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PREISLER, Ana Cristina. Estudo do modo de ag¢ao de atrazina nanoencapsulada
em plantas de mostarda. 2021. 74 f. Dissertacdo de mestrado (Agronomia) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

As nanocapsulas de poli (e-caprolactona) (PCL) vém sendo utilizadas como um
sistema transportador eficiente de atrazina para o controle de plantas daninhas em
pré e em pods-emergéncia, potencializando a atividade herbicida e reduzindo os
danos ambientais em relagdo a atrazina comercial. Contudo, pouco se tem de
informacédo sobre o modo de acdo da nanoatrazina, sobretudo em relagcédo a sua
absorcao e translocagao pelas plantas. Objetivou-se com este trabalho avaliar o
modo de agado das nanocapsulas poliméricas de PCL contendo atrazina, visando
compreender por que elas potencializam a atividade do herbicida tanto em raiz (pré)
quanto em folhas (pds-emergéncia). O experimento foi conduzido utilizando a
mostarda (Brassica juncea) como planta modelo. Os tratamentos utilizados foram
agua (controle), nanocapsulas de PCL sem atrazina (NC), nanocapsulas de PCL
contendo atrazina (NC+ATZ) e atrazina comercial (ATZ). Seus efeitos sobre a
atividade do fotossistema Il (FSII) e parametros fitométricos foram avaliados. Para
um melhor entendimento da atividade pré-emergente, foram realizados ensaios
aplicando as formulagdes em solos contrastantes (argiloso e médio arenoso) e em
sistema de hidroponia. Em praticamente todos os casos (exceto no solo médio
arenoso), a inibicao da atividade do FSII foi maior e mais rapida em folhas de plantas
tratadas com NC+ATZ em relagdo a ATZ. Ensaios com nanocapsulas contendo
sonda fluorescente demonstraram a eficiéncia na absorgdo pelas raizes logo na
primeira hora apds aplicagéo e a translocagéo pelo xilema, identificando a presencga
da fluorescéncia nas folhas. Para avaliar os mecanismos envolvidos na atividade
pos-emergente da nanoatrazina, as formulagdes foram aplicadas localmente na
regido central de uma folha. NC+ATZ levou a uma maior inibicdo da atividade do
FSIl que ATZ nao apenas no local de aplicagao, mas também na base e no apice da
folha tratada e mesmo em uma folha ndo tratada, indicando um aumento da
absorcdo e translocacdo da atrazina nas folhas devido a nanoencapsulagdo. O
tratamento com fusicocina (que aumenta a abertura estomatica) aumentou a
diferenga entre os efeitos de NC+ATZ e ATZ na atividade do FSIl, o que sugere a
importancia dos estdmatos como uma via de entrada da nanoatrazina nas folhas. De
uma forma geral, esses resultados permitiram obter um melhor entendimento do
modo de acdo da nanoatrazina tanto em pré quanto em pds-emergéncia. Ainda séo
necessarios estudos mais detalhados quanto a influéncia do solo a fim de corroborar
mais com a absorcdo do nanoherbicida pelas raizes e translocacado para a parte
aérea, bem como a importancia dos estdbmatos para absorcéao foliar.

Palavras-chave: nanotecnologia; fotossintese; herbicida; plantas daninhas.
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atrazine in mustard plants. 2021. 74 p. Dissertagdo de mestrado (Agronomia) —
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ABSTRACT

Poly (e-caprolactone) (PCL) nanocapsules have been used as an efficient atrazine
transport system for weed control in post and pre-emergence, reducing
environmental damage and potentiating herbicidal activity compared to free atrazine.
However, little is known about the mode of action of nanoatrazine, as well as its
absorption and translocation by plants. The purpose of this work was to evaluate the
mode of action of polymeric PCL nanocapsules containing atrazine, aiming to
understand why they potentiate the activity of the herbicide in the roots both (pre-
emergence) and leaf (post-emergence). The experiment was conducted using
mustard (Brassica juncea) as a model plant. The treatments used were water
(Control), PCL nanocapsules without atrazine (NC), PCL nanocapsules containing
atrazine (NC + ATZ), and commercial atrazine (ATZ), and their effects on
photosystem Il (PSII) activity and phytometric parameters were followed up. For a
better understanding of the pre-emergent activity, tests were carried out applying the
formulations in contrasting soils (clayey and sandy) and a hydroponic system. In
virtually all cases (except for no sandy soil), the inhibition of PSII activity was greater
and faster in leaves of plants treated with NC+ATZ compared to ATZ. The
experiments with nanocapsules containing a fluorescent probe demonstrated the
efficiency of absorption by the roots in the first hour after application and
translocation by the xylem, identifying the presence of fluorescence in the leaves. To
assess the mechanisms involved in the post-emergent activity of nanoatrazine, the
formulations were applied locally in the central region of a leaf. NC + ATZ led to
greater inhibition of FSII activity than ATZ not only at the place application but also at
the base and apex of the treated leaf and even on an untreated leaf, indicating an
increase in atrazine absorption and translocation in the leaves due to
nanoencapsulation. Tests with fusicoccin (which increases stomatal opening)
increased the difference between the effects of NC + ATZ and ATZ on FSII activity,
which suggests the importance of stomata as a pathway for nanoatrazine to enter the
leaves. In general, these results allow a better understanding of the mode of action of
nanoatrazine both in pre and post-emergence. Studies are still needed regarding the
influence of the soil to corroborate the greater with the absorption of the
nanoherbicide by the roots and translocation to the shoot, as well as the importance
of the stomata for foliar absorption.

Keywords: nanotechnology; photosynthesis; herbicide; weed.
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1 INTRODUGAO

A busca por maior produtividade dentro da agricultura esbarra em
problemas como a ocorréncia de plantas daninhas, prejudicando o desenvolvimento
da cultura, podendo até ocasionar redugao na produtividade. O uso de herbicidas
desempenham um papel importante neste cenario, sendo o método mais utilizado no
controle de planta daninhas. Entre o grupo das triazinas, a atrazina € a mais utilizado
no controle em pré e pds-emergéncia, sendo muito empregado em paises como
Estados Unidos, China e Brasil, que se destacam na producédo de milho (USDA,
2019).

Em numeros absolutos o Brasil € conhecido internacionalmente
como um dos paises que mais utiliza agroquimicos, com milhares de toneladas
sendo aplicadas nas areas agricolas durante todo o ano. A grande area cultivada de
forma intensa, com até trés safras anuais, somada ao clima tropical favorecem para
a grande ocorréncias de pragas, incluindo plantas daninhas, o que resulta em
necessidade de agroquimicos para o seu controle. Porém, sabe-se que o uso
indiscriminado desses agroquimicos acarreta problemas de contaminagdo ambiental,
efeitos deletérios em culturas subsequentes mais sensiveis e a selegao de plantas
daninhas resistentes. Nesse sentido, é indispensavel para a agricultura o
desenvolvimento de tecnologias que visem minimizar o impacto causado por essas
moléculas sem ocasionar quedas na produtividade das culturas.

No cenario atual, a nanotecnologia vem ganhando espago como
uma estratégia promissora para o carreamento de moléculas de grande importancia
agricola. Isso porque a nanotecnologia pode aumentar a eficiéncia na entrega dos
compostos ativos ao alvo de interesse e proteger o composto de uma degradagao
acelerada, além de reduzir os impactos no ambiente e na saude humana. Em
trabalhos realizados com nanocapsulas de poli-(e-caprolactona) (PCL) contendo
atrazina, foi possivel observar eficiente atividade herbicida em pré e em pods-
emergéncia de plantas daninhas, nos quais a atrazina nanoencapsulada apresentou
atividade herbicida 10 vezes superior em relagdo a atrazina comercial (OLIVEIRA
et.al., 2015a; SOUSA et al., 2018; PREISLER et al.; 2020). No entanto, os modos
pelos quais a nanoatrazina interage com as plantas de forma a resultar em maior
eficiéncia ainda devem ser avaliados.

Nesse sentido, a utilizacdo de nanocapsulas marcadas com sonda



fluorescente constitui uma estratégia importante para o melhor entendimento da
interacdo com as plantas, principalmente se forem analisadas em conjunto com seus
efeitos fisiologicos na planta.

Portanto, tem-se como objetivo avaliar o modo de acdo das
nanocapsulas poliméricas de PCL contendo atrazina aplicadas tanto em raiz (pré-
emergéncia) quanto em folhas (pds-emergéncia) em plantas de mostarda. Espera-se
responder a seguinte pergunta: por que a nanoencapsulagéo potencializa a atividade

herbicida da atrazina na raiz (pré-emergéncia) e na folha (pés-emergéncia)?

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BRASSICA JUNCEA (L.) CzERN

A mostarda-marrom ou mostarda-indiana (Brassica juncea (L.)
Czern.) é uma planta herbacea de porte ereto e altura de até 1,5 m. Suas folhas
apresentam coloracao verde-clara, sao largas, ovaladas e com a borda levemente
serrilhada e crescem de forma alternadas. A inflorescéncia se da na forma de
racemos. As sementes sao esféricas, podendo variar de 2 a 2,5 mm de didmetro.
Apresenta um sistema radicular formado por uma raiz principal e muitas raizes
secundarias. Possui estbmatos em ambas as faces das folhas. Pertence a familia
Brassicaceae, com ciclo vegetativo de 70 a 80 dias, podendo ser cultivada tanto sob
irrigagcao quanto em sequeiro. A espécie tolera precipitacdo anual de 500 a 4200
mm, temperatura de 15 a 25 °C e uma acidez de solo entre 5,5 e 6,5 (ABCSEM,
2001; SHEKHAWAT et al., 2012; SOUZA et al., 2017; SINAVIMO, 2020; CEAGESP,
2020).

As cultivares mais plantadas sdo Lisa da Flérida e Lisa de Iraja.
Pode ser cultivada por mudas ou sementes. Apos o plantio, que € indicado entre os
meses de abril-julho, o inicio da colheita pode ser entre 45 e 60 dias (EMBRAPA
HORTALICAS, 2010).

A mostarda € um condimento muito utilizado em diversas regides do
mundo, tanto na forma in natura através do consumo das folhas, quanto na forma
industrializada, através 6leos, chas e extratos. Porém, especialmente na india, é
considerada uma importante oleaginosa, sendo cultivada em diversas regides. Além

disso, € uma importante fonte de renda para os pequenos produtores (SHEKHAWAT



et al., 2012; de SOUZA MADALENA et al., 2017; GUPTA et al., 2019). O Canada se
destaca como maior produtor e exportador de sementes de mostarda nos ultimos
anos, atingindo uma produgdo de 27.600 toneladas na safra de 2019
(GOVERNMENT OF ALBERTA, 2020).

Além da importancia econdmica e cultural da mostarda para
algumas regides, a espécie vem sendo utilizada como planta modelo nos ultimos
anos para pesquisas com nanocapsulas como sistemas carreadores (PEREIRA et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015a; BOMBO et al., 2019). Embora ndo seja uma
planta daninha, a espécie é facil de ser cultivada, tem um crescimento rapido e é
sensivel ao herbicida atrazina, sendo um dos motivos para ser usada nesse
trabalho. A mostarda é semelhante a uma espécie de planta daninha relevante nas
areas de produgdo agricola, a nabica (Raphanus raphanistrum L.), também
pertencente a familia Brassicaceae. Além disso, ha relato da eficiéncia no controle
de R. raphanistrum utilizando nanoparticulas lipidica sélidas contendo atrazina e
simazina (de OLIVEIRA et al., 2015).

2.2 PLANTAS DANINHAS E CONTROLE QUIMICO

O Brasil apresenta alta representatividade em termos de producéao e
exportacado de grdaos como soja e milho. Segundo a FAO, as exportagbes de milho
do Brasil tiveram um aumento na safra 2019/20 por volta de 29,5 milhdes de
toneladas, contabilizando 15% a mais do que em 2018/19 (FAO, 2019). No entanto,
a crescente demanda por maiores produtividades acaba esbarrando em problemas
tipicos de grandes extensdes agricultaveis em todo o mundo. Um exemplo é a
infestagdo de plantas daninhas (PD), que desde os primeiros estagios competem
diretamente com a cultura por agua, luz e nutrientes, fazendo-se necessario o uso
de herbicidas para o controle (DIAS et al., 2010; CASTRO et al., 2011).

As PD sao conhecidas pela alta capacidade de colonizacdo em
diversos ambientes. S&o plantas consideradas agressivas, capazes de germinar
descontinuamente e possuem estratégias distintas para dispersdo de sementes a
curta e longas distancias, garantindo a perpetuacado da espécie (PITELLI, 1987).
Devido as caracteristicas agressivas, a presenca de PD nas areas agricolas limita o
aproveitamento dos recursos naturais pelas culturas, podendo ocasionar resultados

indesejaveis, como redugdo do porte da planta, produtividade reduzida e baixa



qualidade graos, sementes, folhas e frutos. Além disso, as PD podem atuar
indiretamente como hospedeiras de pragas e doengas, que sao tdo ou mais nocivos
as culturas, isto porque esses agentes ja podem estar estabelecidos na propriedade
antes mesmo do estabelecimento da prépria cultura, acelerando a sua disseminagao
(BRAZ et al., 2016; MACIEL et al., 2017). E valido salientar que conhecer as
espécies invasoras, assim como o grau de interferéncia sob a cultura (ou seja, a
reducdo da produtividade provocada pela presenga de plantas daninhas) é
fundamental para decidir quando controlar e quais estratégias de controle adotar
(VIDAL et al., 2005).

Para o controle de PD em areas agricolas, estratégias de manejos
culturais, biolégicos, mecanicos e quimicos geralmente sdo utilizados em conjunto
para tentar evitar as perdas por matocompeti¢cdo, caracterizando o Manejo Integrado
de Plantas Daninhas (MIPD). Porém, essas estratégias podem variar conforme o
ambiente em que se encontram, o tipo de cultura, os recursos disponiveis e o
sistema de cultivo empregado (ZISKA, 2016). Nas ultimas décadas, os herbicidas
assumiram rapidamente o papel como principal método de controle nos diversos
sistemas agricolas, inclusive em regides em desenvolvimento, devido a alta
eficiéncia, baixo custo de investimento, seletividade, redu¢cdo da mao-de-obra e,
consequentemente, maiores produtividade e qualidade do produto final (ZISKA,
2016; NANDULA et al., 2019). E valido ressaltar que a eficiéncia do herbicida
também esta relacionada a umidade do solo e do ar, temperatura e época de
aplicacao (ROMAN et al., 2005).

