nematotoxic activity of AQNPs against P.
brachyurus. In vivo experiment found considerable decrease in the final number of
nematodes in the roots despite exhibiting reproduction factor FR > 1. Based on the
results, the biosynthesized AgNPs from soybean plant extract represent a promising
antibacterial agent for their use in the control of the lesion nematode.

Keywords: root lesion nematode; green nanotechnology, control.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema de sintese verde de nanoparticulas de prata.

Figura 2. Primeira sintese completa exibindo diferentes coloracbes para cada

concentragdo, prata livre e extrato aquoso.

Figura 3. Prata livre (AgNO3) e nanoparticulas de prata sintetizadas usando 3.12 e

6.25 mg/mL de extrato vegetal de folhas de soja, respectivamente.

Figura 4. Curvas de absorbancia das nanoparticulas de prata na concentracdo 3.12
(3AgNPs), extrato aquoso vegetal como controle (3E e 6E), 6.25 (6AgNPs) e prata
livre obtidas por sintese verde com extrato de folhas de soja a 65°C por 2 horas.

Figura 5. Imagens obtidas por microscopia eletrobnica de transmissdo das
nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas utilizando 3,12 mg/mL (A), 6,25 mg/mL

(B) de extrato aquoso de folha de soja.

Figura 6. Espécime de Pratylenchus brachyurus identificado por microscopia de luz
oriundo das amostras de campos de cultivo comercial de soja na cidade de Luziania-
GO.

Figura 7. Quatro diferentes concentragdes (10, 25, 100 e 250 ug/mL) da nanoparticula
de prata sintetizada com 6.25 mg/mL de extrato aquoso de folha de soja (6.25AgNP)
em contato com fémeas de P. brachyurus em temperatura ambiente por 48h no

Laborat6rio de Epidemiologia da Universidade de Brasilia.

Figura 8. Abundancia de nematoides apds finalizacdo do experimento in vitro em
contato com nanoparticulas de prata sintetizado com 6,25 mg/mL de extrato aquoso

de folha de soja (6.25AgNP) * Diferenca estatistica com p>0,05.

Figura 9. Imagem fotografica das plantas durante o experimento in vivo para avaliagdo
das nanoparticulas de prata sintetizadas utilizando 6,25 mg/mL de extrato agquoso de

folha de soja (6.25AgNP) depositadas diretamente em contato com as raizes de soja.

Figura 10. Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) ap0s os
nematoides apdés 48h de exposicdo em solucdo das nanoparticulas de prata

sintetizadas utilizando 6,25 mg/mL de extrato aquoso de folha de soja (6.25AgNPs)



na concentracao de 250 uM. Regido anterior, cuticula e corpo inteiro de P. brachyurus
exposto 48 horas a AgNPs. (C e D) regido anterior e cuticula de P. brachyurus sem

exposicdo a nanoparticulas.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Didmetro hidrodinamico, indice de polidispersividade e potencial zeta das
AgNPs e prata livre.

Tabela 2 - Resultado do experimento in vivo apés 60 dias de contato das AgNPs com

as raizes.



SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt ettt ettt e st e e et e et e et e et e eaaestesneesteaneas 13
2 OBUIETIVOS ...ttt e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnneees 17
2.1 ODJELIVOS JEIAIS ....cceeieeeiiiiie e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaans 17
2.2 ObjetiVOS ESPECITICOS .uvvvreiiii i e e e 17
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA.......coiiiiiieieiiteieieee st 18
N ol U 1 (0 = W0 = T o = PSP 18
3.2 Val0res ECONOIMICOS ......ccciiiiiiiiiieeeeeeee et 20
3.3 Problemas fitossanitarios na cultura da SOja...........ccceeeevvvvviiiiiiiieeeeeeeeeeiin, 21
3.4 Os fitonematoides na cultura da SOJa...........ccevvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 22
3.5 Pratylenchus Brachyurus............cccooiie 24
3.6 Formas de controle de Pratylenchus brachyurus...........cccccooo. 25
3.7 A nanotecnologia e sua apliCagao.............cccevvviiiiiiiiiiiii 26
4 MATERIAL E METODOS.......oiieeeeeee oottt 29
4.1 Extrato de folnas de SOJa........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 29
4.2 Sintese e caracterizac@o das nanoparticulas .............cccccceeeiiiiiiiiiiiiie s 29
4.3 Identificagdo e multiplicacdo de Pratylenchus brachyurus...........ccccccccceeeeeennn. 30
4.4 Extracdo dos nematoides para multiplicacdo e montagem do experimento in
YL Lo = 0 T 1V o PSR 31
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooueiiiiiiieiiieeiesieiee e 32
5.1 Caracterizagao das AGNPS ..o 32
.................................................................................................................................. 34
5.2 Identificacao dos isolados de P. brachyurus e propriedade bioldgicas das
AGNPS IN VIFO € 1N VIVO ...ttiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiisiieeiiiebbiesbeesee e 36
5.3 Modo de acdo das AgNPs sob os fitonematoides............coevvvvieiieeeeeeeeeeviinnnnnn. 39
B. CONCLUSOES ..ottt 40

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooueieteeteeeeeeeeeeeeee e, 41



13

INTRODUCAO

Os nematoides fitoparasitas estdo entre as principais pragas da agricultura
mundial, causando perdas em torno de 80 bilhdes de ddélares por ano em todo o
mundo (JONES et al. 2013). De acordo com informativo anual da Sociedade Brasileira
de Nematologia, estes organismos sdo responsaveis por perdas de aproximadamente
R$16,2 bilhdes na producdo de soja e estima-se que mais de 100 espécies de
nematoides e cerca de 50 géneros estdo associados ao cultivo da oleaginosa. O
nematoide das lesdes radiculares (Pratylenchus spp.), mais especificamente
Pratylenchus brachyurus, posiciona-se como uma das espécies mais importantes em
termos de danos na cultura da soja, atrds somente dos nematoides das galhas
(Meloidogyne spp.) (LORDELLO, 1985; FERRAZ, 2016). O Brasil apresenta
condicBes favoraveis para multiplicacdo desses fitoparasitas que se encontram
distribuidos por todo pais, levando a perdas de produtividade de até 50% (FRANCHINI
et al.; 2014). Em alguns estados, como o Mato Grosso, P. brachyurus sado encontrados
em 96% das areas cultivadas de soja (RIBEIRO et al., 2010).

