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“A ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez”.

George Bernard Shaw

“Diante da vastiddo do tempo e da imensiddo do universo, € um imenso prazer dividir um
planeta e uma época com vocé”

Carl Sagan
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RESUMO GERAL

Nanoparticulas sdo estruturas com dimensdes na escala nanométrica, variando de 1 a 100
nandmetros, altamente versateis e promissoras para aplicacfes em diversas areas, inclusive na
agricultura. A sintese verde € um método de producédo sustentavel que utiliza materiais naturais,
como extratos de plantas, para reduzir e estabilizar as nanoparticulas. Esse enfoque é de grande
interesse na pesquisa cientifica e tecnoldgica, pois permite a obtencdo de nanomateriais
funcionais com menor impacto ambiental, que promove o desenvolvimento de tecnologias mais
seguras e sustentaveis. Os fitonematoides, apesar de serem organismos microscopicos, tém um
impacto significativo na agricultura e no manejo de culturas agricolas em todo o mundo.
Nematoides do género Meloidogyne possuem alto grau de polifagia e viruléncia, por isso é
interessante compreender a biologia e ecologia destes microrganismos. Uma vez introduzidos
em areas de cultivo, a erradicacdo torna-se impossivel e economicamente inviavel, pois nem
sempre 0s hematicidas quimicos sdo totalmente eficazes, além de possuirem moléculas téxicas
com alto efeito residual. Com isso, é interessante a busca e entendimento de outras praticas de
controle, como a insercdo de nanoparticulas biossintetizadas no manejo integrado de
fitonematoides. Este trabalho teve como objetivos a) sintetizar nanoparticulas de prata
utilizando diferentes concentracfes de extrato aquoso de folhas de batata-doce; b) caracterizar
as nanoparticulas por técnica de espelhamento de luz dindmica (DSL), espectroscopia entre o
ultravioleta e visivel (UV-VIS), difracéo de raio-x (DRX), espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e microscopia eletronica de transmissdo (MET); c) realizar
testes in vitro do efeito das nanoparticulas de prata biossintetizadas sobre a mortalidade e
embriogénese de M. javanica; d) realizar testes de toxidez das nanoparticulas de prata
biossintetizadas em plantas de tomate e d) realizar testes em casa de vegetacdo sobre o efeito
direto das nanoparticulas de prata biossintetizadas sobre o fator de reproducdo (FR) e nimero
de galhas (NG) em plantas de tomateiro inoculadas com M. javanica. O extrato aquoso de folhas
de batata-doce sintetizou nanoparticulas estaveis (potencial zeta de -20,7 + 6,03 mV), com
tamanho aproximado de 43 nm, com cristalografia cubica e formato levemente esférico. A
analise UV-VIS confirmou a ressonancia plasmonica de superficie de AgNPs, por meio do pico
de absorbancia em 450 nm. A analise de FTIR identificou os grupos quimicos dos acidos
carboxilicos como possiveis responsaveis pela reducédo e estabilizacdo das nanoparticulas de
prata. As AgNPs ndo apresentaram toxicidade para tomateiros. Nos testes in vitro as AgNPs
apresentaram efeito nematicida, com mortalidade de 78% num tempo de 72 horas de exposicao.
A embriogénese também foi afetada pelas AgNPs, com reducdo gradual da eclosdo de J2, a
partir do aumento das concentragcfes das nanoparticulas. Os indices de galhas (IG) e indice de
massa de ovos (IMO) também foram afetados, com reducdo dos indices a partir da aplicacao de
AgNPs. No experimento in vivo, as AgNPs apresentaram Fator de Reprodugdo <1, impedindo
a multiplicacdo dos nematoides. A atividade nematicida das nanoparticulas de prata sintetizadas
a partir do extrato aquoso de folhas de batata-doce foi equivalente ao nematicida Vertimec®
18EC. Como resultado, elas podem vir a ser utilizadas no manejo integrado de M. javanica
como uma possivel alternativa ao controle quimico.