Os herbicidas sdo compostos quimicos de baixa massa molecular,
que se ligam a sitios especificos nas plantas, desencadeando uma série de eventos
que podem retardar ou inibir seu crescimento e desenvolvimento, levando a morte.
Eles podem ser seletivos (ou seja, controlam apenas algumas espécies) ou entdo de
amplo espectro (eficazes para um grande numero de espécies). A seletividade pode
ser relacionada na maioria das vezes ao processo de metabolizagao e detoxificagcao
dos herbicidas, ja que algumas espécies conseguem rapidamente inativar o
ingrediente ativo em metabdlitos biologicamente inativos. Este processo segue as
fases de conversao, conjugacao e compartimentalizacdo. Na fase de converséo, as
moléculas passam por alteragdes na estrutura quimica, tais como oxidagao, reducao
e/ou hidrélise, principalmente pela agdo de enzimas citocromo P450 monoxigenases.

Na fase de conjugagao, muitas moléculas de herbicida ou do metabdlito resultante



da fase anterior sdo conjugadas com agucares, aminoacidos ou glutationas através
de enzimas como glutationa-S-transferases (GST) ou por glicosiltransferases (GTs),
resultando em produtos menos toxicos. Ja na fase de compartimentalizacdo, o
herbicida ou seus metabdlitos sdo transportados para o vacuolo, ocorrendo o
processamento completo dos compostos (DAYAN et al., 2019, YUAN et al., 2007).

Embora os herbicidas possam ser classificados de forma geral
quanto ao seu mecanismo de acao (sitio de atuagcdo), a classificagdo
internacionalmente aceita segundo o HRAC (Cémite de Acg&o a Resisténcia aos
Herbicidas) é quanto ao grupo quimico. Os grupos quimicos sao representados por
letras dentro da classificacdo e sdo formados por herbicidas com probabilidade de
apresentar comportamentos semelhantes. No caso de diferentes grupos quimicos
atuarem em um mesmo sitio, como o fotossistema Il por exemplo, a letra utilizada é
a mesma, no entanto uma nova subclasse vai indicar quais as formas de ligacédo da
proteina D1 (HRAC, 2020).

O mecanismo de agao refere-se ao processo bioquimico inicial que
ocorre no interior das células a serem inibidas pelo herbicida, podendo este ser
suficiente para a morte do organismo alvo. No entanto, sdo necessarios outros
processos metabdlicos para que ocorra o controle de forma eficiente e esse conjunto
de eventos é denominado de modo de agdao (MARCHI et al., 2008). Por exemplo, o
mecanismo de ac¢do do herbicida glyphosate € a inibicdo da enzima EPSPS (5-
enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato sintase). Ja 0 modo de acdo desse herbicida, de
forma simplista, poderia ser descrito a partir da sua absorgcédo, passando pela
translocacao pelo xilema e pelo floema, acumulo no cloroplasto, inibicdo da enzima
EPSPS, o que resulta na ndo producdo dos aminoacidos prolina, fenilalanina e
triptofano, culminando em paralisagcao na sintese protéica e crescimento da planta,
levando a clorose e necrose dos tecidos.

De forma geral, os herbicidas também podem ser divididos em pré-
emergentes (absorvidos por sementes que estdo germinando e estruturas jovens) e
pos-emergentes (absorvidos principlamente pelas folhas, mas também por caules,
flores e frutos), os quais podem ser de contato (atuam préximo ou mesmo no local
de absorgdo, apresentando baixa translocagado) ou sistémicos (quando ocorre o
transporte para outras regides da planta, seja via xilema ou via floema) (DAYAN,
2019).

Apesar de sua reconhecida importancia para a agricultura, o uso



inadequado e em larga escala de alguns herbicidas, assim como a sua degradagao
lenta, pode acarretar em danos ao meio ambiente, como a contaminagao dos rios,
lencois freaticos, espécies aquaticas, espécies de plantas ndo-alvo e a saude
humana, podendo gerar anomalias em fetos e problemas relacionados a reprodug¢ao
humana (COMBER, 1999; GAMMON et al., 2005; GUILETTE & IGUSHI, 2012 ;
VONBERG et al., 2014; CHEN et al., 2015). E importante salientar que, mesmo apos
cessar a exposigao ao herbicida, os efeitos no organismo podem ainda permancer
por um longo periodo (MACHADO et al., 2017). Dessa forma, fazem-se necessarios
estudos que busquem alternativas a fim de reduzir esses impactos sem perder a

eficiéncia dos produtos.

2.3 INIBIDORES DO FOTOSSISTEMA |l (FSII)

Os herbicidas inibidores do fotossistema Il (FSIl) séo
predominantemente pré-emergentes e tem agdo nos cloroplastos. No entanto,
podem ser utilizados em pos-emergéncia desde que o volume de calda seja
suficiente para uma boa cobertura da planta; isto porque a translocacdo desses
herbicidas & preferencialmente via xilema, sendo pouco translocados via floema.
Durante a fotossintese, a energia luminosa é captada através de um sistema de
complexos antenas de clorofilas e carotenoides, presente na membrana dos
tilacoides. Essa energia é transferida para o centro de reagcdo P680 no FSII, levando
a excitacao de elétrons. Esse elétron primeiramente é transferido para uma molécula
de feofitina que, em seguida, o transfere para as plastoquinonas (Qa e Qb). A
plastoquinona (Qa) liga-se a proteina D2 que, apds reduzida, doa elétrons para a
plastoquinona (Qb), a qual se liga a proteina D1. Com Qb reduzida, seus elétrons
sao transferidos para o complexo do citocromo b6f, seguindo a rota aciclica para o
FSI. Os herbicidas que inibem a atividade do FSII ligam-se ao sitio de ligagao (Qb)
da proteina D1, substituindo-a e com isso interrompendo o transporte de elétrons
para o FSI. Como consequéncia, ocorre a interrupcao da producdo de ATP e
NADPH e da fixagao do CO:. A interrupacao da cadeia transportadora de elétrons de
Qa para Qb gera um acumulo de elétrons excitados, promovendo a formacgéao
exagerada de espécies reativas de oxigénio e a indugdo de estresse oxidativo. A

oxidacédo de lipideos esta associada a danos as biomembranas e ao extravasamento
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do conteudo celular, levando a planta a morte (MARCHI et al., 2008; DAYAN et al.,
2019).

2.3.1 Atrazina

A atrazina (6-chloro-N2-ethyl-N4-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-
diamine) € um herbicida sistémico pertencente ao grupo dos triazinicos, com férmula
molecular CsH14CINs, de baixa solubilidade em agua (35 mg L' a 20°C) vinculada a
baixa polaridade (Kow log moderado de 2,7) e carater lipofilico (PPDB, 2020 ).

O herbicida é absorvido pelas raizes e translocado via xilema até a
parte aérea, onde atua interrompendo o fluxo aciclico de elétrons da fotossintese ao
inibir o FSII e como consequéncia reduz a sintese de ATP, NADPH e carboidratos e
promove o estresse oxidativo (HESS, 2000; REA et al., 2009; FRACETO et al.,
2012). Embora frequentemente utilizada como pré-emergente, a atrazina também
pode ser aplicada em pos-emergéncia, para o controle de plantas que estejam nos
primeiros estagios de desenvolvimento. Isso porque a atrazina apresenta pouca
translocacao via floema, sendo necessario o uso de algum adjuvante para aumentar
a absorgao foliar, além de um volume de calda elevado de forma a cobrir toda a
superficie da folha e da planta. Apesar de ser sistémico, quando aplicada em pos-
emergéncia, a atrazina atua como se fosse um herbicida de contato, apresentando
danos praticamente apenas nos tecidos em que foi aplicado (SILVA et al., 2013).
Macroscopicamente, € possivel observar sintomas como diminuicdo do crescimento,
clorose, necrose foliar e morte da planta (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011). Mesmo
em espeécies tolerantes a atrazina, como o milho, o acumulo do herbicida também
induz o estresse oxidativo e a resposta antioxidante, podendo reduzir o crescimento
em cultivares mais sensiveis quando em contato com concentragdes elevadas (LI et
al., 2012).

A atrazina é o segundo herbicida mais utilizado mundialmente para o
controle de plantas daninhas em pré e pds-emergéncia nas culturas de cana-de-
acucar, trigo, sorgo e milho, chegando ao consumo anual de 70 a 90 mil toneladas
(EHRSAM et al., 2016 ;SINGH et al., 2018). Considerando a importancia econémica
destas culturas, a atrazina vem sendo muito indicada para controlar plantas
invasoras como o caruru (Amaranthus spp.), papua (Urochloa plantaginea), capim-

amoroso (Cenchrus echinatus), capim-colchdo (Digitaria horizontalis), capim-pé-de-
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galinha (Elusine indica), guanxuma (Sida rhombifolia) e picdo-preto (Bidens pilosa)
(AGROFIT, 2020).

A quantidade e qualidade da matéria organica, a constituigdo mineral
e o pH do solo estao entre os principais responsaveis pelos processos de sor¢ao do
herbicida, sendo observada maior sor¢cdo em solos com baixos valores de pH, bem
como com elevado teor, hidrofobicidade e aromaticidade das substéncias humicas
na matéria organica (DANIEL et al., 2002; CELANO et al., 2008; MARTINAZZO et
al., 2011).

Devido ao uso intenso da atrazina e sua lenta degradagdo no meio
ambiente, tem-se intensificado a preocupacdo com a contaminacdo dos recursos
naturais e seus efeitos deletérios em espécies nado-alvo, incluindo o ser humano
(COMBER, 1999; GUILETTE e IGUSHI, 2012; VONBERG et al., 2014). Nos ultimos
anos, diversos estudos demonstraram o efeito negativo da atrazina sobre o
metabolismo e o desenvolvimento de espécies animais e vegetais em ecossistemas
aquaticos e até mesmo problemas relacionados a saude humana (DALTON;
BOUTIN, 2010; GUILETTE e IGUSHI, 2012). Alguns estudos indicam a potencial
capacidade da atrazina de interferéncia sobre os sistemas enddcrino e reprodutivo
(CARMO et al., 2013). Dessa forma, os problemas gerados pelo uso da atrazina

resultaram, por exemplo no banimento do herbicida dentro da Unido Européia.

2.4 NANOTECNOLOGIA NA AGRICULTURA

A nanotecnologia vem sendo reconhecida como tecnologia, ciéncia
e engenharia de materiais na escala nanométrica que estimula o crescimento de
aplicagbes industriais no campo de medicina, biotecnologia, ciéncia de materiais e
na agricultura. Nesses cenarios, a inovagao continua é necessaria em vista da
crescente demanda por alimentos e dos problemas diarios enfrentados dentro das
lavouras (PARISI et al., 2015).

A nanotecnologia tem-se tornado, nos ultimos anos, uma alternativa
promissora, incluindo aplicagdes em diversos setores. Na agricultura, pode contribuir
para a manipulagdo genética de plantas e para a liberagdo controlada de
agroquimicos (fertilizantes e pesticidas) utilizados em campo através de
nanocarreadores, otimizando o uso dos nutrientes e o controle de plantas daninhas,

pragas e doencas de forma a promover uma agricultura mais sustentavel com
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maiores produtividades (PARISI et al., 2015; WANG et al.,, 2016; LOWRY et al.,
2019; SINGH et al., 2020).

A nanotecnologia pode atuar ainda no solo através de sistemas que
melhoram sua qualidade seja aumentando a retengédo de agua através de hidrogéis
ou entdo utilizando nanomateriais para absorver contaminantes que estdo no
ambiente. Também pode ser aplicada em sistemas que estimulam a germinagao,
crescimento e desenvolvimento de plantas, seja através da liberagdo controlada de
horménios vegetais ou entdo de técnicas de revestimento de sementes como o
nanopriming, com intuito de proteger as sementes nas etapas de armazenamento e
melhorar o estabelecimento da cultura em campo. Além disso, também pode atuar
em dispositivos analiticos como o0s nanosensores para detec¢cdo de inseticidas,
fungicidas, e patogenos (SEKHON, 2014; WANG et al.,, 2016; FRACETO et al.,
2016, MAHAKHAM et al., 2017; USMAN et al.,2020; PEREIRA et al., 2021).

Os nanomateriais podem ter origens distintas, desde os mais
maleaveis, como os polimeros, ou também mais rigidas, como os nanotubos de
carbono, podendo ser incorporados a produtos com diferentes caracteristicas e
finalidades (KAH et al.,, 2018). Podem propiciar a entrega inteligente dos ativos,
reduzindo quantidades, aumentando eficiéncia e minimizando perdas (KHOT et al.,
2012; KAH et al., 2018; PASCOLI et al., 2018).

Entretanto, mesmo com estudos promissores, ainda existe uma
preocupagao quanto ao uso de nanocapsulas na agricultura, sendo necessario mais
pesquisas para melhor elucidar a interagcdo com as espeécies vegetais, como 0s
mecanismos de absor¢ao nas superficies aplicadas bem como comportamento no
ambiente. Além disso, os custos de produgdo para produtos nanotecnolégicos ainda
sdo elevados, o que dificulta a produ¢ao em escalas maiores (PARISI et al., 2015;
SINGH et al., 2020).

2.4.1 Nanoparticulas

Um polimero pode ser descrito como uma macromolécula no qual se
encontram centenas de unidades de mondmeros que se unem através de ligacoes
covalentes (CANEVAROLO, 2006; SOUTO et al, 2012). A sintese das
nanoparticulas poliméricas pode ser realizada com varios tipos de polimeros
sintéticos ou naturais biodegradaveis (KOLLARIGOWDA et al., 2017).
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Nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas como
nanocapsulas ou nanoesferas. Nas nanocapsulas existe um involucro polimérico em
torno de um nucleo oleoso, no qual os compostos quimicos sdo encapsulados. Ja
para as nanoesferas, toda a matriz € formada por polimero, podendo a substancia
ser encapsulada a essa matriz ou entdo ficar adsorvida na superficie dessa particula
(SOPPIRNATH; AMINABHAVI, 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003) .