O ciclo de vida de espécies de P. brachyrus é pontuado por seis estagios (ovos,
quatro estagios juvenis e adultos). Com excecdo de ovos e estagios J1, todos 0s
estagios juvenis restantes e o adulto sdo vermiformes e moveis, permitindo a infec¢ao
das plantas hospedeiras. A invasdo do tecido vegetal envolve tanto a forgca mecanica
do estilete robusto quanto a secre¢do de um repertdrio de proteinas efetoras através
do estilete. Consistente com outros nematoides parasitas de plantas, os nematoides
das lesBes radiculares produzem uma série de enzimas modificadoras da parede
celular, que se acredita estarem envolvidas na degradacdo da parede celular do
hospedeiro, na migracdo de nematoides ao longo do tecido radicular e modulagcao dos
sistemas de defesa do hospedeiro (HAEGEMAN et al. 2011; NICOL et al. 2012;
FOSU-NYARKO et al. 2015). Estes organismos ndo formam sitios de alimentacdo
especificos (como por exemplo, as células gigantes ou 0s sincicios) e 0s mecanismos
moleculares essenciais desse grupo de nematoides ainda sdo pouco compreendidos,
sendo que estas caracteristicas tornam o controle desses nematoides ainda mais
dificii e consequentemente contribuirem para grandes perdas nas lavouras
(CASTILLO and VOVLAS 2007; GOULART, 2008; VIEIRA et al. 2018). Dentre as
formas de controle desse fitonematoide destaca-se o0 uso de nematicida e rotacéo de
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cultura. No entanto, o uso repetido de nematicidas sintéticos vem causando
preocupacdao devido a sua capacidade de conferir resisténcia ao patdégeno, apresentar
alto custo e contaminacdo do meio ambiente (CASTANEDA-ALVAREZ; ABALLAY,
2016). A rotacdo de culturas também pode ser dificultada pela ampla gama de
hospedeiros de P. brachyurus (e.g. algodéao, batata, feijdo, fumo, milho, morango e
tomate) (AMORIM, et al. 2018). Além da estratégia quimica e sucessdo da soja com
outras culturas n&o hospedeiras, existem outras formas de controle dentro do manejo
integrado de pragas como: inducgdo de resisténcia da planta com sele¢éo de genaétipos
(ARAUJO et al., 2015), tratamento de sementes e controle bioldgico utilizando extrato
de algas, fungos e bactérias (ALMEIDA et al., 2016). No entanto, essas alternativas
ainda séo pouco estudadas e utilizadas. Apesar de serem medidas sustentaveis, ndo
sdo capazes de controlar o patégeno eficientemente devido a sua agressividade e ao
alto nivel de infestacdo, portanto, € necessario que novas alternativas sejam
pesquisadas para ampliar as op¢des ao produtor que sofre com constantes ataques

de nematoides.

A nanotecnologia € uma ciéncia multidisciplinar e ainda muito pouco estudada
na area das ciéncias agrarias. A utilizacdo das nanoparticulas tem como vantagem a
minimizacdo do uso de insumos quimicos e a diminuicdo de acumulo de residuos
nocivos no solo e na agua (DE-LUQUE e RUBIALES, 2009; SCHWABE, 2013). O
crescimento sustentavel da agricultura pode ser incrementado e acelerado pelas
técnicas da nanotecnologia, principalmente quando se trata do uso de estruturas
nanoparticulas sintetizadas por meio de rotas verdes (MISHRA et al.,, 2014). As
nanoparticulas verdes possuem baixo custo de producao, podem ser produzidas em
larga escala, além de terem maior estabilidade, biocompatibilidade e baixa toxicidade
ao meio ambiente (THAKKAR et al., 2010; MUKHERJEE e NETHI, 2019). A utilizac&o
das nanoparticulas de prata (AgNPs) vem sendo empregada em uma variedade de
aplicacoes devido ao seu amplo espectro antimicrobiano (MUKHERJEE e PATRA,
2017). Dentre os modos de acdo das AgNPs destaca-se a inibicdo da respiracao,
alteracdo no funcionamento de enzimas e proteinas, replicacdo da célula por
consequéncia das interagdes com o fosforo do DNA e interferéncia na permeabilidade
da membrana plasmatica (PRATHNA et al., 2011).

Existem inidmeros estudos mostrando a eficiéncia das AgNPs no controle de

fitopatdgenos como fungos, bactérias fitopatogénicas e um numero reduzido de
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trabalhos empregando o controle de fitonematoides. Recentes estudos reportam a
eficiéncia das AgNPs para controlar principalmente as espécies do género
Meloidogyne. Alguns dos mecanismos de supressdao de densidade populacional
observados para esse nematoide na presenca da nanoparticula foram a inibicdo da
eclosdo de ovos, o bloqueio da entrada de J2 nas raizes e a interrupcdo no
desenvolvimento dos juvenis dentro da raiz. Hassan et al. (2016) comprovaram a
eficiéncia de AgNPs aplicadas sozinhas ou em conjunto com 0S nematicidas
Fenamiphos e Oxamyl para controlar isolados de M. incognita. Apos a aplicacao das
AgNPs, constatou-se mudancas morfolégicas e paralisacdo dos juvenis, reducéo do
namero de galhas, menor volume da massa de ovos e nematoides no solo. Um estudo
conduzido por Hamed et al. (2019) demonstrou que AgNPs sintetizadas a partir de
cianobactérias foram eficientes na reducdo de ovos e provocou a mortalidade de
juvenis de M. javanica in vitro e in vivo. Com resultado similar aos dois anteriores,
AgNPs sintetizadas usando Pseudomonas aeruginosa reduziram a populacdo de
Meloidogyne spp. ap0s exposi¢do as nanoparticulas nas concentracdes de 200 e 250
Mg/mL por 40 minutos. Além disso, houve uma reducao do numero de nematoides J2
no solo, no interior das raizes de tomate, no niumero de galhas e no nimero de massas
de ovos por grama de raiz em relacdo ao controle (ABDELMONEIM e MASSOUD,
2016).

7

O agente redutor da sintese de nanoparticulas também €& um fator que
influencia o efeito toxico das AgNPs a fitonematoides (KALAISELVI et al., 2019).
Dentre os agentes quimicos redutores de sais metalicos encontrado em tecidos
vegetais estdo os aminoacidos, flavonoides, compostos fendlicos, terpenoides,
alcoois, aldeidos, aminas, compostos heterociclicos, desidrogenases, proteinas de
membrana, peptideos, polissacarideos e saponinas (MITTAL et al.,, 2013). Estes
compostos também podem ser agentes estabilizantes que envolvem a superficie das
particulas, restringindo crescimento e impedindo a agregacédo (INGALE, 2013). Dessa
forma, a sintese, caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas metalicas e a
avaliacao desses compostos no ciclo de vida do nematoide vem sendo realizada com
diferentes tecidos vegetais ou solugcdo microbiana. Por exemplo, Moustafa et al.
(2017) confirmam que AgNPs sintetizadas usando extrato de folhas de plantas
medicinais Conyza dioscoridis, Melia azedarach e Moringa oleifera foram altamente
eficazes contra a eclosdo de ovos e estagio J2 de M. incognita, sendo os metabolitos
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secundarios presentes nas plantas contribuiram significativamente para o efeito
nematicida. Sandeep e Biradarpatil (2018) e Abboud et al. (2016) confirmaram a
sintese verde de AgNPs usando o extrato aquoso da semente e folha de soja como
agente redutor e tamponador, respectivamente. Apesar de existirem estudos sobre a
sintese verde a partir de estruturas da soja, ainda sdo escassos aqueles destinados a
aplicacdo na agricultura e no controle de fitopatégenos. Além disso, o efeito
antimicrobiano e mecanismos de acdo de AgNPs sao restritos ao género
Meloidogynes, visto que nenhum trabalho foi realizado desafiando AgNPs sintetizadas

usando rota verde para o controle de espécies de Pratylenchus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Sintetizar e avaliar o efeito de nanoparticulas de prata no ciclo de vida e morfoldgica

de P. brachyurus na cultura da soja.
2.2 Objetivos especificos

(1) Sintetizar e caracterizar AQNPs usando diferentes concentracbes do extrato da

folha de soja;

(2) Avaliar a atividade antimicrobiana das AgNPs no controle de P. brachyurus in vitro

e in vivo;

(3) Observar o efeito das AgNPs nas alteracdes morfolégicas de P. brachyurus.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A culturadasoja

A soja (Glycine max (L.) Merrill € uma planta anual e herbécea, que pertence a
familia Fabaceae e a subfamilia Papilionoideae. Oriunda do leste asiatico, mais
especificamente ao longo do Rio Yangtse na China, o material mais antigo dessa
cultura encontra-se no herbario do imperador Shen Nung, Pents’ao Kong Mu, com
datacdo de 2.300 a.C. A soja ancestral tinha como caracteristica plantas rasteiras e
sua exploragdo comercial aumentou com o cruzamento de plantas selvagens por
pesquisadores da antiga China. Evidéncias histéricas da domesticacdo ocorreram
somente em torno do século 17 a.C. Apds sua domesticacao, a cultura se expandiu
para varios paises do oriente como Coreia, Japdo e Unido Soviética, sendo

considerada umas das plantas mais antigas cultivadas no mundo (PAIVA et al., 2006).