Palavras-chaves: Biossintese, Ipomoea batatas, Meloidogyne javanica, Nanotecnologia,
Produtos naturais, Nematologia



GENERAL ABSTRACT

Nanoparticles are structures with nanoscale dimensions, ranging from 1 to 100 nanometers,
highly versatile and promising for applications in various fields, including agriculture. Green
synthesis is a sustainable production method that uses natural materials, such as plant extracts,
to reduce and stabilize nanoparticles. This approach is of great interest in scientific and
technological research as it allows obtaining functional nanomaterials with lower
environmental impact, promoting the development of safer and more sustainable technologies.
Plant-parasitic nematodes, despite being microscopic organisms, have a significant impact on
agriculture and the management of agricultural crops worldwide. Nematodes of the genus
Meloidogyne have a high degree of polyphagy and virulence, making it important to understand
the biology and ecology of these microorganisms. Once introduced into cultivation areas,
eradication becomes impossible and economically unfeasible, as chemical nematicides are not
always fully effective and may contain toxic molecules with high residual effects. Therefore, it
i interesting to explore and understand other control practices, such as the insertion of
biosynthesized nanoparticles in the integrated management of plant-parasitic nematodes. This
study aimed to: a) synthesize silver nanoparticles using different concentrations of sweet potato
leaf aqueous extract; b) characterize the nanoparticles using dynamic light scattering (DLS),
ultraviolet-visible spectroscopy (UV-VIS), X-ray diffraction (XRD), Fourier-transform
infrared spectroscopy (FTIR), and transmission electron microscopy (TEM); ¢) perform in vitro
tests on the effect of biosynthesized silver nanoparticles on the mortality and embryogenesis of
M. javanica; d) perform toxicity tests of the biosynthesized silver nanoparticles on tomato
plants; and e) conduct greenhouse tests on the direct effect of biosynthesized silver
nanoparticles on the reproduction factor (RF) and number of galls (NG) in tomato plants
inoculated with M. javanica. The sweet potato leaf aqueous extract synthesized stable
nanoparticles (zeta potential of -20.7 + 6.03 mV), with an approximate size of 43 nm, exhibiting
cubic crystallization and a slightly spherical shape. UV-VIS analysis confirmed the surface
plasmon resonance of AgNPs, with an absorbance peak at 450 nm. FTIR analysis identified
carboxylic acid groups as possible responsible for the reduction and stabilization of silver
nanoparticles. The AgNPs showed no toxicity to tomato plants. In the in vitro tests, AgNPs
exhibited a nematicidal effect, causing 78% mortality after 72 hours of exposure.
Embryogenesis was also affected by AgNPs, with a gradual reduction in J2 hatching as
nanoparticle concentrations increased. Gall index (GI) and egg mass index (EMI) were also
affected, decreasing with AgNPs application. In the in vivo experiment, AgNPs exhibited a
Reproduction Factor (RF) <1, preventing nematode multiplication. The nematicidal activity of
the silver nanoparticles synthesized from sweet potato leaf extract was equivalent to the
nematicide Vertimec® 18EC. As a result, they may be used in the integrated management of
M. javanica as a potential alternative to chemical control.

Keywords: Biosynthesis, Ipomoea batatas, Meloidogyne javanica, Nanotechnology, Natural
Products, Nematology.
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Introducéo Geral
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SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA APARTIR DO EXTRATO DE
FOLHAS DE BATATA DOCE E EFEITO EM MELOIDOGYNE JAVANICA

INTRODUCAO GERAL

1. NANOTECNOLOGIA NA AGRICULTURA

A nanotecnologia é definida como o conhecimento cientifico capaz de manipular e
controlar a matéria na escala de 1-100 nanémetros, com propriedades e fen6menos dependentes
de tamanho e estrutura distintos dagqueles em escalas menores ou maiores (Roco et al., 2000).
O uso de nanomateriais pelos seres humanos data de 4500 anos atras para as mais diferentes
aplicacdes, como por exemplo, o reforco de cerdamicas com nanofibras de amianto (Heiligtag;
Niederberger, 2013) e o emprego de nanomateriais de chumbo que eram utilizados pelos

egipcios como cosméticos (Walter et al., 2006).