De forma geral, o uso de nanoparticulas fornece diversas vantagens
na sua utilizagéo, isto porque permite um sistema de liberagdo gradual e sustentavel
do ingrediente ativo, melhorando sua solubilidade ou protegendo os compostos
bioativos contra uma rapida degradacdo. Podem ainda potencializar a eficiéncia
desses produtos, oferecendo melhores resultados com menores doses e numero de
aplicagdes, reduzindo o risco de contaminagdo ambiental e a toxicidade para seres
humanos e organismos nao-alvo (PASCOLI et al, 2018).

Diversos tipos de nanoparticulas incluindo poli (e-caprolactona)
(PCL), poli (acido lactico-co-glicolico) e nanoparticulas lipidicas solidas sdo capazes
de transportar a atrazina e outros compostos bioativos utilizados na agricultura,
como os fertilizantes, hormdnios vegetais, inseticidas e fungicidas, além de outros
herbicidas (GRILLO et al., 2012; CAMPOS et al., 2014; PEREIRA et al., 2014; de
OLIVEIRA et al., 2015a; SCHNOOR et al., 2018, KAH et al., 2018).

As nanoparticulas de PCL, por exemplo, também vem sendo
estudada para medicamentos e cosméticos (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010,
KATZ et al., 2015). Nas pesquisas médicas, atua como um importante sistema
nanocarreador em terapias contra o cancer de mama, favorecendo a penetracao de
medicamentos, além de auxiliar no diagndstico das células cancerigenas dentro do
corpo em comparagao com as drogas convencionais. Podem ainda reduzir a
resisténcia multipla de drogas encontradas em muitos medicamentos utilizados
durante o tratamento (MEI et al., 2009).

No setor de cosméticos também foi observado efeitos benéficos
como aumento na atividade antioxidante do acido lipdico. Esse efeito pode ser pela
melhora na estabilidade da formulagdo, assim como pela liberacdo controlada e
prolongada desse composto ( KULKAMP et al., 2011; KATZ et al., 2015 ).

As caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas poliméricas,
como carga superficial, tamanho, estabilidade e tipo de material, assim como o

principio ativo encapsulado, influenciam na interagcdo com a planta e na eficiéncia de
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entrega do produto (RICO et al.,, 2011 ; TRIPATHI et al., 2017; MIERNICKI et al.
2019).

Dentre as nanoparticulas, as que apresentam carga em sua
superficie resultam na estabilidade da formulagao, indicando menor probabilidade de
agregacao (GRILLO et al.,, 2012). Nguyen et al. (2016) demonstraram que o
potencial zeta também afeta fortemente a penetragcdo das nanocapsulas em folhas
de pimenta, podendo penetrar rapidamente em camadas profundas. Nanocapsulas
que apresentam superficie negativa tendem a penetrar particularmente mais rapido
do que aquelas que apresentam cargas positivas, pois a parede celular contém mais
compostos negativos, diminuindo a quantidade de nanocapsulas retidas no
apoplasto e assim facilitando seu transporte.

Também ha relatos com nanoparticulas de CeO2 em espécies como
tomate, arroz e milho, de que a maior eficiéncia na translocagcéo se da quando as
nanoparticulas apresentam cargas negativas em comparagdo com as de cargas
neutras ou positivas. Isso porque as interagcdes eletrostaticas nas células da
epiderme da raiz tendem a ser minimizadas quando as particulas estdo carregadas
negativamente, diminuindo o acumulo na superficie da raiz e tornando mais efetivos
a absorcgao e o transporte (ZHU et al., 2012; RICO et al., 2017; SPIELMAN-SUN et al
2019). No entanto, existem relatos de que superficies carregadas com cargas
positivas tém maior chance de induzir endocitose através das membranas celulares,
podendo com isso aumentar a absor¢gédo de nanoparticulas (WANG et al., 2016).

O tamanho das nanoparticulas também limita a absor¢do e o
transporte para as demais regides da planta. Por exemplo, paredes celulares,
plasmodesmos e as estrias de Caspary apresentam um limite de exclusdo maior em
relacdo as células da membrana e os feixes vasculares (WANG et al., 2016).
Considerando esses limites, em alguns trabalhos utilizando nanoparticulas nao
poliméricas (TiO2 NPs), com dimensdo aproximada de 30 nm, ndo se observa
absorcao pelas células da raiz de plantas de milho (Zea mays), provavelmente por
conta de serem maiores quando comparadas com o diametro dos poros
(plasmodesmos) presentes na parede celular. No entanto, em estudos utilizando
nanoparticulas de acido poli (latico-co-glicélico) (PLGA NPs) com aproximadamente
200 nm, foi possivel observar absorcao pelos espagos matriciais da parede celular
em videira (Vitis vinifera L.) (ASLI e NEUMANN, 2009; PALOCCI et al, 2017). Dessa


https://www-sciencedirect.ez78.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0147651317302440?via%3Dihub#bib26
https://www-sciencedirect.ez78.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0147651317302440?via%3Dihub#bib31
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forma, as caracteristicas fisico-quimicas de cada nanoparticula influenciam na sua
interacdo com a planta (BOMBO et al., 2019).

2.4.2 Atrazina Nanoencapsulada

A nanoatrazina foi sintetizada utilizando-se a poli-(e-caprolactona)
(PCL), um poliéster alifatico biocompativel que nado traz danos ao ambiente
(PEREIRA et al., 2014). Entre os polimeros sintéticos mais usuais e aprovados pela
Food and Drug Administration (FDA) dos EUA, a PCL ocupa um lugar importante por
ser biodegradavel e miscivel com outros polimeros, além de nao apresentar
toxicidade relevante (MEI et al., 2009).

Na agricultura, ensaios realizados in vitro evidenciaram a elevada
eficiéncia de encapsulagcao da atrazina e a alta estabilidade da formulagdo, assim
como a liberagdo gradual do herbicida pelas nanocapsulas. Foi possivel ainda,
através de testes de genotoxicidade em Allium cepa e células humanas, observar
que as nanocapsulas contendo atrazina apresentaram efeitos tdxicos menores em
relacdo ao herbicida nao-encapsulado (GRILLO et al., 2012). Isso também foi
observado em ensaios com alga Pseudokirchneriella subcapitata e com peixes
Prochilodus lineatus, indicando que a nanoencapsulagao protegeu os organismos
nao-alvo contra danos causados pela atrazina (GRILLO et al., 2012; PEREIRA et
al., 2014, CLEMENTE et al., 2014; ANDRADE et al., 2019).

As nanocapsulas de PCL contendo atrazina apresentaram eficiente
atividade herbicida em testes pos-emergéncia usando a mostarda, picao-preto
(Bidens pilosa) e caruru (Amaranthus viridis) como plantas alvo (OLIVEIRA et.al.,
2015a; SOUSA et al.,, 2018). Nesses estudos, foi demontrado para todas as
espécies que a atrazina nanoencapsulada na dose de 200 g ha' de ingrediente ativo
apresentou atividade herbicida semelhante a da atrazina comercial na dose
recomendada de 2000 g ha', mostrando que a eficiéncia no controle utilzando o
encapsulamento foi 10 vezes maior que o produto comercial (avaliada através da
inibicao da atividade do FSIl e da massa seca das plantas). Vale dizer ainda que, em
plantas de mostarda, quando utilizada a nanoatrazina na dose de 2000 g ha™', os
sintomas macroscopicos foram mais rapidos e mais intensos em comparagao com o
herbicida comercial na mesma dose, assim como a inibicdo do FSIl e a inducéo de

estresse oxidativo (OLIVEIRA et.al.,, 2015a). Para o picao-preto, apenas a
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nanoatrazina induziu diminuicdo no crescimento de raiz e caule (SOUSA et al.,
2018). De uma forma geral, as nanocapsulas sem o herbicida ndo apresentaram
efeitos fitotoxicos nas plantas avaliadas, apesar de ter sido detectada uma pequena
inibicao da atividade do FSIl em plantas de caruru pelo tratamento com
nanocapsulas sem o herbicida quando comparado ao controle com agua
(OLIVEIRA et.al., 2015a; SOUSA et al., 2018).

Recentemente em um trabalho com capim-amargoso (Digitaria
insularis), que é uma planta daninha relativamente tolerante a atrazina, observou-se
que a nanoencapsulagcado desse herbicida induziu a maior inibigdo da atividade do
FSIlI para as doses 2000 e 1000 g i.a ha' em comparagdo as mesmas doses
atrazina comercial, tornando mais eficiente o controle dessa daninha, principalmente
de plantas que apresentavam duas folhas expandidas. Esse trabalho corrobora o
que vem sendo observado quanto a eficiéncia da nanoatrazina, visto que a menor
dose do nanoherbicida foi tdo ou mais eficaz que a dose cheia do produto comercial
(SOUSA et al., 2020).

Além disso, foi possivel avaliar os efeitos da nanoatrazina na dose
padriao recomendada (2000 g ha-') em milho em pds-emergéncia, uma cultura néo
alvo de atrazina, de forma que ndo houve sintomas significativos que
comprometessem o desenvolvimento da planta até oito dias apds a aplicacéo das
tratamentos (OLIVEIRA et al., 2015b).

Outro estudo recente indica ainda que a nanoencapsulagao da
atrazina também potencializou o controle em pré-emergéncia do picao-preto. Pode-
se reafirmar que é possivel diminuir a concentragao do herbicida em 10 vezes sem
comprometer o controle dessa espécie de planta daninha. Além disso, nao houve
aumento dos efeitos residuais a longo prazo com a nanoencapsulagdo em uma
cultura sensivel como a soja, desde que respeitado o intervalo de segurancga para
aplicagéo (PREISLER et al., 2020).

Apesar desses resultados promissores, os modos pelos quais as
nanocapsulas de atrazina apresentam maior eficiéncia ainda nao foram elucidados.
Uma das hipoteses levantadas é que a nanoencapsulagdo melhora a absorgcao e a
translocacado da atrazina, favorecendo a sua entrega aos sitios de agado. Varias
questdes podem ser feitas: a) as nanocapsulas poliméricas de PCL sao absorvidas
pelas raizes e translocadas para as folhas via xilema?; b) a absorgao foliar pode ser

potencializada por ocorrer via estdbmatos?; c) pode ocorrer o transporte via floema
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para folhas jovens em formagao?

Portanto, baseado nas dificuldades em responder as perguntas
acima, € importante adotar estratégias e desenvolver metodologias que possam ser
utilizadas para estudar o modo de agdo da nanoatrazina tanto via foliar quanto pela

raiz.

2.5 ESTUDO DO MODO DE ACAO DA NANOATRAZINA

2.5.1 Nanocapsulas com sonda fluorescente

Existem algumas estratégias de funcionalizagdo de nanocapsulas
com sondas fluorescentes, como a ligacdo covalente da sonda ao polimero
(PRASAD et.al., 2017) ou a incorporacado da sonda a fase oleosa da nanocapsula
(BOMBO et al.,, 2019). A compreensado desta funcionalizagdao pode auxiliar no
entendimento da interacdo das nanocapsulas com as plantas.

Em estudos recentes com nanocapsulas poliméricas de zeina
(ZNPs) fluorescentes aplicadas em sistema de hidroponia, foi possivel observar a
adesdo e a absorcdao das ZNPs por raizes de cana-de-agucar e soja. Ainda,
identificou-se que uma fragdo de ZNPs foi translocada via xilema para a folha e que
isso ocorria conforme o0 aumento da dose de exposigédo, seguindo 0 mesmo padrao
da raiz, mas em quantidades inferiores (NGUYEN et al.,2016; PRASAD et.al., 2017).

Em um trabalho realizado recentemente com NPs de PCL
fluorescentes, pbde-se observar que a nanoatrazina aderiu a superficie da folha e
penetrou no mesofilo através dos hidatédios e estbmatos, o que poderia levar a uma
entrega mais eficiente da atrazina em seu local de acdo (BOMBO et al., 2019). A
regido dos hidatédios apresenta uma grande concentracdo de estdbmatos
modificados que se interligam diretamente com os feixes vasculares e, de fato, foi
possivel localizar as NPs fluorescentes nos tecidos vasculares. O potencial zeta
negativo das nanocapsulas de PCL pode ser favoravel a uma penetracao foliar mais
rapida do que as que apresentam potencial zeta positivo (BOMBO et al., 2019;
NGUYEN et al.,2014). Sendo assim, este trabalho sera importante pra elucidar se a
nanoencapsulacao favorece a absorcao via estbmatos da atrazina aplicada em pés-
emergéncia e se isso pode estimular a translocagdo do herbicida para outras
regides da planta.



18

Além disso, ainda se fazem necessarios estudos em pré-emergéncia
(aplicacdo em raizes e sementes) utilizando uma estratégia semelhante, que poderia
contribuir para um melhor entendimento da interagdo das nanocapsulas de PCL com
as plantas. Nesse contexto, € importante dizer que a nanoencapsulacdo pode
aumentar a mobilidade da atrazina no solo devido a diminuicdo da sorcdo de
atrazina as particulas do solo (SOUZA et al.,, 2019) o que poderia potencializar a
atividade herbicida na raiz (pré-emergente). No entanto, isso pode variar conforme
as caracteristicas de cada solo (Tabela 1). Por exemplo, solos com alto teor de areia
e 0 baixo teor de matéria organica tendem a apresentar menor sorgao de atrazina,
consequentemente disponibilizando uma maior quantidade de herbicida para as
plantas (MUDOO et al., 2011).

Tabela 1. Indicadores fisicos e quimicos utilizados para descrever a qualidade dos

solos com textura arenosa e solos com textura argilosa.

Solos arenosos Solos argilosos
Menor porosidade Maior porosidade
Maior macroporosidade Maior microporosidade
Boa drenagem e aeragéao Drenagem mais lenta e menor aeragéo
Menor densidade Maior densidade
Perde e ganha calor mais rapidamente Perde e ganha calor mais lentamente
Maior resisténcia a compactagao Menor resisténcia a compactagao

Menor capacidade de troca de cations (CTC) Maior CTC

Mais lixiviavel Menos lixiviavel
Maior eroséao Menor erosao
Preparo mecéanico facilitado Mais resistente a preparo mecanico

Fonte: Reinert et al. (2006)

2.5.2 Fusicocina

Considerando que alguns trabalhos mostram que a entrada da
nanoparticula pode ocorrer via estdbmato, a abertura estomatica induzida pela
fusicocina pode contribuir para ratificar essa proposta.