Apods aproximadamente 5.000 anos, a soja comecou a ser plantada no ocidente
para fins comerciais, devido ao interesse da industria pelo seu alto teor proteico e
oleaginoso (CHUNG; SINGH, 2008). Um dos paises do ocidente que iniciaram a
comercializagdo da soja foram os Estados Unidos, primeiramente explorando essa
cultura como forrageira. As cultivares introduzidas nos Estados Unidos foram oriundas
do melhoramento genético da China, Coreia e Japao. Num momento posterior,
geneticistas americanos obtiveram novas cultivares por meio do cruzamento de
gendtipos elite e obtiveram gendtipos com melhores caracteristicas de interesse
agrondmico. Com relagéao ao Brasil, o primeiro cultivo de plantas de soja foi realizado
por Gustavo D’Utra no estado da Bahia em 1882. Apds sua introducéao, o cultivo de
soja nao parou de crescer, tendo um aumento significativo na area plantada a partir
da década de 40 (BONATO, 1987). A intensa comercializa¢&do dos graos na sua recém
implantacéo ocorre devido ao préprio incentivo do governo brasileiro com objetivo de
aumentar a diversificacdo agricola no pais apds uma crise no abastecimento agricola
(BONETTI, 1981). Esse incentivo do governo acarretou no aumento do interesse de
produtores rurais no plantio da soja. Dentre os estados que se observou uma grande
expansdo da cultura foi o estado do Rio Grande do Sul, onde a cultura melhor se
adaptou ao fotoperiodo em relagéo a outras regifes do pais em um primeiro momento
(MIYASAKA; MEDINA, 1977). A principio, esses grdos produzidos eram
principalmente utilizados na alimentagdo de aves e suinos na forma de farelo na

década de 60. Entre a década 80-90, com o investimento e grupos de pesquisas
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trabalhando com a cultura, a soja sofreu modificacées genéticas passando a ser capaz
de ser cultivada em regides de baixas latitudes e solos com alto teor de aluminio

comecando a ser cultivada na regido Centro-Oeste.

Atualmente, essa planta tem como caracteristica o caule hispido pouco
ramificado e raiz com eixo principal com ramificagcbes. As folhas sdo do tipo
trifolioladas, flores de fecundacdo autdgama e produzem fruto do tipo vargens, onde
€ possivel encontrar de uma a cinco sementes lisas, elipticas ou globosas com
tegumento amarelo palido (MULLER, 1981). Trata-se de uma planta com ciclo curto
com média de 60 dias, e sob dias longos, ocorre um atraso no florescimento e alonga
seu ciclo que dura em média 120 dias (TRENTIN et al., 2013). Além do fotoperiodo, o
desenvolvimento e produtividade da cultura € influenciada pelas condicbes
edafocliméaticas. A germinacdo e a emergéncia da semente da soja requerem a
absorcdo de um volume de agua de pelo menos 50% do seu peso seco, sendo
necessario aproximadamente 450 a 800 mm de agua para seu desenvolvimento
(KRZYZANOWSKI et al., 1991). A temperatura ideal média do solo apropriada para
semeadura esta entre 20-30°C, sendo 25°C a ideal para uma emergéncia e
uniformidade no desenvolvimento. Ja para a maturacao da planta, altas temperaturas
e excesso de umidade podem diminuir a qualidade do grdo, enquanto em condicdes
de baixa umidade, os graos tendem a sofrer danos mecanicos durante a colheita. A
associacdo de temperaturas baixas na fase da colheita, acompanhadas ao periodo
chuvoso, acarretam possivel atraso na data da colheita, além de haste verde e
retencao foliar (ADAMS, 1992; JIANG et al., 2004).

Além das condicdes edafoclimaticas ideais para o bom desenvolvimento e
produtividade da soja, nutrientes sdo requeridos em quantidades asseguradas,
variando de cultivar para cultivar ou local de plantio. Nitrogénio, potassio, fésforo,
calcio e enxofre sdo considerados 0s nutrientes essenciais na cultura da soja
(MARSCHNER, 1995). De acordo com Malavolta (2006), a deficiéncia de nitrogénio
compromete significativamente o crescimento e florescimento da cultura; a deficiéncia
de potassio resulta em baixa sintese de proteina e resisténcia a doencas; a falta de
fésforo acarreta menor desenvolvimento vegetativo, produtividade, qualidade e
senescéncia precoce; na falta de enxofre existe menor sintese de metionina e cistina;
e com a deficiéncia de calcio, raizes morrem e 0 crescimento consequentemente é

afetado.
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No entanto, a demanda nutricional varia com a fase de desenvolvimento da
planta. No inicio de seu desenvolvimento, a soja apresenta uma baixa absorcéo de
nutrientes, configurando seu maior nivel de exigéncia quando chega em média, aos
30 dias até o enchimento de graos que corresponde dos 39 aos 58 dias (CARMELLO;
OLIVEIRA, 2006). Apesar de serem valores variaveis, pode-se estimar a exigéncia
nutricional da soja com base na quantidade de nutrientes existentes nos restos da

cultura e nos gréos para cada tonelada produzida.
3.2 Valores econdmicos

No mundo todo, a producao de soja foi de 362,947 milhdes de toneladas, com
127,842 milhdes de hectares de area plantada (USDA, 2021). O avanco cientifico
transformou a histéria mundial dessa oleaginosa no Brasil com a expansédo na area
cultivada e a reducéo do custo na producdo. Atualmente, o Brasil ocupa o primeiro
lugar na producéo de soja (USDA, 2022), registrando 135,409 milhGes de toneladas
do grdo em uma é&rea plantada de 38,502 milhdes de hectares, totalizando uma
produtividade de 3.517 kg/ha. A producéo de soja do Brasil para o ano comercial
2021/22 é estimada em 125,0 milhdes de toneladas (USDA, 2022) e de acordo com a
estimativa feita pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a producédo de
soja deve atingir 122,4 milhdes de toneladas, uma reducédo de 11,4% em relacéo a
safra anterior. As exportacdes brasileiras em janeiro de 2022 também ganharam
destaque para o periodo do ano, em termos de receita e embarques. A soja em graos
registrou 2,45 milhdes de toneladas em exportacdes, representando uma receita de
US$1,24 bilhGes, maior valor ja& obtido para o més de janeiro. Segundo boletim
logistico da CONAB, a demanda mundial pela oleaginosa vem crescendo, devido a
retomada da producédo e do consumo de proteina animal no mundo todo. Além disso,
nos ultimos anos, a soja vem ganhando ainda mais espaco devido a sua rentabilidade
assegurada, precos atrativos, variedades resistentes e alta demanda de mercado
(JUNIOR et al., 2017). Também segundo a CONAB, o Mato Grosso segue sendo o
estado brasileiro de maior producdo, tendo como producdo 35,947 milhdes de
toneladas da oleaginosa por ano, em uma area plantada de 10,294 milhdes de
hectares, seguido por Rio Grande do Sul e Parana. Para a safra 2022/2023, o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) calcula que 395,37 milhdes
de toneladas de soja seréao colhidas no mundo. Isso totaliza 680 mil toneladas a mais

em comparacao ao estimado no més de maio de 2022. A China se mantém como a
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maior consumidora, importadora do grao e a previsao é que o mercado chinés detenha
115,6 milhdes de toneladas em 2022/2023.