Nanoparticulas sdo definidas como qualquer material com uma ou mais dimensées na
escala entre 1-100 nandmetros (Sekhon, 2014). Essa definicdo é valida para qualquer
nanoparticula, seja ela naturalmente ou sinteticamente formada, com diversos tamanhos, formas
e estruturas. O desenvolvimento da nanotecnologia resultou na produgao de nanoparticulas com
muitas aplicacGes em diferentes campos, como a industria alimenticia, medicina, téxtil e, mais
recentemente, a agricultura (Gupta et al., 2015; Mohammad; Ahmad; Zaidi, 2022). Nas tltimas
décadas, a nanotecnologia emergiu como a sexta tecnologia revolucionaria ap6s a Revolugéo
Industrial em meados dos anos 1700 e a Revolucgéo Verde, nos anos 60 (NAAS, 2013), onde 0
setor agricola tem obtido constantes avancos devido & integracdo da nanotecnologia,

fornecendo novas oportunidades no campo da pesquisa cientifica.

Este campo inovador chamado de “agro-nanotecnologia” tem contribuido, com sucesso,
em diversas areas como genética e melhoramento de plantas (Ahmar et al., 2021; Demirer et
al. 2021), na promocéo de crescimento de plantas (Tortella et al., 2023), seed priming (Acharya
et al., 2020; Anand et al., 2019), melhora da qualidade do solo (Sekhon, 2014), hidroponia
(Witanachchi et al, 2012), fertilizantes (Abdel-Aziz et al., 2018; DeRosa et al., 2010) e na
fitopatologia (Elmer; White, 2018; Worrall et al., 2018).

1.1  Nanoparticulas de prata na fitopatologia

Pesquisas tém demonstrado que, para evitar um colapso econémico e social, a
demanda global por producdo de alimentos devera dobrar até 2050 (Tilman et al., 2011).

Doencas de plantas causam perdas anuais de até 40% na producdo de alimentos, ou seja,
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aproximadamente 413 bilhdes de doélares (Flood, 2010), colocando em risco o cenério, ja
preocupante, da producdo cada vez maior e mais exigente em tendéncias sustentaveis. Com
isso, a nanotecnologia se destaca como uma nova arma no arsenal contra esses crescentes

desafios no manejo de doencas e na protecéo das plantas (R. P. Singh et al., 2021).

Apesar da medicina ser a area que mais recebe aplicac@es de nanoparticulas, o uso no
manejo de doencas de plantas é crescente. Na fitopatologia j& € comum o emprego de
nanoparticulas de metaloides, 6xidos metalicos, ndo metais, materiais de carbono e quantum
dots (Elmer; White, 2018).

A prata é um elemento quimico metalico, de simbolo Ag e nimero atbmico 47, € um
dos elementos mais conhecidos e utilizados pela humanidade. Devido as propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas Unicas, como alta condutividade elétrica, atividade microbiana e
estabilidade fisico-quimica, a prata tem sido utilizada em diversas aplica¢des na nanotecnologia
(Facibeni, 2023). As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram as primeiras a serem utilizadas no
manejo de doencas de plantas, em razdo historica e bem conhecida atividade antimicrobiana
(Swathy et al., 2014). As propriedades antimicrobianas de nanoparticulas de prata sdo
significativas para uma gama de microrganismos, como bactérias, fungos, virus e nematoides

que causam doencas em plantas (Rathi Sre et al., 2015).

Nanoparticulas de prata podem ser inseridas no manejo integrado de fitobactérias,
como mostra a pesquisa de Santiago et al. (2019), que sintetizaram essas nanoparticulas a partir

de diferentes concentragdes do extrato aquoso de folhas de tomateiro, as encapsularam com

concluiram que nanoparticulas de prata biossintetizadas por extrato de plantas do género
Phyllanthus, na concentracdo de 20 pug/mL possuem consideravel atividade contra o patdégeno
Acidovorax oryzae Schaad et al., (2009), bactéria causadora da mancha-marrom do arroz, com
sucesso na reducdo da formacéo de biofilme, como também na estimulacdo da secregédo de

efetores.