A fusicocina é uma toxina oriunda do fungo Fusicoccum

amygdali Del., que atua na abertura dos estdmatos, ativando continuamente a H* -
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ATPase da membrana plasmatica das células guarda (TURNER E GRANITI, 1969).
Akita et al. (2018) identificaram em seu trabalho com células-guardas agrupadas que
a abertura estomatica ocorreu de forma significativa no tratamento com fusicocina.
Outro trabalho recente identificou que a fusicocina € capaz de inibir os efeitos do
acido abscisico (ABA) ndo so6 blogueando o fechamento estomatico, mas também
reabrindo os estdbmatos que estavam fechados (HUANG et al., 2013). Além disso,
outros autores relataram que a fusicocina atua no crescimento, podendo ainda
acidificar as células da parede, aumentando o afrouxamento e assim facilitando o
crescimento celular (PIETRUSZKA, 2020).

Em conjunto com as nanocapsulas contendo sonda fluorescente,
essa droga pode ajudar a entender o modo de agdo da nanoatrazina quando

aplicada na folha.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 PREPARO DOS TRATAMENTOS

O preparo das nanocapsulas de PCL foi realizado utilizando o
protocolo descrito por Grillo et al. (2012). Basicamente, o método consiste na mistura
de uma fase organica em uma fase aquosa. A fase organica € composta pela
mistura de PCL (100 mg), mirytol 810 (triglicérides de acido caprico e caprilico, 200
mg), SPAN 60 (surfactante monoestearato de sorbitano, 40 mg) e atrazina (10 mg)
em acetona (30 mL). A fase aquosa (30 mL) foi preparada utilizando tween 80
(polissorbato 80 surfactante) a 2 mg mL-'. Para a formagédo das nanocapsulas,
ambas as solucbes foram misturadas lentamente pela insercdo da fase organica
sobre a fase aquosa (mantida sob agitagdo magnética). A suspensao final foi agitada
durante 10 min. Sob presséao reduzida, a acetona e a agua foram evaporadas até um
volume final de 10 mL, atingindo uma concentragdo final de atrazina de 1 mg mL"".
Como um controle, nanocapsulas de PCL foram preparadas sem a adicdo de
atrazina na fase organica.

As caracteristicas das nanocapsulas utilizadas nesse trabalho ja
foram descritas em estudos anteriores. As nanocapsulas com e sem atrazina sao

semelhantes. O tamanho aproximado € de 260 nm; o indice de polidispersividade
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(PDI) abaixo de 0,2; o potencial zeta cerca de -30 mV; e a eficiéncia de
encapsulagéo para a atrazina de 86,7% (GRILLO et al. 2012).

As nanocapsulas contendo a sonda fluorescente foram preparadas
adicionando o fluoroforo 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(lisamina
rodamina B sulfonil) (0,1% da massa PCL) a fase organica (BOMBO et al., 2019).

3.2 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO

O modelo de espécie alvo utilizado foi Brassica juncea (L.) Czern.
(Isla Sementes®), conhecida popularmente como mostarda-indiana. As plantas
foram inicialmente mantidas em casa de vegetacao no Centro de Ciéncias Biologicas
da UEL, sob condi¢des naturais de luz, umidade relativa e temperatura. Antes de ser
realizado o tratamento, as plantas foram transportadas para o laboratério, com
luminosidade controlada em cerca de 200 pmol m2 s, temperatura ambiente,
fotoperiodo de 12 h e, quando em solo, irrigagcdo controlada manualmente,
mantendo-o proximo a capacidade de campo. Os tratamentos foram aplicados para
todos os ensaios apos um periodo de aclimatagdo de no minimo cinco dias no

laboratorio.

3.3 TRATAMENTOS E METODOLOGIAS

Foram realizados seis ensaios no total, sendo quatro para avaliar a
absorcao radicular e dois para avaliar a absorcéo foliar. Em todos os ensaios (exceto
para os itens 3.3.3 e 3.3.5), foram utilizados os seguintes tratamentos em
delineamento experimental inteiramente casualizado: agua (controle), nanocapsulas
de PCL sem atrazina (NC), nanocapsulas de PCL contendo atrazina a 1 mg mL""
(NC+ATZ) e atrazina comercial (Gesaprim 500 CG) fornecida pela Syngenta
(Syngenta Co. Ltd., Brasil), a 1 mg mL" (ATZ). Em todos os ensaios, os tratamentos
foram aplicados no inicio da manha.

A Figura 1 € uma representacao esquematica de uma planta de
mostarda onde é possivel identificar as regides em que foram realizadas as as

avaliagdes que serdo descritas nos itens a seguir.
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Figura 1: Representagcdo esquematica de uma plantula de mostarda. Nesta figura é
possivel observar as diferentes regides que foram analisadas apds aplicagdo dos

tratamentos.

Regido mediana do limbo

<

Comprimento da parte aérea —

Folha jovem totalmente
expandida

Comprimento da raiz

3.3.1 Ensaios com aplicagao em solo

—

Folha jovem em expanséo

Regido de coleta para as

A

I analises em microscopia
confocal

— —

Nestes ensaios, objetivou-se avaliar a eficiéncia da absorcdo e

transporte dos tratamentos em dois tipos de solo separadamente, com atributos

quimicos e fisicos distintos, sendo um solo mais argiloso e outro mais arenoso

(Tabela 2).
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Tabela 2: Analise fisica e quimica dos solos utilizados nos ensaios da dissertagao

pH M.O (%) Areia Total (g kg™)

Silte (g kg™") Argila (g kg™

Argiloso 5,3 3,8

Arenoso 52 47

215 639

64 226

A germinagao de mostarda foi realizada em vasos de isopor com

volume de 180 mL (didmetro da base 4,42 cm e do topo 7,37 cm) (Copobras®),

preenchidos com solo (10 repeticbes para solo argiloso e 5 repeticdes para solo

médio arenoso). Os nutrientes foram suplementados uma vez por semana a partir do

sétimo dia de germinagdo através da aplicagdo de 50 mL de solugdo nutritiva

completa (Tabela 3). O desbaste ocorreu apds quatro semanas da semeadura,

deixando apenas uma planta por vaso.

Tabela 3: Concentragao final de sais na solugao nutritiva utilizada nos ensaios da

dissertacao.
Sal Concentragao
KH2PO4 1 mM
Ca(NOs3)2.4H20 4 mM
K2SO4 2mM
NH4NO3 4 mM
MgS04.7H20 2mM
H3BOs3 92,5 uM
MnCl2.4H20 18 uM
ZnCl2 1,5 uM
Na2Mo004.2H20 0,56 uM
CuCl2.2H20 0,66 uM
FeSO4 100 uM
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Apos a expansao do segundo par de folhas das plantas de
mostarda, o solo foi tratado com 1,1 mL vaso™' das formulagoes, a fim de se obter a
dose padréo de atrazina (2000 g ha'') recomendada pelo fabricante. A aplicagdo dos
tratamentos foi realizada com micropipeta, de forma a distribuir as gotas na
superficie do solo.

Nas avaliacbes os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram
medidos na superficie adaxial na regido mediana do limbo da folha totalmente
expandida (Figura 1) com um fluorébmetro OS1p (Opti Sciences, Hudson, NH, USA)
as 2, 4, 8, 24 e 48 horas apos a aplicacao (HAA). Para verificar a atividade maxima
fotoquimica do FSII, expressa pela relagdao Fv/Fm, as folhas foram adaptadas ao
escuro por 15 min, e a fluorescéncia inicial (FO) foi medida. Nessas folhas, foram
colocados os clipes que isolam a luminosidade externa e depois conectados ao
sensor do fluorébmetro. A fluorescéncia maxima (Fm) foi determinada apés um pulso
de irradiancia saturante (8250 ymols m2s') de 0,8 s, e a fluorescéncia variavel (Fv)
foi calculada como Fv = Fm — F0 (BAKER, 2008).

Ao final do experimento (sete dias apdés a aplicacdo dos
tratamentos), foram avaliados a massa seca e o comprimento da raiz e da parte
aérea de cada planta (Figura 2g). A massa seca foi determinada apds a secagem
das plantas em estufa a 60 °C por no minimo trés dias.

Para o experimento com solo médio arenoso, foram adotados os

mesmos procedimentos experimentais citados anteriormente (Figura 2).
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Figura 2: Procedimentos dos experimentos realizados com solo. a) Solo argiloso
exposto apds a coleta para secagem, eliminagao de plantas daninhas e preparo para
a semeadura. b) Semeadura da mostarda. c) Plantas em cultivo na casa de
vegetacdo. d) Aclimatagcdo em laboratério com luminosidade controlada. e)
Pipetagem da formulacdo. f) Medidas da atividade do fotossistema Il (Fv/Fm). g)
Desmontagem dos vasos e avaliagdes fitomeétricas.

3.3.2 Ensaios com aplicagao em hidroponia

Neste ensaio, os tratamentos foram aplicados em sistema de
hidroponia, com o objetivo de determinar se os efeitos seriam semelhantes na
inibicdo do FSIl aos observados no ensaio em solo e com isso determinar qual a
influéncia do solo sobre a absorgao pelas plantas. Ele também permitiu determinar
as condigdes experimentais para 0 ensaio com nanocapsulas com sonda
fluorescente. Aqui, as medidas foram realizadas no apice e na regido mediana do
limbo da folha mais jovem totalmente expandida e na regido mediana da folha
superior (folha jovem em expansao).

As plantas de mostarda foram cultivadas inicialmente em vasos
contendo areia, com seis repeticdes para cada tratamento, e depois transferidas
para hidroponia (Figura 3), utilizando a solugdo nutritiva (Tabela 3) sob aeragao
constante. Os tratamentos (1,1 mL vaso') foram aplicados com micropipeta,

inicialmente na prépria solugao nutritiva. No entanto, apds observar que ocorria
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precipitacdo das nanocapsulas imediatamente apds a deposicdo das formulagdes,
as aplicagdes passaram a ser realizadas em vasos contendo apenas agua destilada.
Isso ocorreu possivelmente devido a interacdo dos sais com a superficie da
particula, desestabilizando a suspensdo coloidal e com isso ocasionando a
agregacao e precipitagdo das nanocapsulas.

Antes de transferir as plantas para agua destilada e de iniciar as
aplicacbes, as raizes foram lavadas em agua corrente por aproximadamente 1
minuto. Assim, as plantas foram mantidas em agua destilada durante o periodo de
avaliacao da atividade maxima fotoquimica do FSII (quatro dias). Os intervalos de
avaliacao foram 4, 8, 24, 48 e 72 horas apés aplicacdo. Foram avaliados ainda a
massa seca e o comprimento de raiz e parte aérea, cinco dias apds o inicio dos

tratamentos.

Figura 3: Procedimento experimental realizado no ensaio em hidroponia. a) Plantas
em cultivo em areia na casa de vegetagdo. b) Transferéncia das plantas da areia
para a hidroponia, com aeragdo constante e aclimatagcdo em laboratorio com
luminosidade controlada. c¢) Troca da solugdo nutritiva. d) Separagdo dos
tratamentos e da micropipeta. e) Dosagem dos tratamentos nos vasos contendo
agua destilada.
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3.3.3 Ensaios com aplicagdo em hidroponia de nanocapsulas contendo sonda
fluorescentes

O objetivo do terceiro ensaio foi avaliar a capacidade de absorcéo e
translocacdo das nanocapsulas com atrazina nas plantas, através do uso de
nanocapsulas contendo a sonda fluorescente. Este ensaio também foi conduzido no
sistema de hidroponia, sendo aplicada a mesma dose dos ensaios anteriores (1,1
mL vaso'), porém com nanocapsulas contendo a rodamina como sonda
fluorescente. Para este ensaio, os tratamentos foram: agua (controle) e nanocapsula
com atrazina (NC+ATZ), com 4 repetigcdes para cada intervalo de tempo (1,4 € 24 h
apo6s a aplicagao). Além do acompanhamento da fluorescéncia, foram avaliados ao
longo do tempo de cada coleta a atividade maxima do FSII.

Para o acompanhamento das nanocapsulas contendo a sonda
fluorescente foram coletados a raiz por inteira e a folha mais jovem totalmente
expandida perto do apice. Apos a coleta inicial, as amostras foram fixadas com
paraformaldeido a 4% (PFA) por 4 horas em tubos falcon cobertos com papel
aluminio. Em seguida, as amostras foram lavadas por 10 minutos em solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS, pH 7,0). Apds a lavagem, foram realizados cortes de 1
cm das amostras para montagem das laminas. Os cortes foram realizados proximos
a zona pilifera das raizes e na regiao mediana do limbo (Figura 1). Foi utilizado
Fluormount (SouthernBiotech) para fixacdo das laminulas na parte superior das
ldaminas. Um microscopio confocal espectral (Leica TCS SP8 Leica, Wetzla,
Alemanha). Foi utilizado o comprimento de onda 552 nm para excitacdo, e o
espectro de emissao coletado foi de 572 a 607nm (faixa de cor do amarelo ao
laranja). O ruido causado pela autofluorescéncia da planta foi retirado usando o
programa de microscépio confocal. As imagens foram processadas usando o
software Leica LAS X LS (Figura 4).
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Figura 4: Procedimento experimental realizado no ensaio em hidroponia com
nanocapsulas contendo sonda fluorescente. a) lavagem das amostras fixadas
utilizando a solugdo de PBS por 10 minutos. b) coleta de raiz. c) coleta de folha. d)
ldminas com meio de montagem. e) visualizagdo das laminas no confocal. f) captura

das imagens.
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3.3.4 Ensaios com aplicagao foliar

Este ensaio teve como objetivo avaliar a absorgédo e a translocagéo
foliar da nanoatrazina, podendo identificar a possibilidade do transporte via floema
(Figura 5). Foram utilizados vasos térmicos de isopor com volume de 180 mL
contendo solo e substrato comercial (Biomix®) nas proporgdes (70:30, v/v). Foram
semeadas cinco sementes de mostarda por vaso, com posterior desbaste, deixando
uma unica planta por vaso. Cada tratamento continha cinco repeticées. A cada sete
dias apds a germinagao foram aplicados 50 mL de fertilizante soluvel (Plant Prod®
10-52-10) na superficie do solo. Para realizar a aplicagdo foliar dos tratamentos,
utilizou-se uma microseringa de vidro para depositar 15 gotas de 1 yL cada, na
regido mediana do limbo da ultima folha totalmente expandida (Figura 5c), excluindo
a margem e nervura central de maneira a aplicar 15 yL da formulagao por planta. A
aplicagao dos tratamentos foi realizada em plantas de mostarda com 4-5 folhas, na
face adaxial. A atividade do FSII foi avaliada no apice, na regido mediana (local de
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aplicacao) e na base do limbo da folha aplicada, e na regido mediana do limbo da

folha jovem em expanséao, durante os intervalos de 4, 8, 24, 48 e 72 HAA.