3.3 Problemas fitossanitarios na cultura da soja

Nos ultimos anos, a pesquisa brasileira tem advertido a necessidade de
aumento de produtividade, ndo somente para ocasionar uma lucratividade maior por
hectare, mas também porque a disponibilidade de areas comeca a se estreitar e a
populacdo mundial aumentar. Dentre os principais fatores que acometem a reducao
na produtividade dessa cultura estdo os problemas como as perdas causadas por
dezenas de doencas e pragas que atacam a cultura, sendo as doencas um dos fatores
maiores limitantes na obtencdo de altas produtividades. Essas perdas continuam a
aumentar com a expansdo de novas areas, o cultivo em monocultura em largas
extensfes e o0s plantios consecutivos da cultura na mesma area (Embrapa Soja,
2019).

A planta de soja esta suscetivel ao atague de mais de 50 doencas causadas
por fungos, virus, bactérias e nematoides (HENNING et al., 2014). As perdas anuais
na producgéo por doencas estdao em torno de 15 a 20%, sendo que algumas doencas
podem acarretar perdas em 100% da producdo (EMBRAPA, 2019). A intensidade e

ocorréncia das doencas depende do hospedeiro, do patégeno e do ambiente.

De facil e rapida disseminacao, as doencas fungicas representam um grupo de
grande relevancia na Fitopatologia, entre elas, destaca-se a ferrugem asiatica
(Phakopsora pachyrhizi) com maior destaque na producéo de soja no Brasil. Entre
outras doencas fungicas de importancia econdbmica destaca-se a antracnose
(Colletotrichum truncatum), crestamento foliar de cercospora e mancha purpura
(Cercospora kikuchii), oidio (Microsphaera diffusa) e mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum) (HENNING, 2014). As bactérias fitopatogénicas sdo capazes de se
adaptar a condi¢es climéticas adversas e apresentam sofisticados mecanismos de
sobrevivéncia. Devido a isso, as doencgas causadas por fitobactérias muitas vezes
podem ser de dificil controle. O crestamento bacteriano (Pseudomonas savastanoi pv.
glycinea), a pustula bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. glycines), a mancha
bacteriana marrom (Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens) e o fogo

selvagem (Pseudomonas syringae pv. tabaci) sdo as doencas bacterianas reportadas
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na cultura da soja que causam maiores perdas econdmicas (HENNING, 2014).
Algumas viroses sdo esquecidas por ocorrer ocasionalmente em campos de cultivos
e causar danos menores. O mosaico calico (Alfalfa Mosaic Virus, AMV), o0 mosaico
comum da soja (Soybean Mosaic Virus, SMV), a necrose da haste (Cowpea Mild
Mottle Virus, CPMMV) sdo algumas das viroses de maior relevancia, sendo elas
transmitidas por meio de insetos vetores (HENNING, 2014). Tanto doencas de origem
bacteriana, como viroses, ao infectar a planta hospedeira, ndo existe uma forma

eficiente de controle.
3.4 Os fitonematoides na cultura da soja

Os fitonematoides sdo parasitas obrigatorios, de formato variavel, porém na
sua maioria filiforme. Nao possuem sistema respiratorio e circulatério, sendo assim,
realizam suas trocas gasosas por meio de difusdo. S&o animais aquaticos que podem
estar em diversos ambientes desde que haja umidade o suficiente para sua
sobrevivéncia (FERRAZ; BROWN, 2016). Seu tamanho microscopico, de 0,2 a 3,0
mm de comprimento, ndo permite que o produtor o veja a olho nu no campo, tornando
ainda mais dificil a identificacdo e o manejo adequados deste parasita (FERRAZ;
BROWN, 2016). De acordo com seus habitos alimentares, os fitonematoides podem

causar severos danos as plantas infectadas.

Inicialmente, com sintomas observados na parte aérea, em geral sintomas
reflexos, lembram deficiéncias minerais. Em alguns casos, fitonematoides podem
servir como vetores de virus e como agentes causadores de ferimentos em plantas
gue servem como porta de entrada para fungos e bactérias (RUBIA, 2004). Esses
organismos sdo capazes de manter-se ativo em condi¢cdes extremas por meio de suas
estratégias de sobrevivéncia como a anidrobiose e sobrevivendo em hospedeiros
alternativos, portanto, de dificil eliminacdo, tendo como a melhor alternativa de
controle evitar sua entrada desses patdgenos na area. Em geral, os nematoides
afetam diretamente o sistema radicular da planta, levando a alguns danos como a
necrose e maceracao dos tecidos, destruicdo e ma formacgao de sementes, hipertrofia
e hiperplasia dos tecidos, interrupcdo do desenvolvimento do meristema apical de
raizes, alteragfes fisioloégicas na planta e da composicdo quimica da rizosfera e
guebra de resisténcia da planta a patégenos (FERRAZ; BROWN, 2016).
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Os nematoides adentram o tecido vegetal a partir da epiderme utilizando o
estilete e vao se alimentando da planta e obtendo nutrientes a partir do citoplasma de
células-vivas. Na fase inicial de alimentagdo, secrecdes das glandulas esofagianas
séo injetadas no citoplasma. Ao longo da fase de ingestao, os nutrientes disponiveis
no citoplasma sédo sugados pelo estilete. Existem variagcdes no processo alimentar,
inclusive adaptacfes especializadas como a formacdo de sitios de alimentacédo e
introducao do corpo e estilete (AMORIM et al., 2018; FERRAZ; BROWN, 2016). Os
fitonematoides séo classificados como endoparasitas quando adentram todo corpo no
tecido da planta, semi-endoparasitas quando parte do corpo e ectoparasitas quando
inserem apenas o estilete. Dentro destes grupos, podem ser agrupados como
migratérios e sedentarios quando ocorre ou ndo a movimentagdo dos espécimes no

tecido hospedeiro, respectivamente (AMORIM, et al. 2018).

De acordo com a Embrapa, cem espécies de fitonematoides, de 50 géneros,
foram reportadas na cultura da soja. Dentre os géneros com ampla distribuicdo no
maior e que causam maiores danos destaca-se 0 nematoide do cisto (Heterodera
glycines), nematoide das galhas (Meloidogyne spp.), 0 nematoide reniforme
(Rotylenchulus reniformis) e o nematoide das lesfes (Pratylenchus brachyurus). H.
glycines foi constatado pela primeira vez no Brasil na safra 1991/92 (LORDELLO et
al., 1992). Dependendo da populacdo do nematoide presente no solo, as perdas
podem atingir 100% da produc¢éao. Formam cistos que s&o o corpo da fémea adulta
morta, que contém cerca de 500 ovos cada (TAYLOR, 1971). Os sintomas em campo
se caracterizam pela presenca de reboleiras, com folhas cloréticas e atrofiadas e em
casos mais graves, morte precoce das plantas e auséncia de raizes secundarias. R.
reniformis sdo de dificil controle, especialmente porque as espécies de soja que
apresentam resisténcia ndo conferem caracteristicas agronémicas favoraveis como a
resisténcia a glifosato, alta produtividade e precocidade (EMBRAPA, 2010). Como
sendo o mais importante fitonematoide descrito, Meloidogynes spp. possuem extensa
gama de hospedeiros e causam hipertrofia e hiperplasia nos tecidos das raizes dando
origem as galhas, que deixam o sistema radicular deficiente e assim, prejudica toda a

planta.
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3.5 Pratylenchus brachyurus

Na cultura da soja, o terceiro grupo mais importante de nematoides fitoparasitas
€ do género Pratylenchus. Pertencente ao Filo Nematoda e a familia Pratylenchidae,
estes nematoides foram descritos pela primeira vez no ano de 1929, em raizes
coletadas de abacaxi, em Kipapa, Havai, EUA (GODFREY, 1929).