Também é relatado o controle de fungos fitopatogénicos por AgNPs. De acordo com
Koger; Ozgimen, (2022) nanoparticulas de prata biossintetizadas por extrato de macroalgas
foram capazes de reduzir o crescimento micelial de Fusarium oxysporum (Schltdl.) W.C.
Snyder & H.N. Hans, Botrytis cinerea Pears. e Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz.
& Sacc.
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Também h& um certo potencial do uso de AgNPs em patossistemas virais. Acredita-se
que as NPs causem impacto antagbnico na interacdo do virus com a célula hospedeira, podendo
ocorrer até mesmo a destruicdo da particula viral antes da replicacdo (GALDIERO et al., 2011).

Ha relato do potencial controlador de AgNPs contra Tobacco mosaic virus (Ahsan 2020).

1.2 Nanoparticulas de prata no controle de nematoides

Em comparacdo a outros fitopatdgenos, é relativamente pequeno o numero de
trabalhos cientificos envolvendo o uso de nanoparticulas na fitonematologia, contudo, nos
Gltimos anos, os estudos vém crescendo, especialmente com nematoides do género
Meloidogyne. Ghareeb et al. (2022) sintetizaram nanoparticulas de prata por extrato de algas e
registraram, in vitro, mortalidade de 87,5% de Meloidogyne incognita ap6s 12 horas, mostrando
ser mais eficaz, na mortalidade, em comparagéo ao trabalho de Elkobrosy et al. (2023) em que
a mortalidade foi de 57,62% ap0s 48 horas de exposi¢do de juvenis de segundo estadio (J2) de
M. incognita, a nanoparticulas de prata biossintetizadas com extrato de folhas de figueira. Esses
resultados divergentes estdo atrelados ao fato de que as propriedades das nanoparticulas
dependem, principalmente, dos atributos fisicos e quimicos dos extratos usados como agentes

redutores.

AgNPs podem ser eficazes contra nematoides de outros géneros. Contudo, vale
ressaltar, que é pequena a quantidade de trabalhos investigando o modo de a¢do das NPs em

nematoides.

1.3  Sintese verde de nanoparticulas

A “quimica verde” tem sido mundialmente estudada nos ultimos 20 anos (Metzger,
2003) e estd diretamente ligada com o desenvolvimento sustentavel, definido como o
desenvolvimento que atende as necessidades do presente, que consegue ser mantido em
equilibro para geragdes futuras, sendo minimamente nocivo ao meio-ambiente e socialmente
aceito (Robert et al., 2005). O desenvolvimento sustentavel tem pressionado as industrias de
base quimica e fisica, devido a preocupacdo com evidéncias de poluicdo e uso indevido de

recursos naturais (Omer, 2008).

A sintese de nanoparticulas metalicas por métodos quimicos data aos séculos 14 e 13
a.C., gquando egipcios e mesopotamicos fabricavam vidro usando metais, 0 que pode ser
considerado o inicio da era das NPs metalicas (Schaming; Remita, 2015). As nanoparticulas

podem ser sintetizadas por uma gama heterogénea de materiais, mas apenas alguns séo
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amplamente utilizados, pois 0 meio ambiente pode correr riscos se exposto diretamente a esses
materiais, devido a grande toxidez. Nanoparticulas metalicas e de 6xidos metéalicos, dioxido de
titanio, prata, 6xido de zinco, magnésio, calcio, cobre, 6xido de cobre, aluminio, niquel e ferro
sdo as mais utilizadas nas industrias e, consequentemente, acabam sendo mais estudadas em

outras &reas, como a agricultura (Rastogi et al., 2017).

E crescente 0 nimero de pesquisas dedicadas & sintese de nanoparticulas metalicas
empregando métodos quimicos, fisicos e de sintese verde (Horwat et al., 2011). Os métodos
quimicos e fisicos estdo gradualmente sendo substituidos por métodos de sintese verde
(Alsammarraie et al., 2018) por serem mais caros e necessitarem de equipamentos e técnicas
muito energéticas (Baruwati et al., 2009; Horwat et al., 2011; Saiga Ikram, 2015) e
apresentarem uso e efeito residual de compostos quimicos tdxicos (Hoag et al., 2009). Em
contraposicdo, a sintese verde utiliza materiais naturais e ecologicos, que tendem a
sustentabilidade, o que ndo apenas reduz o consumo de energia, mas também evita o0 uso de

reagentes toxicos e nocivos.