Figura 5: Procedimento experimental realizado para aplicagao foliar. a) Preparo do
solo com substrato nas proporg¢des (70:30 v/v). b) Microseringa para aplicagao de
goticulas dos tratamentos. c) Goticulas de formulagao de NC+ATZ (nanocapsula
com atrazina) na regidao mediana do limbo da folha de mostarda para analise de
fotossintese. d) Folhas de aplicagao e avaliagdo. e) Medidas da atividade do
fotossistema Il (Fv/Fm) em trés pontos diferentes da folha tratada de mostarda.

Folha jovem

Folha tratada .

3.3.5 Ensaios foliar com aplicagcao de fusicocina

Neste ensaio, previamente a aplicagdo dos tratamentos contendo
atrazina, as plantas de mostarda foram tratadas com fusicocina (FSC) para avaliar a
importancia dos estdmatos na eficiéncia da nanoatrazina. A obtencdo das plantas
para este ensaio foi conforme descrita no ensaio com aplicagao foliar (item 3.3.4).
Foram realizadas avaliacbes da atividade do FSIl e da condutdncia estomatica
utilizando um porédmetro (Model SC-1) para determinar a eficacia da substancia
(dados néo apresentados). As aplicagdes foram realizadas em plantas com 4 a 5
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folhas. Para isto, foram avaliados os seguintes tratamentos: agua + FSC (controle);
(NC+ATZ) + FSC; ATZ + FSC.

Previamente aos tratamentos, foram aplicados 50 uL da solucdo de
FSC (diluida em etanol 50%) com uma microseringa em metade da folha a ser
tratada, visando estimular a abertura estomatica. Foi usada a regido mediana do
limbo, excluindo a margem e nervura central. Apos a secagem das solugdes, para
realizar a aplicagao foliar dos tratamentos de atrazina, foi utilizada uma microseringa
de vidro para depositar 15 gotas de 1 yL cada na regido mediana do limbo da ultima
folha totalmente expandida, de maneira a aplicar 15 pL da formulagao por planta. A
atividade do FSII foi avaliada no apice, na regiao mediana, (local de aplicagao) e
base do limbo da folha tratada, e no regido mediana do limbo da folha superior (folha

jovem) nos intervalos de 4, 8, 24 e 48 HAA.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento utilizado para todos os ensaios foi inteiramente
casualizado. Os resultados em propor¢cao da fluorescéncia da clorofila a foram
transformados por arco senVx. Esses resultados foram testados quanto &
normalidade dos erros e homogeneidade de variancia usando os testes de Shapiro-
Wilk e Levene respectivamente. Os resultados foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA) de uma via e as médias comparadas pelo teste Tukey (p<0,05).

4 RESULTADOS

4.1 ENSAIOS COM APLICACAO EM SOLO

Conforme mostrado na Figura 6, o tratamento do solo argiloso com
as formulagdes contendo atrazina levou a redugbes severas do Fv/Fm. Pode-se
observar que, a partir de 2 HAA, a formulagdo NC+ATZ ja comegou a inibir a
atividade do FSIlI em relagdo ao controle e NC, o que nao foi observado para ATZ.
Apods 4 HAA, os efeitos inibitérios comecaram a aparecer para ATZ, mas NC+ATZ
continuou diminuindo o Fv/Fm de maneira mais acentuada. A partir de 8 HAA, essa

diferengca comecgou ser diminuida entre os tratamentos NC+ATZ e ATZ, mas ainda
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foi maior para NC+ATZ, com uma queda aproximada de 30% na raz&o Fv/Fm
comparada aos valores do controle, enquanto para ATZ esse valor foi 24% menor.
Resultados semelhantes foram observados na avaliagdo as 24 HAA,
evidenciando a maior intensidade na diminuicdo de Fv/Fm para NC+ATZ quando
comparada com ATZ. Contudo, apdés 48 horas da aplicacdo, os efeitos dos
tratamentos contendo atrazina se igualaram. Além disso, é importante dizer que NC
nao inibiu o Fv/Fm das plantas de mostarda, igualando-se ao controle em todos os

intervalos avaliados.

Figura 6: Efeito dos tratamentos sobre a atividade maxima do fotossistema Il (Fv/Fm)
para cada intervalo de tempo apds a aplicagdo dos seguintes tratamentos no solo
argiloso: agua (Controle), nanocapsulas sem atrazina (NC), nanocapsulas com
atrazina (NC+ATZ) e atrazina comercial (ATZ). Os dados representam a média + SE
(n = 10). Letras diferentes acima das colunas indicam valores significativamente
diferentes em um mesmo intervalo de tempo apds a aplicacdo de acordo com
ANOVA seguida pelo teste de Tukey (P <0,05).
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As avaliagdes fitométricas mostraram que nenhum dos tratamentos
afetou o comprimento da raiz e da parte aérea e a massa seca da raiz de plantas de
mostarda (Figura 7). Mesmo que a raiz tenha ficado em contato direto com os
tratamentos, néo foi possivel observar efeitos fitotoxicos como necrose nesse 6rgao.
Houve uma reducgdo da biomassa da parte aérea para os tratamentos (incluindo NC),

em comparagdo com o controle, indicando haver um efeito fitotoxico que pode ser
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atribuido a nanocapsulas. Nao foi observado queda de folhas até o momento da

desmontagem.

Figura 7: Efeito dos tratamentos a) no comprimento e b) massa seca de raiz e parte
aerea de plantas de mostarda apds 7 dias da aplicagao dos seguintes tratamentos
em solo argiloso: agua (Controle), nanocapsulas sem atrazina (NC), nanocapsulas
com atrazina (NC+ATZ) e atrazina comercial (ATZ). Os dados representam a média
+ SE (n = 10). Letras minusculas acima das colunas indicam diferenga entre os
tratamentos para as avaliagdes em raiz e maiusculas para a parte aérea de acordo
com ANOVA seguido pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Os sintomas macroscoépicos iniciais como amarelecimento na
margem das folhas foram observados para a formulagdo NC+ATZ a partir do terceiro
dia ap6s a aplicagdo (DAA), principalmente nas folhas mais velhas. Com 7 DAA
(Figura 8), as folhas estavam murchas, necrosadas e o peciolo clorético. Esses
sintomas foram mais severos para as plantas tratadas com a formulacdo NC+ATZ
do que para ATZ. Nao foram observados sintomas visiveis para as plantas tratadas
sem atrazina e nem perda de folhas, apesar da redugcdo na biomassa no tratamento

com NC.

Figura 8 :Sintomas macrocopicos da parte aérea em plantas de mostarda 7 dias da
aplicacdo dos seguintes tratamentos em solo argiloso: agua (Controle),
nanocapsulas sem atrazina (NC), nanocapsulas com atrazina (NC+ATZ) e atrazina
comercial (ATZ).

CONTROLE

NC+ATZ

&




33

Na Figura 9, NC+ATZ no solo com textura médio arenoso demonstra
reducdes da atividade do FSIl em relacdo ao controle e NC somente a partir de 8
HAA. Embora NC+ATZ tenha demonstrado maior diminuicdo aparente de Fv/Fm, os
tratamentos NC+ATZ e ATZ néo se diferem significativamente. Com 24 HAA, os
efeitos inibitérios comegaram a aparecer de maneira mais acentuada, s6 que aqui
diferentemente do que ocorreu no solo argiloso, as maiores inibicbes do FSII
passaram a ser para ATZ, com aproximadamente 60% comparado ao controle,
enquanto para NC+ATZ esse valor foi de 42%. Resultados semelhantes foram
observados apds 48 HAA, evidenciando novamente a maior intensidade na queda
de Fv/Fm para ATZ quando comparada com NC+ATZ. NC nao inibiu o Fv/Fm das
plantas de mostarda, assim como no solo argiloso, igualando-se ao controle em

todos os intervalos avaliados.

Figura 9: Efeito dos tratamentos sobre a atividade maxima do fotossistema Il (Fv/Fm)
para cada intervalo de tempo apods a aplicagdo dos seguintes tratamentos no solo
meédio arenoso: agua (Controle), nanocapsulas sem atrazina (NC), nanocapsulas
com atrazina (NC+ATZ) e atrazina comercial (ATZ). Os dados representam a média
+ SE (n = 5). Letras diferentes acima das colunas indicam valores significativamente
diferentes em um mesmo intervalo de tempo apds a aplicacdo de acordo com
ANOVA seguida pelo teste de Tukey (P <0,05).
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As avaliagbes fitométricas mostraram que os tratamentos NC+ATZ e

ATZ afetaram o comprimento da raiz de forma semelhante, enquanto a parte aérea
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foi afetada apenas pelo tratamento ATZ (Figura 10a), diferentemente do observado
para o solo argiloso, onde esses parametros nao foram afetados. Nao houve uma
redugédo da biomassa da raiz e parte aérea para os tratamentos (incluindo NC), em

comparacéo com o controle (Figura 10b).

Figura 10: Efeito dos tratamentos a) no comprimento e b) massa seca de raiz e parte
aerea de plantas de mostarda apos 7 dias da aplicagdo dos seguintes tratamentos
em solo médio arenoso: agua (Controle), nanocapsulas sem atrazina (NC),
nanocapsulas com atrazina (NC+ATZ) e atrazina comercial (ATZ). Os dados
representam a média = SE (n = 5). Letras minusculas acima das colunas indicam
diferencga entre os tratamentos para as avaliagbes em raiz e maiusculas para a parte
aérea de acordo com ANOVA seguido pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Para o solo médio arenoso, 0s primeiros sintomas macroscopicos
como amarelecimento na margem das folhas foram observados para a ATZ e
NC+ATZ de forma semelhante, principalmente nas folhas mais velhas. Com 7 DAA
(Figura 11), as folhas estavam murchas e o peciolo clorético em ambos os
tratamentos contendo atrazina. Entretanto, a necrose foi observada mais
intensamente para plantas tratadas com a ATZ. Nao foram observados sintomas

visiveis para as plantas tratadas sem atrazina.

Figura 11: Sintomas macrocopicos da parte aérea em plantas de mostarda apds 7
dias da aplicagdo dos seguintes tratamentos em solo médio arenoso: agua
(Controle), nanocapsulas sem atrazina (NC), nanocapsulas com atrazina (NC+ATZ)
e atrazina comercial (ATZ).

4.2 ENSAIOS COM APLICACAO EM HIDROPONIA
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Na Figura 12 é possivel observar os dados de Fv/Fm obtidos em
hidroponia em trés pontos da planta: apice e na regiao mediana do limbo da ultima
folha totalmente expandida, e a folha mais nova em expansdo. Para este ensaio,
durante as primeiras 4 HAA, n&o foi possivel observar uma redugédo significativa de
Fv/IFm em nenhum dos tratamentos e folhas avaliadas. Com 8 HAA, observou-se a
diminuicao significativa do Fv/Fm em comparagao com o controle e NC na regidao do
apice, para ambos os tratamentos contendo atrazina, mas eles nio diferiram entre si
(Figura 12a). Na regido mediana do limbo da ultima folha jovem totalmente
expandida e na folha mais jovem em expanséao, essa reducao foi induzida apenas
por NC+ATZ (Figura 12b, c). A partir de 24 HAA, houve reducédo de Fv/Fm nas trés
regides de avaliagdo para ambos os tratamentos. No entanto, foi apenas no apice
que os tratamentos contendo atrazina foram diferentes quando comparados entre si.
A partir de 48 HAA, é possivel visualizar quedas mais intensas no Fv/Fm para
NC+ATZ na regido mediana do limbo da ultima folha mais jovem totalmente
expandida (acima de 40% comparada com o controle). Na ultima avaliagdo (72
HAA), a queda do Fv/Fm foi ainda mais acentuada para NC+ATZ quando
comparada com ATZ, tanto no apice quanto na regido mediana do limbo (cerca de
50% em relagao ao controle, respectivamente) (Figura 12a, b). O tratamento NC nao
diferiu do controle em nenhuma das avaliagoes.

Em conjunto, os resultados demonstram que, quando fornecidas
diretamente as raizes, as nanocapsulas de PCL carregadas com atrazina sdo mais

eficazes do que a atrazina comercial, potencializando a sua atividade herbicida
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Figura 12: Efeito dos tratamentos sob atividade maxima do fotossistema Il (Fv/Fm)
nas regides do a) apice e b) regido mediana do limbo da folha jovem totalmente
expandida e c) regidao mediana do limbo da folha mais jovem em expansao para
cada intervalo de tempo apds a aplicagao dos seguintes tratamentos em hidroponia:
agua (Controle), nanocapsulas sem atrazina (NC), nanocapsulas com atrazina
(NC+ATZ) e atrazina comercial (ATZ). Os dados representam a média £ SE (n = 6).
Letras diferentes acima das colunas indicam valores significativamente diferentes
em um mesmo intervalo de tempo apds a aplicagdo de acordo com ANOVA seguida
pelo teste de Tukey (P<0,05).
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A analise de crescimento mostrou que NC+ATZ e ATZ induziram a
inibicdo do comprimento apenas da raiz, mas nao se diferem entre si (Figura 13). No
experimento em hidroponia, o tratamento NC nao apresentou efeitos fitotoxicos em
nenhum dos parametros avaliados (Figura 13), diferentemente do que observado no
solo argiloso (Figura 7). Além disso, assim como observado no solo médio arenoso,
os tratamentos com atrazina também nao afetaram a biomassa da raiz e da parte

aérea das plantas de mostarda.
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Figura 13: Efeito dos tratamentos no a) comprimento e b) massa seca de raiz e parte
aerea de plantas de mostarda apos 5 dias da aplicagdo dos seguintes tratamentos
em hidroponia: agua (Controle), nanocapsulas sem atrazina (NC), nanocapsulas
com atrazina (NC+ATZ) e atrazina comercial (ATZ). Os dados representam a média
+ SE (n = 6). Letras minusculas acima das colunas indicam diferengca entre os
tratamentos para as avaliagcbes em raiz e maiusculas para a parte aérea de acordo
com ANOVA seguido pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Os primeiros sintomas visiveis foram mais tardios em relagdo aos
ensaios em solo, sendo observados a partir do 4 DAA. Com 7 DAA (Figura 14), as
plantas tratadas com NC+ATZ apresentavam sintomas como murcha e necrose. Ja
o tratamento com ATZ resultou em sintomas aparente muito mais leves, limitando-se
a clorose foliar. Nao foram observados sintomas visiveis para as plantas tratadas

sem atrazina.