Nematoides do género Pratylenchus sdo endoparasitas migratorios de
aproximadamente 0,9 mm de comprimento e formato vermiforme. Seu ciclo de vida é
definido pelo ovo, estadios juvenis (J1 a J4) até a fase adulta. A ovoposicao é feita no
interior das raizes e, em geral, sdo depositados de 70 a 120 ovos. A duracgéo do ciclo
de vida varia de acordo com caracteristicas do ambiente, sendo de trés a seis
semanas o periodo de ovo a ovo (FERRAZ, 2006). A temperatura ideal para
reproducao destes fitopatdgenos esta na faixa de temperaturas altas (26,7 — 32,2°C)
e para a postura de ovos 35°C, que sao depostos sobre os tecidos das raizes de forma
isolada (ROMAN; HIRSCHMANN, 1969). Os juvenis e adultos sdo capazes de atacar
as raizes e deslocar-se repetidamente para dentro e fora dos tecidos, através do
cortex ou do tecido parenquimatico em direcao ao cilindro central, envolvendo agéo
mecanica e enzimatica (LINDSEY; CAIRNS, 1971; FERRAZ; BROWN, 2016). Em
todo o mundo, encontram-se oitenta espécies do género Pratylenchus. Dentre as
espécies com maior importancia no Brasil estdo: P. brachyurus, P. penetrans, P.
vulvus e P. zeae (FERRAZ; BROWN 2016). P. brachyurus, também conhecido como
o0 nematoide das lesOes, destaca-se como ampla distribuicdo e gama de hospedeiros
incluindo espécies de importancia econdmica como feijao, algodéao, batata, milho e, a
cultura desse estudo, a soja Machos de P. brachyurus séo dificeis de serem
encontrados, devido a forma de reproducao das fémeas por meio da partenogénese
mitética, sem necessidade de machos para cépula, pois ao longo da oogénese nao
se verifica sinapse, fazendo com que s6 uma divisdo mitdtica ocorra nos oécitos e o
ovulo mantenha a situacdo dipléide sem que precise da colaboracdo do

espermatozoide.

A ampliacdo da soja em areas de solos arenosos e temperaturas o6timas
concordada ao plantio de cultivares suscetiveis e a semeadura de plantas hospedeiras
como o milho e o algodéo, na entressafra da soja, indisponibilidade de cultivares

resistentes e inviabilidade de uso de nematicidas s&o as principais causas de
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epidemias por estes nematoides (DIAS et al., 2010). Sua patogenicidade é totalmente
influenciada pelas caracteristicas edafoclimaticas da regido e pelo teor de nutricdo da
planta. Quanto mais nutrida uma planta estiver, mais ela terd tolerancia e defesas
ativas contra o ataque do patégeno, consequentemente influenciando seus niveis de
reproducdo (AMORIM et al., 2018)

3.6 Formas de controle de Pratylenchus brachyurus

Algumas formas de controle ja adotadas para P. brachyurus envolvem a reducao
de seus niveis populacionais e o estimulo do desenvolvimento radicular. De acordo
com Rodriguez-Kabana e Canullo (1992), o uso de adubacéao de cobertura, tratamento
de semente, aplicacdo de inimigos naturais como bactérias e fungos, pousio, plantas
armadilhas, maus hospedeiros e plantas que possuem substancias com efeito
nematicida em seus tecidos apresentam-se eficientes, além do método de alqueive
detalhado por Inomoto (2008) (HENNING, 2005). Porém, a primeira medida de
controle € impedir a entrada nas areas de cultivo, tomando-se atencdo quanto a
procedéncia de equipamentos, maquinas e ferramentas. Todas devem passar por

INnspecao e serem corretamente higienizadas.

A ampla gama de hospedeiros de P. brachyurus dificulta a selecéo de espécies
vegetais para a composicdo de esquemas de rotacdo ou sucessédo. A eficiéncia de
produtos quimicos como os nematicidas Carbofuran, Albicarb, Fenamifos ou Oxamil
tem se apresentado instabilidade (INOMOTO et al., 2009), além de todos os maleficios
gue séo capazes de causar ao homem, animais e a natureza. O estudo sobre plantas
geneticamente modificadas ainda € recente e caro, fazendo com que o produtor fique
cada vez mais dependente de novas tecnologias e estudos acerca de métodos de
controle mais eficientes. Especialmente P. brachyurus, que apesar de ser
extremamente importante economicamente, ainda € negligenciado na area de estudos
cientificos requerendo maior atencdo quanto a sua forma de controle e manejo, que
se tornam cada vez mais ineficientes com o passar dos anos devido a inducédo de

resisténcia e aumento de populagdes.

A frente destes obstaculos, providéncias alternativas tornam-se fundamentais
para busca do controle destes nematoides fitopatogénicos. A nanotecnologia pode ser

uma possibilidade viavel para o manejo destes parasitas. As aplicacdes
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nanotecnoldgicas compreendem as mais variadas areas, como na medicina, farmécia,
industria alimenticia e téxtil, biorremediacdo, entre outros (KUMARI; YADAV, 2009;
THIRUMURUGAN; DHANARAJU, 2011; INGALE, 2013). Deste modo, a competéncia
de aplicabilidade dos sistemas nanoestruturados € muito variado e pouco estudado

para o controle de doencas de plantas.
3.7 A nanotecnologia e sua aplicacao

Os sistemas nanoestruturados possuem tamanho em nanoescala, com
dimensdes entre 1 a 100 nandmetros - medida que equivale a bilionésima parte do
metro. A nanotecnologia vem sendo um dos principais focos de estudo e pesquisa no
mundo nos ultimos anos, abrindo portas para solucbes em campos multidisciplinares
de estudo, inclusive na agricultura, que envolve o desenvolvimento de
nanoformulagdes de agroquimicos para protecdo da cultura, identificacdo de
toxicidade por meio de biossensores, manipulacdo genética por meio de nano-
dispositivos e diagnose de doencas de plantas. J& é uma realidade o uso de nanofios,
nanofiltros e materiais nanofibrosos para resisténcia a patdégenos de plantas
(SARANYA et al., 2019), além de nanofertilizantes, nanopesticidas e biorremediacéao

em solos contaminados (MUHAMMAD et al., 2020).