Atualmente, a sintese verde utiliza principalmente extratos com funcao de reducéo,
como extratos de folhas (Abdelbaky et al., 2022; Chirumamilla et al., 2023; Lomeli-Rosales et
al., 2022), flores (J et al., 2022; Safdar et al., 2023), raizes (Francis et al., 2020; Fulekar et al.,
2018), cascas (Anupong et al., 2023; Pagar et al., 2023; Sachin et al., 2023) e sementes (He et
al., 2023) de diversas plantas, e também microrganismos como fungos, bactérias e algas (Arsiya
et al., 2017; Hamk et al., 2023; Ogunleye et al., 2023; Shobha et al., 2023). Contudo, a sintese
verde pode ter algumas desvantagens, como matérias-primas que podem ndo estar disponiveis
em determinado momento (Turunc et al., 2017), o tempo da sintese ser muito longo
(Subramaniyam et al., 2015) e a qualidade do produto final ser altamente homogéneo e formar
particulas maiores que 100 nm (Gao et al., 2016), porém, as pesquisas tem avancado e as

metodologias tém sido cada vez mais aprimoradas.

1.4  Caracterizagdo das nanoparticulas

Nanoparticulas sdo materiais com dimensdes nanomeétricas (1-100 nm), que apresentam
diferentes propriedades fisicas, quimicas e biologicas. Apds a sintese, € crucial realizar a
caracterizacdo para melhor entendimento dos atributos fisicos e quimicos das nanoparticulas,
como morfologia, forma e tamanho (dynamic light scattering (DLS) e microscopia eletrnica),

topografia e cristalografia (difracdo em Raio-x); Optica (espectroscopia entre o ultravioleta-
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visivel (UV-VIS), quimica (Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR)), fisica (cor e pH)

e elétrica (potencial zeta e indice de polidispersividade) (Kumar, Dixit 2017).

As nanoparticulas séo suscetiveis as condi¢cGes ambientais e podem mudar seu estado
de agregacédo, estado de oxidacdo e precipitacdo de fases secundarias em diferentes condicdes
ambientais, onde os parametros fisicos e quimicos em diferentes ambientes influenciam a
estabilidade das nanoparticulas. Portanto, as nanoparticulas podem se comportar de maneira
diferente em diferentes condigOes (Levard et al., 2012), consequentemente, sua disponibilidade
e reatividade no meio ambiente sdo afetadas, sendo por isso de grande importancia a

caracterizacdo dos nanomateriais.

2. SCREENING FITOQUIMICO DE FOLHAS DE BATATA-DOCE

Ipomoea batatas (L.) Lam., da familia Convolvulaceae, popularmente conhecida como
batata-doce é uma das mais importantes raizes alimenticias e desempenha importante papel
nutricional, pois possui consideravel rentabilidade econémica em plantios em diversos paises
(Shih et al., 2009). Batatais produzem folhas em grandes quantidades, uma parte se destina as
ramas que servirdo para o replantio e a outra parte se destina a alimentagdo animal. As folhas
da batata-doce sdo ricas em vitamina B, B-caroteno, ferro, calcio, zinco e, normalmente, no
campo, a batata-doce é mais tolerante a doencas e pragas em rela¢éo a outros vegetais folhosos
cultivados nos trépicos (Ishiguro et al., 2002; Odongo et al., 2015; Pace et al., 1985; Woolfe,
1992; Yoshimoto et al., 2003).

Groppo et al., (2011) mostraram resultados positivos para triterpenos/esteroides,
alcaloides, antraquinonas, cumarinas, flavonoides, saponinas, taninos e acidos fenoélicos em
extratos de folhas de batata-doce roxa. Odake et al., (1992) classificaram antocianinas
importantes presentes nas folhas de batata-doce e as identificaram como compostos da classe
dos acidos cafeicos. Ishida, (2000) identificaram altos teores de polifendis, acido cafeico, acido
clorogénico e fibras soluveis, e concluiram que as folhas de batata-doce possuem complexa

composicao quimica.