Figura 14 : Sintomas macrocépicos da parte aérea em plantas de mostarda apés 7
dias da aplicagdo dos seguintes tratamentos em hidroponia: agua (Controle),
nanocapsulas sem atrazina (NC), nanocapsulas com atrazina (NC+ATZ) e atrazina
comercial (ATZ).

NC+ATZ

TR,
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4.3 ENSAIOS COM APLICAGAO EM HIDROPONIA DE NANOCAPSULAS CONTENDO SONDA
FLUORESCENTE

Para melhor entendimento da interacdo das nanocapsulas-plantas,
novos ensaios em hidroponia foram realizados utilizando nanocapsulas contendo
sonda fluorescente, a fim de verificar as regides de absorcdo pelas raizes e
translocacdo para a folha. Para isso, foi realizada uma analise em microscopia
confocal para identificar as regides de maior absorgdo e transporte de NC+ATZ
contendo sonda fluorescente em plantas de mostarda.

Na figura 15, sdo apresentadas as imagens obtidas de uma amostra
préxima a regidao de maturagédo nos intervalos de 1, 4 e 24 HAA, respectivamente.
Conforme demonstrado nas imagens, a intensidade de penetracdo das
nanocapsulas préoxima a regido de maturagao da raiz foi significativa em todos os
intervalos. Nessa regido as células do cértex, a endoderme e o cilindro vascular ja
estdo totalmente desenvolvidas.

A partir dessas imagens, podemos observar que, mesmo apdés um
periodo de expolsicdao relativamente curto de 1 HAA (Figura 15d, g), as
nanocapsulas foram absorvidas e translocadas através dos tecidos que compde a
estrutura primaria da raiz, sendo esses a epiderme, o cértex e os elementos de
vasos. Neste intervalo, foi possivel identificar o sinal intenso de fluorescéncia na
regido dos pelos absorventes, que sdo células muito alongadas da epiderme que
atuam aumentando a superficie de contato. Entretanto, vale ressaltar que a
absor¢cdao das nanocapsulas podem estar ocorrendo tanto por células comuns da
epiderme como através dos pelos absorventes.

Ao longo do cilindro vascular, foi observado o sinal intenso de
fluorescéncia, uma diferenga que fica clara entre o controle (Figuras 15 a-c) e as
plantas tratadas (Figuras 15 d), indicando que as nanocapsulas foram absorvidas,
transportadas lateralmente pelas células parenquimaticas do cortex ou pelos
espacgos e chegaram até os vasos do xilema no cilindro vascular da raiz.

Para as raizes expostas a um intervalo maior, de 4 (Figuras 15 e) e
24 HAA (Figuras 15 f) o sinal fluorescente das nanocapsulas sao mais intensos e
concentrados nos vasos do xilema. Essa intensidade foi aumentando nos vasos do
xilema conforme o tempo e diminuindo na regido dos pelos absorventes, o que

indicando que de fato NC+ATZ esta sendo absorvida.
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A Figura 16 representa as imagens das folhas de mostarda na
porcao medial. Aqui, é possivel observar na regiao da epiderme com maior clareza o
sinal intenso de fluorescéncia na folha com 24 HAA, indicando uma possivel
translocacao via xilema da NC+ATZ para a parte aérea da planta. Essa presenca de
fluorescéncia nas folhas indica que ao menos parte das nanocapsulas chega até o
sitio de acao da atrazina, onde deve ocorrer a liberacao do herbicida.

Dessa forma, com as imagens, com as regides em que ha o sinal
intenso de fluorescéncia (em raiz e folha) e com os dados de inibigdo do FSII,
podemos aceitar a hipétese de que as nanocapsulas poliméricas de PCL sao

absorvidas pelas raizes e translocadas para as folhas via xilema.



42

Figura 15: Amostras de raiz analisadas em um microscopio confocal dos seguintes
tratamentos em hidroponia: agua (Controle) e nanocapsulas com atrazina
(NC+ATZ). As imagens (a-c) representam controle (50 pym), (d-f) NC+ATZ (100 um)
em intervalos de tempo de 1, 4 e 24 horas apos a aplicagao (HAA), (g-i) NC+ATZ (50
pMm) em intervalos de tempo de 1, 4 e 24 (HAA) na regiao central. As setas indicam
as estruturas na regido analisada: pelos absorventes (p.a), cilindro vascular (c.v),

regido do cortex (c), epiderme (e).

NC+ATZ Controle

NC+ATZ
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Figura 16: Amostras de folhas analisadas em um microscopio confocal dos
seguintes tratamentos em hidroponia: agua (Controle) e nanocapsulas com atrazina
(NC+ATZ). As imagens (a-c) representam controle (100 um), (d) NC+ATZ (100 um)
com 1 hora apo6s aplicagao (HAA), (e) NC+ATZ ( 100 um) com 4 HAA, (f) NC+ATZ
(100 um) com 24 HAA, na regido mediana do limbo. As setas indicam as estruturas

na regiao analisada : estdmatos (est.).

1 HAA 4 HAA 24 HAA

Controle

NC+ATZ

4.4 ENSAIO COM APLICACAO FOLIAR

A figura 17 apresenta a atividade maxima do FSII em diferentes
regides das folhas de mostarda apés uma aplicagdo localizada de tratamentos de
atrazina na regido mediana do limbo da folha mais jovem totalmente expandida. No
local de aplicagao dos tratamentos, foi possivel observar maior inibicdo do FSII por
NC+ATZ em relacdo aos demais tratamentos ja com 2 HAA, a qual se manteve nas

demais avaliagbes (Figura 17a). A partir de 8 HAA, houve uma pequena queda de
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Fv/Fm induzida por NC e ATZ, que se diferiram do controle, mas nao entre si. Essa
pequena reducgao induzida por NC e ATZ continuou até a ultima avaliagao.

No apice foliar, observou-se a redugdo gradual do Fv/Fm induzida
pela aplicagdo de NC+ATZ na regidao mediana do limbo, indicando a translocagéao da
atrazina para essa regiao (Figura 17b). Essa queda da atividade do FSII no apice
induzida por NC+ATZ foi superior a 30% em comparagéo ao controle, as 72 HAA.
Em contraste, ATZ ndo diminuiu a atividade do FSIl no apice da folha, indicando a
maior translocacgao via xilema de NC+ATZ em comparagéo a ATZ.

ATZ também nao reduziu o Fv/Fm na base da folha, enquanto
NC+ATZ levou a efeitos claros na atividade de FSII nesta regidao. Além disso,
também foi observado inibicdo por NC (Figura 17c). Na base do limbo, a inibigao
induzida por NC+ATZ foi em torno de 25% com 72 HAA, sendo um pouco menor do
que a causada pela mesma formulagao na regido mediana e apice do limbo foliar.
No entanto, na folha mais jovem nao tratada da mesma planta, ndo houve efeitos
significativos dos tratamentos, apesar de uma tendéncia de queda induzida por
NC+ATZ as 48 HAA.

De uma forma geral, esses dados sugerem que a nanoatrazina
apresenta maior absorgao e translocacgao foliar que a atrazina comercial. Além disso,
€ importante ressaltar que como nao houve efeito de NC em nenhuma outra regiao
avaliada, com excecdo do local de aplicagao, essa queda de Fv/Fm pode ser um
efeito fitotoxico indireto apds a aplicagdo. Isso porque essa regido fica com algumas
manchas esbranquigcadas mesmo apds a secagem, podendo prejudicar o processo

de fotossintese naquela regiao.
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Figura 17: Atividade maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) na regidao mediana do limbo
(a), apice (b) e base (c) das folhas de mostarda mais jovem totalmente expandida
(folha tratada) e na folha mais jovem em expansao (n&o tratada) da mesma planta
(d) para cada intervalo de tempo apds a aplicagdo dos seguintes tratamentos na
regiao mediana do limbo: agua (Controle), nanocapsulas sem atrazina (NC),
nanocapsulas com atrazina (NC+ATZ) e atrazina comercial (ATZ). Os dados
representam a média £+ SE (n = 6). Letras diferentes acima das colunas indicam
valores significativamente diferentes em um mesmo intervalo de tempo apds a
aplicagcao de acordo com ANOVA seguida pelo teste de Tukey (P<0,05).
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4.5 ENSAIO COM APLICAGAO FOLIAR DE FUSICOCINA (FSC)
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A Figura 18 apresenta a atividade maxima do FSIl em diferentes

regides das folhas de mostarda apds tratamento com fusicocina. Os efeitos de

NC+ATZ foram maiores com fusicocina do que sem essa substancia.

No local de aplicagdo dos tratamentos, observamos a maior inibigao

do FSIl por NC+ATZ em relagao ao controle e ATZ ja com 4 HAA (Figura 18a). Os
resultados foram semelhantes com 8 HAA. A partir de 24 HAA, houve uma pequena
queda de Fv/Fm induzida por ATZ, que se diferiram do controle, e de NC+ATZ. Essa

pequena reducgao induzida continuou até a ultima avaliagao.
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Ja para o apice foliar, houve reducédo gradual do Fv/Fm induzida
pela aplicagdo de NC+ATZ na regido mediana do limbo da folha somente a partir de
24 HAA, indicando que esta tendo a translocagdo da atrazina para essa regido
(Figura 18b). Essa queda foi superior a 20% em comparagéo ao controle, as 48
HAA. Em contrapartida, ATZ nao diminuiu a atividade do FSII no apice da folha em
nenhum dos intervalos avaliados, indicando a maior translocagao via xilema de
NC+ATZ em comparacdo a ATZ.

NC+ATZ e ATZ néo reduziram o Fv/Fm na base da folha tratada
(Figura 18c). Isso indica que o tratamento com fusicocina pode estar inibindo uma
possivel translocagao via floema da nanoatrazina para outras partes da folha, ja que
no ensaio anterior foi possivel observar efeitos nessa regido. Além disso, na folha
mais jovem nao tratada da mesma planta, também ndo houve efeitos significativos

dos tratamentos (Figura 18d).
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Figura 18. Atividade maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) na regido mediana do limbo
(a), apice (b) e base (c) da folha de mostarda mais jovem totalmente expandida
(folha tratada com fusicocina + tratamentos) e na folha em expansao (néo tratada)
da mesma planta (d) para cada intervalo de tempo apos a aplicagao dos seguintes
tratamentos na regido mediana do limbo: agua (Controle), nanocapsulas com
atrazina (NC+ATZ) e atrazina comercial (ATZ). Os dados representam a média + SE
(n = 6). Letras diferentes acima das colunas indicam valores significativamente
diferentes em um mesmo intervalo de tempo apds a aplicagdo de acordo com
ANOVA seguida pelo teste de Tukey (P <0,05).

Controle mNC+ATZ mATZ Controle mNC+ATZ mATZ

1 15
09 0,9 1

a a a a a?a aaa a a a

08| T b . - - 084 = - .

07 b o 07 b b
06 05 -

05 05 -

04 ¢ 04 -

03 0.3 -

02 02 -

0,1 0.1 1

0 0
4 8 24 4 8 24

48

H

Fv/Fm
Fv/IFm

Horas Horas
Controle WNC+ATZ BATZ Controle mNC+ATZ mATZ
1 1
0,9 a, a a a aaa a a3 a 0,9 aa, aa gy aaag a 3 a
08 | = j . . 08 | = . - -
0,7 07
0,6 0,6
£ 05 £ 05
Z 04 2 04
0,3 0,3
02 0,2
0,1 0,1
0 0
4 8 24 48 4 8 24 48
Horas Horas

5 DISCUSSAO

5.1 APLICACAO NA RAIZ

De forma geral, os resultados obtidos nos ensaios de aplicagao na
raiz indicam que a nanoencapsulagdo da atrazina aumentou a atividade do
herbicida, corroborando os dados que o0 nosso grupo de pesquisa vem obtendo
(PREISLER et al., 2020). Isso ocorreu provavelmente pelo aumento da absorgao
radicular e sua translocacgao via xilema.

Comumente herbicidas aplicados ao solo, como a atrazina, sao
absorvidos de forma semelhante a agua, através dos pelos radiculares que

aumentam a superficie de absor¢gdo (DUNCAN, 2018). Considerando que a entrada
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dos herbicidas nas raizes ocorra pela combinacdo do fluxo de massa de agua no
solo em resposta a transpiragdo e da difusdo ao longo do gradiente de
concentracao, € possivel que a zona de multiplicacao celular das raizes constitua um
dos principais locais de absor¢do dos herbicidas (DEVINE et al., 1992) e,
possivelmente, da atrazina nanoencapsulada. No entanto a fisiologia, morfologia e
as fungdes metabdlicas sao diferentes entre as espécies de plantas, fazendo com
que a capacidade de absorgdo das nanoparticulas também o seja (LAYET et al.,
2017).

Uma das propriedades de maior impacto na planta quanto a
absorcao € o tamanho da particula em relagdo ao poro da parede celular (RICO et
al., 2011, TRIPATHI et al., 2017; MA et al., 2010a; PALOCCI et al, 2017). Apos a
interacdo com a raiz, as nanoparticulas sdo adsorvidas a superficie radicular,
penetram na parede da epiderme difundindo nos espacgos intercelulares sem
atravessar a membrana plasmatica, até chegar a endoderme (TRIPATHI et al., 2017;
LV et al., 2019). Assim, uma das principais rotas para o transporte de nanoparticulas
nas raizes € via apoplasto (JUDY et al., 2012).

No entanto, sabe-se que uma das barreiras para chegar ao vaso do
xilema sao as estrias de Caspary, isto porque elas desviam o fluxo da via
apoplastica para a simplastica. Na regiao de absorcao da raiz primaria, na parede
das células da endoderme existe um faixa espessa de suberina e de lignina,
denominada estria de Caspary. Nessa posicdo onde a composi¢cao € diferente a
membrana plasmatica fica aderida a estria de Caspary, assegurando que somente
0s compostos que atravessem pela seletividade da membrana plasmatica cheguem
ao xilema (TAIZ et al., 2017).