A sintese de nanoparticulas (NPs) pode ser feita seguindo técnicas de Top-down
gue consiste em levar estruturas maiores a nanoescala e Bottom-up em que
moléculas e atomos individuais se organizam para também formar estruturas em
nanoescala. Geralmente, a maioria das técnicas fisico-quimicas utilizadas na sintese
de NPs incluem solventes toxicos e a formacgéao de residuos nocivos a saude humana,
animal e ao meio ambiente, fazendo com que a insercdo das NPs nos mais diversos
campos fique restrita (SALAM et al., 2012; CAUERHFF e CASTRO, 2013). Nesta
situacao, levanta-se grande interesse na busca por rotas alternativas de sintese mais
seguras e com menor efeito negativo ao meio ambiente e, dentre elas, a sintese verde
€ promissora. A sintese verde de NPs propb6e o aproveitamento de organismos
bioldgicos, ou partes deles, como oOrgaos, tecidos, células ou biomoléculas, como
substitutos de reagentes quimicos toxicos nas reacdes de sintese de NPs (IRAVANI,
2011). Essa rota de sintese tem uso de solventes de toxicidade baixa a nula, os quais
levam a um impacto ambiental baixo, porém, maiores estudos acerca dos impactos a

longo prazo que as nanoparticulas de prata podem causar devem ser investigados.
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Ademais, as NPs sintetizadas por essas rotas evidenciam biocompatibilidade e
biodegradabilidade. O custo de producéo € relativamente baixo e obtém-se um grande
rendimento. Plantas podem atuar como agentes quimicos redutores de sais metalicos
e como agentes estabilizantes das NPs, revestindo a superficie das particulas,
encurtando o seu crescimento e dificultando que se agrupem (INGALE, 2013).
Nanoparticulas de prata (AgNPs) vém sendo comumente utilizadas devido as suas
propriedades antimicrobiana e maior area de superficie (DORIA et al., 2012). Dentre
o modo de acao ja caracterizado pelas AgNPs destaca-se a inibicdo da respiracao, a
alteracdo no funcionamento de enzimas/proteinas e a interferéncia negativa da
replicacdo celular devido a interacdo da nanoparticula com o fosforo do DNA
(PRATHNA et al. 2011).

A caracterizacdo estrutural e fisico-quimica das NPs é feita por meio de
equipamento de espalhamento de luz dinamica (DLS), espectrofotdmetro e
Microscopio Eletronico de Transmissao (MET). Por meio do DLS é possivel obter
dados de didametro hidrodinAmico (DH), indice de polidispersividade (Pdl) e
determinacdo de carga de superficie (potencial Zeta). E preferivel que as NPs néo
ultrapassem a medida de 100nm e que seu indice de polidispersividade esteja proximo
de 0, o que indica que maior monodispersividade e menor heterogeneidade. O valor
do potencial Zeta varia em modulo, que potencializa uma maior repulsdo eletrostatica
e, consequentemente uma menor tendéncia a agregacéo e sedimentacao entre as
particulas quando os valores sé@o altos. (SILVA et al 2017). Kalaiselvi et al (2017)
demonstraram a efetividade de AgNPs sintetizadas usando extrato de duas plantas
tropicais (Azadirachta indica e Curcuma longa) contra 0os nematoides do género
Meloidogyne. Apds exposicdo das AgNPs sintetizada utilizando diferentes
concentragdo de extrato de A. indica (1 mg/L, 3 mg/L, 5 mg/L, 7 mg/L and 10 mg/L) e
C. longa (0,01 mg/L, 0,03 mg/L, 0,05 mg/L e 0,07 mg/L) por 24, 48 e 72 horas, notou-
se que os 200 juvenis de segundo estadio recém-eclodidos apresentaram grande
indice de mortalidade. A concentracéo letal de AgNPs utilizando A. indica gira em
torno de 6.22 mg/L e 0.54 mg/L para C. longa apos 72 h. Assim, o indice de letalidade
foi maior quando os nematoides foram expostos as NPs sintetizadas com C. longa.
El-Deen e El-Deeb (2018) utilizaram da mesma rota de sintese verde para AgNPs
utilizando gengibre (Zingiber officinale) como precursor para redugdo das
nanoparticulas contra a infeccado de M. incognita em tomate. Apés tratamento de solo
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com as AgNPs em concentracdes de 1,0, 0,50 e 0,25 mM, notou-se maior crescimento
das plantas, apresentando poucas ou até mesmo nenhuma galha, além do niumero de
massa de ovos ter sido reduzido significativamente. Nao se observou diferencga
estatistica entre as concentracdes utilizadas. Khan et al (2021) também comprovou
eficiéncia de AgNPs na inibicdo de eclosdo de ovos de M. incognita apds ficarem em
contato por 48 horas. O uso de AgNPs no controle de P. brachyurus ainda se mostra
um desafio tendo em vista que séo organismos de maior complexidade, uma vez que
ndo formam nenhum tipo de célula de alimentacéo especializada e grande parte dos
estudos anteriores se voltam para o género Meloidogyne spp. E necessario
compreender se o controle de P. brachyurus por meio de AgNPs é viavel e eficiente,
além de entender os mecanismos de acdo destas nanoparticulas nas estruturas deste

nematoide.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Extrato de folhas de soja

Plantas sadias de soja foram mantidas na casa-de-vegetacao da Universidade
de Brasilia, Campus Darcy Ribeiro, Asa Norte, Distrito Federal, Brasil, por 80 dias. As
folhas das plantas foram cortadas, lavadas com detergente neutro e enxaguadas com
agua destilada em abundancia. Apos as folhas secarem em temperatura ambiente,
essas foram guardadas em um saco plastico e mantidas a -20°C. Para a preparacéo
do extrato, dois gramas de folha foram cortados e adicionados a 20 mL de agua
ultrapura em estado de ebulicdo por dois minutos. O extrato foi filtrado através do
papel filtro Qualy n° 7 (14 um) (Qualy Comercial Eireli, Passos, MG, Brasil) com auxilio
de um funil. Posteriormente, o extrato aquoso, de coloracéo verde clara, das folhas

filtrado foi usado para sintese de AgNPs.
4.2 Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas

A sintese verde de AgNPs foi realizada no Laboratorio de Nanobiotecnologia
(LNANO) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Para a sintese verde das
nanoparticulas de prata, nitrato de prata (AgNO3) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
foi usado como o metal precursor em solucdo aquosa na concentragéo final de 2 mM
apos a diluicdo. A sintese das nanoparticulas foi realizada variando as concentracées
de extrato vegetal de 3,12 e 6,25 mg/mL, nomeadas como 3.12AgNP e 6.25AgNP,
respectivamente, pois foram as que obtiveram melhor resultado em sinteses
anteriores, apresentando melhor formacdo de nanoparticulas, melhor diametro
hidrodindmico e melhor estabilidade coloidal. Uma sintese prévia foi realizada para
definir as melhores concentragdes de extrato vegetal. O teste foi conduzido utilizando
concentracdes de 0,39; 0,78; 3,12; 6,25; 25 e 50 mg/mL (Figura 2).

Foi feita a diluicdo do extrato aquoso estoque nas concentracdes mencionadas e seus
respectivos controles, deixando em banho maria por 2,5 h a 65°C. Cada amostra foi
colocada em tubo Falcon devidamente identificado, e protegido com papel aluminio
para evitar incidéncia luminosa, e em sequéncia foi bem vedado para evitar qualquer
tipo de vazamento. As AgNPs foram armazenadas a 4°C para posterior caracterizagao

e realizacdo dos testes de atividade bioldgica in vitro e in vivo. A formacao de AgNPs
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foi avaliada em termos de mudanca de absorbancia no comprimento de onda entre
350 - 550 nm em espectrofotdmetro UV-Vis. A avaliacdo das AgNPs foi realizada em
triplicata e a metodologia de espalhamento de luz dinamico (DLS) foi utilizada para
determinar o diametro hidrodinamico (DH) das particulas, distribuicdo das populacdes
de tamanho das particulas pelo indice de polidispersividade (Pdl) e mobilidade
eletroforética para determinar o potencial Zeta. Para avaliacdo da morfologia das
AgNPs utilizou-se a Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) em equipamento
JEM-1011 (Jeol, TOquio, Japéo) localizado no Instituto de Biologia da Universidade de
Brasilia com uma tensédo de trabalho de 100 kv, e para investigar a acao e deposicao
das AgNPs nos fitonematoides foi utilizada a Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV).