Alguns autores acreditam que as nanoparticulas podem chegar aos
vasos condutores via apoplasto sem precisar atravessar essa barreira, sendo uma
das alternativas penetrar na regiao da ponta da raiz onde nao ha formacéao da estria
de Caspary (LV et al., 2015; SCHYMURA et al., 2017).

Todavia, neste trabalho foi possivel identificar nas imagens obtidas
por microscopia confocal maior intensidade de fluorescéncia na regido de
maturacdo, onde os tecidos ja estdo diferenciados, logo na primeira hora apés a
aplicagcao quando utilizado nanoatrazina contendo sonda fluorescente (item 4.3). Foi
avaliada outra ponto da raiz (préxima a regiao do colo), onde a fluorescéncia foi

menos intensa e mais demorada para aparecer (dados ndo mostrados). Assim,


https://www-sciencedirect.ez78.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0147651317302440?via%3Dihub#bib26
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nosso dados ratificam a importancia da regido de maturagado para a absor¢gao mais
eficiente da nanoatrazina.

Outra possibilidade para o transporte interno € através da rota
simplastica, onde NC+ATZ seriam transportadas célula a célula. Para essa rota,
encontram-se outras barreiras além da parede celular, como a penetragdo da
membrana celular para a entrada no protoplasto e transporte via plasmodesmos (LV
et al., 2015). No geral, ambos os sistemas de transporte, apoplasto e
plasmodésmico simplastico, sdo importantes no processo de absorgéo junto com a
agua.

Todavia, poucos estudos estdo disponiveis que demonstrem
diretamente a absorcdo e transporte de nanocapsulas poliméricas pelas plantas.
Além disso, a literatura contrasta bastante em relacao a fatores como o tamanho das
particulas absorvidas, isto porque estima-se que o diametro dos poros da parede
celular é inferior (5-20 nm) a boa parte das nanoparticulas (PALOCCI et al, 2017).
Como alternativa, determinados autores vém discutindo que algumas nanoparticulas
podem induzir a criacdo “buracos/poros” que permitiiam a penetracéo de particulas
maiores (acima de 100 nm) (NAIR et al., 2010), facilitando assim a interacdo com as
plantas.

Quando se trata de aplicagdo no solo, outros fatores como qualidade
e quantidade de matéria orgénica, teor de argila, capacidade de troca de cations
(CTC) e pH do solo sédo importantes, por influenciarem o processo de adsorgédo do
herbicida (DANIEL et al., 2002; CELANO et al., 2008; MARTINAZZO et al., 2011).
Isto porque parte das moléculas de herbicidas depositadas no solo tendem a ligar-se
aos coloides do solo e, assim, ndo ficam prontamente disponivel para as plantas em
relagdo as moléculas de herbicida presentes na solugao do solo (BINET et al., 2006;
HARTZLER, 2019).

De forma geral, solos com elevado teor matéria organica (MO) e
argila, e baixo pH costumam favorecer maior sorgdo para determinados herbicidas
(incluindo a atrazina), consequentemente diminuindo a mobilidade dessas moléculas
no solo (SCHWAB et al., 2006; KASOZI et al., 2012) ou seja, permanecem na regiao
de disponibilidade de absorcdo pelas raizes. Vale ressaltar que a seguranga e
eficiéncia de um herbicida também estdo relacionados a caracteristica de baixa
lixiviagdo (HARTZLER, 2019).
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Em um ensaio realizado pelo nosso grupo de pesquisa, observamos
em solos com caracteristicas distintas que NC+ATZ lixivia menos que a atrazina
comercial (dados n&o apresentados). Além disso, observou-se que quanto mais rico
em MO e argila € o solo, mais as formulagdes NC+ATZ e ATZ se concentravam nas
camadas superiores desse solo.

A MO além de interferir na mobilidade dos nanomateriais, afeta
também na estabilidade eletrostatica da particula (PHILIPPE e SCHAUMANN, 2014;
KLITZKE et al.,, 2015). Propriedades da superficie do nanomaterial, como carga
superficial e tipo de material, também podem interferir na interagcdo com as raizes e
no comportamento no solo, afetando a disponibilidade para as plantas.

Considerando que atrazina apresenta baixa solubilidade em agua
(35 mg L' a 20°C) vinculada a baixa polaridade (Kow log moderado de 2,7) (PPDB,
2020), pode-se dizer que a molécula possui potencial de se adsorver a fragcéo
organica dos coloides do solo (BINET et al., 2006). Mas vale lembrar que a
solubilidade dos ingredientes ativos pode aumentar a mobilidade no solo e
degradagao por microrganismos, por exemplo.

Os dados obtidos aqui indicam a maior eficiéncia da atividade
herbicida para NC+ATZ. Com isso, vale ressaltar que a nanoatrazina é uma
formulacdo com caracteristicas fisico-quimicas diferentes da formulacado comercial
(ATZ). Durante a etapa de inser¢gao da fase organica sobre a fase aquosa para
formacdo da nanoatrazina (GRILLO et al., 2012), o surfactante presente é
responsavel por estabilizar as nanocapsulas em agua, conferindo a elas um carater
anfifilico (POHLMANN, et al., 2013) (a nanoatrazina contém parte de suas regides
hidrofébicas e parte hidrofilica) com capacidade distintas para as interagdes
eletrostaticas com a raiz.

A carga da nanocapsulas neste trabalho € negativa, o que tende a
minimizar as interagbes eletrostaticas com as células da epiderme, diminuindo a
quantidade retida na superficie da raiz e assim tornando mais efetivo o processo de
absorcao e transporte (ZHU et al., 2012; RICO et al., 2017; SPIELMAN-SUN et al
2019) e, consequentemente, potencializa a atividade herbicida do ingrediente ativo
encapsulado.

Em conjunto, os resultados descritos para os tratamentos do solo
argiloso e médio arenoso elucidam o fato de que as caracteristicas de cada solo

influenciam sim no comportamento dos herbicidas, assim como das nanocapsulas
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em cada um dos parametros avaliados. Isso porque observamos que o0s
comportamentos foram inversos em periodos acima de 24 HAA, ou seja, foi
demonstrada uma maior eficiéncia na atividade herbicida para NC+ATZ para o solo
argiloso em todos os intervalos de tempo avaliados, enquanto no solo médio
arenoso, apesar do alto teor de matéria organica, NC+ATZ apresentou maior
eficiéncia na atividade herbicida apenas com 8 HAA. Apds essa avaliagédo, a ATZ
nao encapsulada apresentou maior efeito inibitorio e toxicidade, a partir de 24 HAA.

Foi demonstrado em um estudo com nanoparticulas de ZnO em solo
arenoso que a absorcdo das nanoparticulas foi limitada em até 7% devido da
agregacao com coloides minerais do solo (ZHAO et al., 2012).

Dados prévios demonstram maior sorcdo da nanoatrazina em
comparagao com a atrazina comercial para solo médio arenoso nas camadas de 5-
10, 10-15 principalmente (dados nao apresentados), ficando assim menos disponivel
para a absor¢cdo da planta, o que pode vir a reduzir a eficiéncia na inibicdo do
fotossistema Il em comparacdo com a atrazina comercial.

Entretanto, um fato importante a ser observado, € que apesar da
menor disponibilidade no solo médio arenoso para absorgéo, nas primeiras 8HAA, a
maior queda de Fv/Fm foi para NC+ATZ. Isso nos possibilitada acreditar, que assim
como a absorgdo a translocacdo também pode se tornar mais eficiente pela
nanoencapsulagéo.

Em relagdo aos parametros fitométricos, vimos que a parte aérea foi
afetada apenas pelo tratamento ATZ no solo médio arenoso. Enquanto para o
comprimento da raiz houve reducédo de forma semelhante entre NC+ATZ e ATZ no
solo médio arenoso (Figura 9a). Além disso, os tratamentos com atrazina n&o
afetaram a biomassa da raiz e da parte aérea das plantas de mostarda nessas
condicoes.

No solo argiloso houve uma redugdo da biomassa da parte aérea
para os tratamentos (incluindo NC), em comparagdo com o controle. Esse efeito
pode estar sendo causado por alguma interagdo das NC com componentes do solo
argiloso, ou com a microbiota desse solo, (DE LA ROSA et al., 2021) visto que esse
efeito nao foi observado em nenhum dos outros tratamentos. Outra hipotese é a que
as nanocapsulas poderiam estar dificultando a absor¢ao de determinados nutrientes
pelas plantas (como os cétions), devido a presenga de cargas negativas em sua

superficie, levando assim a um efeito inibitério do desenvolvimento da planta.
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Sousa et al. (2018) observaram redugao no crescimento de raiz para
Bidens pilosa, em resposta as nanocapsulas carregadas com atrazina, sendo mais
efetivas do que a atrazina comercial. Aqui, mesmo a diferenca nado sendo
significativa entre os tratamentos contendo atrazina, existe uma tendéncia maior
para NC+ATZ na redugao do comprimento das raizes.

Analisando o efeito residual da nanoatrazina a curto e longo prazo,
foi observado menor acumulo de biomassa da parte aérea em plantas de soja para
todas as formulagdes contendo atrazina. A longo prazo ocorreu uma diminuigéo
geral da fitotoxicidade nas plantas; no entanto, ao comparar os efeitos da atrazina e
nanoatrazina nas mesmas concentragdes (200 e 2.000 g ha -') descobriu-se que a
massa seca da parte aérea foram afetadas na mesma proporgéo (PREISLER et al.,
2020).

Um estudo realizado em campo também demonstrou os efeitos
negativos em culturas subsequentes devido agao dos herbicidas residuais na cultura
de milho, incluindo atrazina, sendo enfatizado no desenvolvimento inicial, na
biomassa e nos graos (SOLTANI et al., 2012; CARATTI et al 2014).

Contudo, para uma melhor compreensao da influéncia do solo na
absorcao e transporte das nanocapsulas, assim como seus efeitos, foram realizados
dois ensaios no sistema hidroponico. Um ponto interessante aqui, foi que, durante as
primeiras 4 HAA, néo foi possivel observar uma redugao significativa de Fv/Fm em
nenhum dos tratamentos e folhas avaliadas, fato este que pode estar relacionado
com a maior diluicao das formulagdes. Diferentemente do que ocorre no solo, onde a
solugao do solo estava mais concentrada tanto com NC+ATZ e ATZ. Aqui avaliamos
mais de uma regido da folha, a fim de compreender a translocagao dessas particulas
e vimos que os efeitos inibitérios foram mais acentuados para NC+ATZ com 72 HAA,
no apice e na regido mediana do limbo da folha jovem totalmente expandida (de 50
e 47%, respectivamente). Os efeitos na inibigdo foram mais tardios, assim como no
solo médio arenoso; entretanto, foram frequentemente mais acentuadas para
NC+ATZ assim como no solo argiloso.

Alguns trabalhos realizados em sistema semelhante de hidroponia
observaram forte associacao entre as raizes de soja e nanoparticulas de zeina, tanto
em funcdo do tempo quanto da concentracdo em que foram expostas, sendo
efetivamente absorvidas. Os autores relatam que parte dessa associagao ja era

esperada neste sistema, pois a agua, os nutrientes, e consequentemente as
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nanoparticulas presentes na solugdo sao absorvidas e conduzidas pelas raizes por
capilaridade. Além disso, devido a marcagdo das nanoparticulas com fluoresceina,
observou-se uma pequena quantidade de fluorescéncia detectada nas folhas da
planta, indicando que uma porgcdo das particulas foi absorvida e translocada
(RISTROPH et al., 2017).

Em outro trabalho, observou-se a interagdo de nanoparticulas de
zeina em plantas de cana-de-agucar, em que foi possivel identificar a presenca de
fluorescéncia na epiderme e endoderme da raiz (PRASAD et al., 2017). Ja neste
trabalho foram observados a presenca de fluorescéncia das nanocapsulas na regiao
da epiderme, s6 que aqui foi possivel visualizar com maior clareza o sinal intenso de
fluorescéncia no interior das células condutoras do xilema nas imagens em
microscopia confocal.

Zhao et al. (2012) observaram em imagens de microscopia confocal
que agregados de ZnO NP (nanoparticulas de o6xido de zinco) penetraram na
epiderme da raiz e na regido do cértex através da via apoplastica. Contudo a
presenca ZnO NP nos vasos do xilema sugeriu que os agregados passaram a
endoderme pela via simplastica.

Discutiu-se anteriormente diversas possibilidades quanto as rotas de
absor¢cao para as nanoparticulas em geral. A regido da raiz em que foram
capturadas as imagens e a intensidade da fluorescéncia nos permitem acreditar que
a zona pilifera constitua um dos principais locais de absor¢ao para as nanocapsulas
de PCL. Além disso, um outro ponto importante € que aparentemente o tamanho da
nanoatrazina nao esta interferindo no processo de absorgao.

Vale enfatizar que durante as coletas foram realizadas as avaliagbes
de Fv/IFm a fim de verificar a eficiéncia da formulagdo. Foi observado inibicdo na
regido mediana do limbo da ultima folha jovem totalmente expandida por NC+ATZ
em relagao controle em torno de 20% com 24 HAA (dados nao apresentados).

Em relacdo aos parametros fitométricos, observamos reducido de
forma semelhante entre NC+ATZ e ATZ no sistema hidropdnico apenas para
comprimento da raiz (Figura 13a). Além disso, os tratamentos com atrazina e a
formulacdo NC néao afetaram a biomassa da raiz e da parte aérea das plantas de
mostarda.

Em um contexto geral podemos aceitar a hipotese de que a

nanoatrazina (NC+ATZ) é absorvida pelas raizes e translocada via xilema para parte
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aérea. Contudo, estudos ainda sdo necessarios para melhor compreensao do
comportamento em solo das nanocapsulas poliméricas (PCL) e como isso influencia

no processo de absor¢cao em plantas.

5.2 APLICACAO NA FOLHA

Quando se trata de herbicidas aplicados em folhas, podemos
considerar duas vias importantes para o processo de absorg¢ao: uma lipofilica (pela
cuticula das células da epiderme) e outra através dos estdmatos. Entretanto, sabe-
se que a absorgdo e a mobilidade do ingrediente ativo assim como dos
nanomaterias associados a ele esta relacionada as caracteristicas como carga,
dimensdo da particula e tipo do material utilizado (SCHONHERR et al., 2000;
SCHONHERR et al., 2006; GRILLO et al., 2012; RICO et al., 2011; TRIPATHI et al.,
2017; MA et al.,, 2010). Considerando o carater lipofilico da camada externa da
cuticula (que apresenta mais compostos apolares) e as caracteristicas fisico-
quimicas da atrazina, como baixa solubilidade em agua (35 mg L' a 20C) vinculada
a baixa polaridade (Kow log moderado de 2,7), espera-se que a adesado dessas
particulas a folha ocorra por interagdes hidrofébicas e que a absor¢cao possa ocorrer
por difusdo através da cuticula (AVELLAN et al, 2019; PPDB, 2020;).

No entanto, quando se trata de nanocapsulas, as vias de entrada
nao sao claramente compreendidas. Um fator limitante a absorcao é a dimensao das
nanocapsulas. Um estudo recente indicou que particulas com tamanho de até 50 nm
podem entrar nas folhas das plantas por vias de absorg¢ao cuticular (AVELLAN et al,
2019). Considerando isso, se torna incompativel a absor¢do via cuticula da
nanocapsulas contendo atrazina, visto que o tamanho aproximado de NC+ATZ
utilizada neste trabalho é em torno de 260 nm. Porém, se consideramos que o ativo
pode ser liberado pelas nanocapsulas na superficie da folha, a absorcao cuticular se
tornaria possivel.

Todavia, é importante destacar que a nanoatrazina apresenta um
carater hidrofilico, ou seja, € uma formulagdo distinta da formulagdo comercial.
Assim sendo, a diferenga entre essas propriedades (como maior estabilidade

aquosa), permitiria a entrada através de outros caminhos, como os estébmatos.
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Os estdbmatos possuem tamanhos que podem variar de 10 a 100 pm
(AVELLAN et al., 2019), tornando mais viavel a absor¢do de particulas maiores.
Além disso, relatos mostram que a largura de abertura entre as células guarda em
folhas de mostarda € de aproximadamente 7,5 um, o que, em tamanho, possibilita a
entrada de NC+ATZ naquele local (ZHU et al., 2008).

Dados prévios indicam que a entrada da nanoatrazina nas folhas de
mostarda se da através dos estématos e hidatodios localizados na margem do limbo
(BOMBO et al.,, 2019). Outros trabalhos também relatam a possibilidade de
nanoparticulas inorganicas e poliméricas seguirem a rota dos estdmatos ao entrarem
em contato com a superficie da folha (EICHERT et al.,2008; LV et al., 2019). Foi
observado ainda em folhas de pimenta que a via estomatica na regido dos
hidatédios favorece a absor¢cado de nanocarreadores na superficie foliar (NGUYEN et
al., 2014).

Em estudo realizado com nanoparticulas de CeOz2, foi sugerido que
a absorcao na superficie foliar ocorria através dos hidatédios e estdmatos e o
transporte via floema para outras regides da planta (HONG et al., 2014). Porém, isso
ainda precisa ser estudado para nanocarreadores poliméricos.

Nossos dados sugerem, com base na reducado de Fv/Fm em outras
regides da folha (Figura 17), que a nanoencapsulagdo afetou positivamente a
translocacdao do herbicida. A atrazina € um herbicida sistémico, translocada
principalmente via xilema e com pouca translocagao via floema. Isso ocorre devido
as caracteristicas quimica da molécula (Kow log moderado de 2,7) e possivelmente
porque as células do xilema estdo mortas, propiciando uma caminho livre pelos
vasos. Ja as células condutoras do floema estdo vivas e com transporte via areas
crivadas. A queda da atividade do FSII no apice foliar ratifica a importancia da via
xilematica de translocagao da atrazina.

Todavia, a aplicagdo de NC+ATZ na regidao mediana do limbo
também levou a uma pequena reducédo de Fv/Fm na base da folha tratada até o final
das medicbes 72 HAA (Figura 17). Esses resultados sugerem que a
nanoencapsulacdo também poderia promover, apesar de pouco, a translocacao via
floema, o que melhoraria ainda mais a distribuicdo do herbicida pela planta.

Essa permeabilidade intermediaria da atrazina entre os células
condutoras de xilema e floema pode ocorrer em regides da folha onde a quantidade

de células parenquimaticas € maior do que células condutoras, como por exemplo
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nas extremidades dos sistemas vasculares (JACHETTA et al., 1986a; JACHETTA et
al.,, 1986b). Neste cenario, se considerarmos que o transporte pode ocorrer por
essas duas rotas, € importante considerar composicdo da seiva do floema assim
como o fluxo de transporte, a fim de diminuir os riscos de agregagao, precipitacao ou
mesmo de dissolugado das nanoformulagdes (DE LA ROSA, et al., 2021).

A alta mobilidade de NC+ATZ na folha tratada pode ser explicada
ainda pelas caracteristicas da superficie da particula que parece seguir o caminho
da agua no interior dos elementos dos vasos de forma mais eficaz em relagdo a
formulacdo comercial de atrazina. O potencial zeta negativo das NC+ATZ de PCL
(GRILLO et al., 2012) sugere que ocorram menos interagdes eletrostaticas com as
paredes celulares das folhas (BOMBO et al., 2019), evitando o acumulo e facilitando
sua distribuicdo através dos tecidos vasculares, favorecendo assim a atividade
herbicida, o que foi confirmado pela medida de Fv/Fm.

No entanto, a translocagao além da regido aplicada (curta distancia)
pode estar ocorrendo através das células do mesdfilo simplasticamente (célula a
célula) ou ainda direto no espaco intercelular das células em uma taxa mais baixa
(BOMBO et al., 2019; DE LA ROSA et al., 2021).

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a
nanoencapsulacao de atrazina potencializa a atividade herbicida pds-emergente em
plantas de Brassica juncea, Bidens pilosa, Amaranthus viridis e melhorou o controle
de Digitaria insularis, considerada uma espécie relativamente tolerante a atrazina
(OLIVEIRA et.al., 2015a; SOUSA et al., 2018; SOUSA et al., 2020).

Baseado nesses resultados promissores quanto a absorcédo via
estdbmatos foram realizados ensaios com fusicocina (FSC) (que estimula a abertura
dos estdmatos) para melhor compreenséo dessa rota de absor¢do da nanoatrazina
na folha. Vale ressaltar que a espécie utilizada tem estdmatos na face adaxial e
abaxial (BOMBO et al., 2019), e por isso foi possivel realizar as avaliagdes na face
adaxial.

Assim como observado no item 4.4, os dados do ensaio com FSC
(item 4.5) sugerem que NC+ATZ apresenta de fato maior absorgéo e translocagao
foliar que a ATZ e que os efeitos se concentraram na regidao mediana do limbo, local
onde foi aplicado tanto a FSC quanto os tratamentos com atrazina, devido ao fluxo
transpiratorio maior. Entretanto, o tratamento prévio com a FSC parece limitar o

transporte de NC+ATZ para as outras regides da planta, diferentemente do que foi



57

observado no ensaio sem FSC, além de retardar os efeitos inibitdrios de ATZ. E
importante destacar que apesar da baixa translocagédo para demais regides da
planta, a diferencga entre os efeitos de NC+ATZ e ATZ, ou seja, o ganho proveniente
da nanoencapsulagédo, foi maior com FSC do que sem essa substancia, o que
sugere a importancia da via estomatica.

Esses resultados podem ser um efeito indireto da ativagao
irreversivel da H+-ATPases pela fusicocina, que resulta no murchamento da folha
(TURNER E GRANITI, 1969), gerando um estresse (similar ao estresse por falta de
agua) a planta antes mesmo da aplicagdo do herbicida, além disso pode acabar
reduzindo o pH apoplastico (FROMARD et al., 1995). Isto porque a substancia tem a
capacidade de neutralizar estimulos responsaveis pelo fechamento estomatico
gerados sob condicdo de estresse, como € o caso do ABA, regulando a perda
excessiva de agua (HUANG et al.,, 2013). Além disso, como a atrazina é
transportada preferencialmente via xilema, rota essa de transporte de agua, e com o
fluxo transpiratorio mais intenso, faz sentido observar inibicdo apenas nas regides de
aplicagao e apice, rota pela qual o herbicida é transportado.

Outro fator a ser analisado € que com a entrada mais livre pela
abertura irreversivel dos estdmatos, NC+ATZ pode percorrer mais diretamente
através do sistema vascular (semelhante a “penetragdo” via hidatodios)
potencializando a atividade da nanoformulacdo. Com os estdbmatos abertos, as
nanocapsulas podem penetram facilmente na camara subestomatica direto no
espaco intercelular das células do parénquima clorofiliano, diferentemente do que
ocorre com aplicagdo sem FSC, onde a entrada tende a ser mais contida. Bombo et
al. (2019) observaram efeitos similares para regides dos hidatddios.

Considerando ainda a ativacao descontrolada H+-ATPase, a baixa
eficiéncia da atividade herbicida de NC+ATZ também pode estar relacionada a
desregulacdo do pH celular, causado por exemplo pelo acumulo excessivo de
prétons no vacuolo. Essa reducao na eficiéncia da nanoatrazina/atrazina poderia ser
comparada a “seletividade” de um herbicida, podendo entdo ser relacionada ao
processo de metabolizacdo e detoxificacdo da nanoatrazina, afetando
principalmente a fase de compartimentalizagdo onde o herbicida seria transportado
para o vacuolo. No entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar a
relevancia da abertura e fechamento estomatico na eficiéncia da atividade herbicida

da atrazina encapsulada.
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De fato, as hipoteses aqui discutidas quanto a via de absorcao e
transporte foram confirmadas recentemente pelo nosso grupo de pesquisa em
ensaios com atrazina radiomarcada, que fazem parte de um manuscrito em
processo de submissdo. Vimos através de imagens autorradiografadas a mobilidade
do herbicida '*C em folhas de mostarda. Para a formulagdo NC+ATZ e ATZ, a “C-
atrazina acumulou-se nas margens da folha em fungéo do tempo apés a aplicagao, o
que é tipico de herbicidas que séo translocados pelo xilema (transporte por fluxo de
massa). Além disso, observamos maiores taxas de absorgao foliar para NC+ATZ do
que para ATZ. Foi possivel ainda visualizar com a nanoencapsulagdo um aumento
pontual na porcentagem de '“C-atrazina em outras partes da planta além da folha
tratada.

Os hidatodios (estébmatos modificados) estdo restritos as margens
da folha e sdo uma porta de entrada para as nanoformulacdes, visto que estédo
continuamente abertos e conectados diretamente ao sistema vascular. Apesar de
dessa estrutura ser especializada em eliminar o excesso de agua, a absor¢ao foliar
também pode ser atribuida aos hidatédios (BOMBO et al., 2019), o que também
explicaria 0 acumulo nas margens da folhas, caso ocorra aplicagao por pulverizagao.

Em conjunto, os dados nos possibilitam aceitar hipotese de que a
absorcao foliar da nanoatrazina pode ser potencializada por ocorrer via estdmatos,
além de a sua translocagdo também ser melhorada pela nanoencapsulagdo. No
entanto ainda sao necessarios mais estudos para a importancia desses processos

para atividade herbicida da atrazina.

6 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Em resumo, nossos resultados até o presente momento indicam
melhor absorcéo pela raiz e/ou translocacao pelo xilema da nanoatrazina em relacéo
ao herbicida comercial. Quanto as difetentes composicbes de solos, o que
observamos neste trabalho foi uma maior continuidade na queda de Fv/Fm para
nanoatrazina em solo argiloso em relagcdo ao solo médio arenoso, fato este que
pode estar atrelado a maior sor¢gao da nanoatrazina para os solos arenosos.

Nossos resultados indicam ainda, um aumento da absorgao e

translocacdo via xilema e possivelmente via floema da atrazina nas folhas,
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decorrente da nanoencapsulagao, o que poderia explicar o controle mais eficiente de
plantas daninhas pela nanoatrazina em comparagdo com a atrazina comercial. Além
disso, os dados indicam que em aplicagcido foliar a nanoatrazina € potencialmente
absorvida através do estdbmatos. As imagens em microscopia confocal
demonstraram que a absorcado pela raiz em sistema hidropdnico ocorre logo na
primeira hora em exposicdo. Se considerarmos o fato de que a absor¢do da
nanoatrazina € mais rapida que a da atrazina, isso poderia reduzir a porgao
adsorvida no solo, tornando o herbicida mais disponivel para a planta. No geral, os
resultados atuais estdo resumidos no diagrama esquematico mostrado na Figura 19.

Contudo, a informagcdo sobre absorcdo e translocacdo de
nanocapsulas poliméricas pelas plantas precisa ser melhor verificada através de
estudos mais detalhados quanto a influéncia do solo nesse processo, tais como:
medir niveis de atrazina na planta; avaliar a absorgéo e translocagao de forma direta
através do uso de atrazina radiomarcada por exemplo. Em aplicagbes foliares (pés-
emergéncia) também ha a necessidade de mais estudos adotando mecanismos
adicionais como, por exemplo, a aplicacao de substancia que leve ao fechamento
estdmatico (ABA), verificando de fato a influéncia dos estdbmatos no processo de

absorgao.
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Figura 19. Diagrama esquematico dos resultados obtidos dos tratamentos em solo,
hidroponia e foliar, em relagao a absorgao e transporte da nanoatrazina (NC+ATZ).

| Aplicagao em raiz ‘

| Aplicagdao em folha ‘ 3

Aplicagcdo com e sem
Fusicocina (substancia que
estimula a abertura dos
estématos)

Nanocapsulas de poli
(e-caprolactona) (PCL)
contendo atrazina

A presenca de fluorescéncia da nanoatrazina
na folha indica uma transporte via xilema de
forma eficiente desde a raiz até os tecidos
foliares

Nanoatrazina é potencialmente
absorvida através do estdmatos e
aumenta a translocacdo via xilema
= Arenoso da atrazina nas folhas

* Hidroponia , Argijoso

Melhor absorgéo
pela raiz
Ganho proveniente da

nanoencapsulagéo foi maior com
fusicocina

Maior continuidade e eficiéncia na queda de
Fv/Fm para nanoatrazina em solo argiloso
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