4.3 Identificac&o e multiplicacdo de Pratylenchus brachyurus

Para obtencéo de isolados de P. brachyurus, plantas de soja com sintomas da
doenca foram coletadas no municipio de Luziania (16°20°17” S 47°44°29” O) em areas
com histérico da doenca no més de maio de 2019. Para extracdo dos nematoides,
seguiu-se o método de Coolen & D’Herde (1972). Com o auxilio de uma lupa, dez
fémeas adultas foram pescadas da solucéo e preservadas em solucdo Golden X,
conforme Hooper (1970) para a identificacdo morfolégica a nivel de espécie. A
identificacdo dos nematoides foi realizada por meio de microscopia de luz, observando
estruturas especificas do género P. brachyurus (Figura 6). Concomitantemente, uma
pequena quantidade da solugéo contendo os fitonematoides foi centrifugada por cinco
minutos em uma rotacao de 3500 rpm e, posteriormente, adicionada uma solucéo de
sacarose na concentracdo de 50% por 2 minutos por 1500 rpm. Apés a centrifugacao,
0 excesso de agua foi retirado e adicionou-se 50 mL de agua destilada contendo
ampicilina na concentracédo de 0,05 g/mL por 40 minutos. Ao final do procedimento,
750 fémeas do género Pratylenchus foram pescadas com auxilio de uma agulha de
acupuntura e adicionadas em um tubo de ensaio contendo uma solucao de antibiotico

na mesma concentracao de 0,05 g/mL.

Preparou-se também cilindros de cenoura (Daucus carota L.) para a
multiplicacdo dos fitonematoides. Os cilindros foram cortados e preparados pela
técnica de Moody et al. (1973), com modificacbes de acordo como foi descrito por

Gonzaga et al. (2006). Na camara de fluxo laminar, as cenouras foram mergulhadas
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em alcool etilico absoluto P. A e tiveram seus cilindros centrais cortados com ajuda
de um perfurador de metal. Todos os utensilios foram previamente flambados antes
de entrar em contato com o material. Os cilindros centrais retirados das cenouras
foram colocados em potes de acrilico devidamente autoclavados. Os potes foram
deixados por cinco dias a 28°C no escuro para acompanhar possiveis contaminacoes.
Uma vez que os cilindros ndo tenham indicio de contaminacdo, realizou-se a
inoculacdo dos nematoides axenizados no cilindro de cenoura. No total, 25 foram
inoculadas 25 fémeas de nematoides extraidos em fragmentos de cenouras e depois
mantidas em B.O.D em temperatura adequada para multiplicacéo e reproducéo (25°C)
dos fitonematoides durante dois meses no Laboratorio de Epidemiologia e Controle
do Departamento de Fitopatologia da UnB. Além do método das cenouras (MOODY
et al. 1973) a multiplicacdo também foi realizada em plantas de soja em casa-de-

vegetacdo do Departamento de Fitopatologia.

4.4 Extracdo dos nematoides para multiplicacdo e montagem do experimento in

vitro e in vivo

Para a realizagdo dos testes in vitro, P. brachyurus foram extraidos da raiz de
soja cultivada em casa-de-vegetacao utilizando a metodologia de Coolen e D’Herde
(1972) e os nematoides foram contados utilizando Camara de Peters. A metodologia
consiste em separar o solo das raizes, que séo lavadas e cortadas em 1 centimetro
de comprimento e trituradas no liquidificador por 1 minuto, imersas em agua da
torneira. A suspenséo é vertida sobre um conjunto de peneiras de 45 mesh sobreposta
a outra de de 150 e 500 mesh respectivamente. Na peneira de 45 mesh ficardo retidas
todas as impurezas e particulas maiores, que devem ser descartadas. A suspensao
retida na peneira de 500 mesh deve ser recolhida em tubo de centrifuga com auxilio
de pisseta com agua pois é esperado que os nematoides estejam nela retidos.
Posteriormente, aproximadamente 820 nematoides foram imersos em uma solugao
contendo diferentes concentracdes (10, 25, 100 e 250 uM) de AgNPs (6.25AgNP) por
48 horas a temperatura ambiente. Apos esse periodo de incubacéo, os nematoides
contidos na solucéo foram adicionados em funil de Baermann para a contagem de
individuos de P. brachyurus vivos que desceram pelo funil. O experimento foi repetido
em triplicata em um delineamento inteiramente casualizado. As analises estatisticas

foram realizadas no software R por meio do método equivalente Kruskal-Wallis.
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O estudo in vivo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
oito repeticdes. As plantas de soja foram inoculadas com 1000 nematoides no estadio
fenolégico V1, que acontece duas semanas ap0s a semeadura. Trés dias apés a
inoculacao, 6.25AgNP (100 e 250 uM) foi aplicada na rizosfera da planta. Apés 60
dias, os aspectos da parte aérea, das raizes e o fator de reproducdo (FR) dos
nematoides foram analisados usando ANOVA e o teste de Scott Knot (P<0,05).

Plantas sem aplicagdo de NPs e sem nematoide foram utilizadas como controle.
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Figura 1. Esquema de sintese verde de nanoparticulas de prata.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das AgNPs

A formacao das AgNPs foi indicada visualmente pela mudanca na coloragao

das suspensdes amareladas para amarronzadas e por meio da formacgéo de picos no
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comprimento de onda ~ 425 nm por espectrofotometria (Figuras 2, 3, 4). De fato, estes
meétodos sdo 0s mais utilizados para monitorar o sucesso da formacao de AgNPs. As
propriedades Opticas estdo diretamente relacionadas com o efeito de ressonancia
plasmdnica de superficie (RPS), o qual é altamente dependente da forma e tamanho
dos AgNPs (AMENDOLA et al. 2010). Os controles negativos do experimento, agua
ultrapura e os extratos vegetais, ndo deram qualquer indicio da formacé&o de estruturas
em funcdo do efeito de RPS e consequentemente néo formaram AgNPs. Como foi
possivel observar diferencas no RPS das NPs, esperava-se encontrar diferencas no
didmetro hidrodinamico das nanoparticulas com diferente concentracdo do extrato
vegetal. De fato, o extrato vegetal nas concentracdes de 3,12 e 6,25 mg/mL usados
como precursores para a formacdo das nanoparticulas apresentaram diametros
hidrodinamicos diferentes. Observou-se um diametro hidrodinamico de 104,4 e 73,5
nm para as nanoparticulas de 3.12AgNP e 6.25AgNP, respectivamente. Assim,
demonstrou-se a capacidade do extrato vegetal obtidos a partir de folhas de soja na

producao de AgNPs.

Para uma melhor caracterizacdo do tamanho e forma das nanoparticulas
sintetizadas, foi utilizada a técnica de MET, que demonstrou AgNPs de formato
variando de esféricas a cubicas, leve formacdo de aglomerados e com moderada

variacdo de tamanho (Figura 5).

Como também demonstrado por DLS, as suspensdes de AgNPs apresentaram
tamanho polidisperso com valores de Pdl proximos a 0,2, sendo considerado um valor
aceitavel e resultados similares foram observados para as 6.25AgNPs (0,22) e
3.12AgNPs (0,23) (Tabela 1). Em geral, o valor encontrado em Pdl néo foi diferente
do observado na literatura quando se realiza a sintese de nanoparticulas de prata por
meio de rotas verdes (MURDOCK et al. 2008). Com relacdo ao potencial Zeta, as
AgNPs tiveram um valor negativo que variou de -23,3 a -25,1 mV (Tabela 1). Baseado
nesses valores, considera-se que as particulas tenham moderada estabilidade
coloidal, uma vez que apresentam repulsdo eletrostatica muatua suficiente para
assegurar a estabilidade da suspenséo, sendo essa caracteristica interessante para
aplicacado deste produto em campo. Como sO foi realizada a sintese de AgNPs

utilizando apenas em duas concentracdes de extrato vegetal de folha de soja € dificil
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extrapolar a correlagdo com o aumento ou diminuicdo do tamanho, Pdl e potencial

Zeta com 0 aumento da concentracao do extrato.

Figura 2. Primeira sintese completa exibindo diferentes coloracdes para cada

concentracao, prata livre e extrato aquoso.

Figura 3. Prata livre (AgNO3) e nanoparticulas de prata sintetizadas usando 3.12 e

6.25 mg/mL de extrato vegetal de folhas de soja, respectivamente.
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Figura 4. Curvas de absorbancia das nanoparticulas de prata na concentracdo 3.12
(3AgNPs), extrato aquoso vegetal como controle (3E e 6E), 6.25 (6AgNPs) e prata
livre obtidas por sintese verde com extrato de folhas de soja a 65°C por 2 horas.

Tabela 1. Caracteristica fisico-quimica das nanoparticulas de prata sintetizadas com
3.12 (3.12AgNP) e 6.25 (6.25AgNP) mg/mL de extrato de folha de soja obtidas por
espalhamento de luz dindmico para obtencdo do diametro hidrodinamico, indice de
polidispersividade (Pdl) e potencial Zeta.

Nanoparticulas Tamanho (d.nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
Ag* 674,0 0,575 -19,1
3.12AgNP 104,3 0,237 -25,1

6.25AgNP 73,5 0,229 -23,3
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Figura 5. Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de transmissdo das
nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas utilizando 3,12 mg/mL (A), 6,25 mg/mL

(B) de extrato aquoso de folha de soja.

5.2 Identificacdo dos isolados de P. brachyurus e propriedade bioldgicas das
AgNPs in vitro e in vivo

Os isolados de P. brachyurus foram identificados por meio de microscopia de
luz, observando caracteristicas especificas como posicdo da vulva mais na parte
posterior do corpo e formato do estilete (Figura 6). As 6.25AgNPs foram escolhidas
para realizagcao do teste in vitro por terem apresentado menor diametro hidrodinamico.
Para a avaliagdo da atividade nematicida das nanoparticulas em contato com os
nematoides, contou-se os nematoides que passaram pelo funil de Baermann (Figura
5 e 6). Como ndo houve normalidade dos dados obtidos, utilizou-se o método
estatistico de Kruskal-Wallis e para a comparacdo dos grupos utilizou-se o teste
pairwise.wilcox.s. Uma reducdo significativa foi observada na contagem dos
fitonematoides que estavam em contato com as nanoparticulas (10-250 pg/mL) e
passaram pelo funil comparado aos que estavam em contato com agua (p-value =
1,52)). As concentracdes de 25 pg/mL, 100 ug/mL e 250 pg/mL se diferenciam apenas
do controle e 10 ug/mL se diferencia de todos, tornando 25 pg/mL a concentracao
mais viavel. (Figura 7 e 8). Resultados similares foram observados quando AgNPs
sintetizadas utilizando Pseudomonas aeruginosa aumentaram a mortalidade da
populacdo de Meloidogyne spp. apos exposicdo a AgNPs nas concentracfes de 200
e 250 pyg/mL por 40 min (ALMAGHRABI et al., 2013). A aplicagéo in vitro das AgNPs
nas raizes das plantas reduziu o FR em 64-65% (Figura 7).
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Figura 6. Espécime de Pratylenchus brachyurus identificado por microscopia de luz

oriundo das amostras de campos de cultivo comercial de soja na cidade de Luziania-

GO.

Figura 7. Quatro diferentes concentrac¢des (10, 25, 100 e 250 ug/mL) da nanoparticula
de prata sintetizada com 6.25 mg/mL de extrato aquoso de folha de soja (6.25AgNP)
em contato com fémeas de P. brachyurus em temperatura ambiente por 48h no

Laboratorio de Epidemiologia da Universidade de Brasilia.
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Figura 8. Abundancia de nematoides apds finalizacdo do experimento in vitro em
contato com nanoparticulas de prata sintetizado com 6,25 mg/mL de extrato aquoso

de folha de soja (6.25AgNP) * Diferenca estatistica com p>0,05.

A quantidade de nematoides nas raizes apos o periodo do experimento foi
reduzida consideravelmente quando comparada com as plantas sem nanopatrticulas,
apesar do fator de reproducédo ter sido maior que um, o que pode ser atribuido a
cultivar de soja plantada. O coeficiente de variacdo experimental (CV%) indicou boa

precisao experimental.

Tabela 2. Resultado do experimento in vivo apds 60 dias de contato das AgNPs com
as raizes, sendo T1 com AgNPs 100 pM, T2 AgNPs 250 uM, T3 plantas com

nematoides sem nanoparticulas e T4 plantas sem nematoides.

Trat Altura PPA  N°folhas PR Tnema N/graiz FR
T1 62,792 27,572 19,002 10,718  1592,38> 190,48 1,59°
T2 58,792 24,577 19,292 8,712 1674,40° 215,81° 1,67°
T3 61,71 30,000 21,002 11,712  4596,66° 457,92 4,6°

T4 64,98% 28,507 16,502 11,752 0,002 0,00* 0,00%
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CV (%) 10,58 26,61 16,51 37,34 49,56 58,58 38,44

Figura 9. Imagem fotografica das plantas durante o experimento in vivo para avaliacao
das nanoparticulas de prata sintetizadas utilizando 6,25 mg/mL de extrato aquoso de
folha de soja (6.25AgNP) depositadas diretamente em contato com as raizes de soja.

5.3 Modo de acdo das AgNPs sob os fitonematoides

Pela observacédo das imagens em MEV, acredita-se que as AgNPs se depositam
inicialmente na cuticula dos nematoides. No entanto, ndo foi possivel identificar
alteracado na cuticula pelo periodo em que ficou submetido a agéo de AgNPs. Acredita-

se que as AgNPs entrem no corpo do nematoide pelo estilete.
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Figura 10. Imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) apos os
nematoides apdés 48h de exposicdo em solucdo das nanoparticulas de prata
sintetizadas utilizando 6,25 mg/mL de extrato aquoso de folha de soja (6.25AgNPs)
na concentragdo de 250 pM. Regido anterior, cuticula e corpo inteiro de P. brachyurus
exposto 48 horas a AgNPs. (C e D) regido anterior e cuticula de P. brachyurus sem

exposicao a nanoparticulas.

6. CONCLUSOES

Demonstrou-se que extratos aquosos de folhas de soja foram eficientes para a
sintese de AgNPs quando utilizadas nas concentracdes de 3,12 e 6,25 mg/mL. Os
didmetros hidrodindmicos dessas nanoestruturas estiveram de acordo com o
esperado (<100 nm), formato esférico e apresentaram polidispersividade
moderada.Pode-se observar a eficiéncia das 6,25AgNPs na acdo nematicida a P.
brachyurus nas concentracfes testadas de 25, 100 e 250 uM, porém, é preferivel
utilizar a concentracao de 25 uM por demonstrar a mesma eficacia que concentracfes

mais elevadas.

Na avaliacdo in vivo, foi possivel perceber boa reducdo do numero de
nematoides na raiz, o que confirma o efeito das AgNPs em plantas de soja.
Experimentos adicionais serdo realizados futuramente para estudar a estabilidade das
AgNPs ao armazenamento, e mais concentracées que possam vir a ser utilizadas para
obtencdo do mesmo efeito nematicida. Trata-se de uma alternativa verde e
sustentavel que pode ser explorada no campo de ciéncias agrarias para incorporacao

destes sistemas nanoparticulados na agricultura.
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