3. NEMATOIDES DO GENERO MELOIDOGYNE Goeldi, 1887

A producdo agricola mundial estd constantemente em risco devido a incidéncia de
patdgenos, que reduzem a producdo de alimentos e afetam as plantas de forma direta ou indireta

ocasionando grandes perdas econdmicas (Sikora et al., 2021). Essas perdas sdo estimadas em
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cerca de 20 a 40% de toda produtividade de alimentos do mundo (Oerke, 2006; Savary et al.,
2012).

Fitonematoides sdo 0s patdgenos que mais causam danos em plantas ao redor do
mundo (Abd-Elgawad; Askary, 2015), afetam o crescimento das plantas e causam perdas
agricolas de aproximadamente 15% da producéo, o que corresponde a 157 bilhGes de dolares
anuais (S. Singh et al., 2015). Nematoides do género Meloidogyne spp., mais conhecidos como
nematoides das galhas, sdo 0s mais importantes nematoides em termos econémicos e
cientificos, pois sdo altamente virulentos, polifagos, possuem alta taxa reprodutiva, possuem
curto tempo de geracdo (aproximadamente 28 dias para completar um ciclo) e, ao longo do
tempo, coevoluiram com as plantas e desenvolveram um sistema complexo e interespecifico de
infeccdo, nos mais variados ambientes, o que dificulta o controle em campo (Affokpon et al.,
2011; Palomares-Rius et al., 2014; Perry et al., 2009).

A maturidade sexual de nematoides do género Meloidogyne mostra um dimorfismo
distinto (Castagnone-Sereno et al., 2013). As fémeas possuem corpos distendidos em forma
globosa e os machos sdo vermiformes e moveis (Eisenback; Triantaphyllou, 2020). Estes
nematoides apresentam diferentes estratégias reprodutivas, variando entre anfimixia e
partenogénese meidtica facultativa (onde ha variabilidade genética) ou partenogénese mitotica
obrigatoria. A maioria das espécies € partenogenética e os machos sao formados apenas em
condigdes desfavoraveis, por exemplo, quando hd maior densidade populacional, alteracdes
extremas do clima e limitacdo de alimento. Meloidogyne incognita e M. javanica sao exemplos
desses nematoides, que sdo espécies partenogenéticas mitdticas obrigatérias (Castagnone-
Sereno et al., 1993), ou seja, todos os individuos sdo clones.

O juvenil de primeiro estadio (J1) se desenvolve dentro do ovo e sofre uma ecdise para
se tornar o juvenil de segundo estadio (J2), que eclode do ovo. O J2 é a Unica fase infectiva,
sendo atraido pela raiz da planta hospedeira por quimiotatismo (Zuckerman, 1984). Apds a
atracdo para a raiz hospedeira, 0 J2 inicia a relacdo de parasitismo e penetra na raiz usando o
estilete, que possui acdo espoliadora e injetora, introduzindo enzimas hidroliticas no interior
das células das raizes (Béra-Maillet et al., 2000; Hussey, 1989; Jones; Goto, 2011; Perry;
Moens, 2011). A degradacdo da parede celular por essas enzimas juntamente com a agédo
mecéanica do estilete permite que o J2 penetre no sistema radicular e migre para a regido do
cortex, onde estabelece o sitio de alimentacdo (Davis et al., 2008; Gheysen; Fenoll, 2002;
Huang et al., 2005;) em células multinucleadas e hipertrofiadas, chamadas de “células gigantes”

(Abad; Williamson, 2010; Huettel, 1986; Truong et al., 2015). Estas células sdo a unica fonte
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de alimento do nematoide (Favery et al., 2016; Mejias et al., 2019; Rodiuc et al., 2014). O J2

permanece dentro da galha e, apds trés ecdises, chega a fase adulta (Abad; Williamson, 2010).

Nos estadios J3 e J4, os nematoides ndo se alimentam porque sdo desprovidos do
estilete (Jones et al., 2013; Moens et al., 2009;). Os machos deixam a raiz e migram para a
rizosfera ou proximo as fémeas que estdo inseridas nas raizes, com a regido da vulva exposta
(James et al., 2019), onde depositam 0s ovos em uma matriz gelatinosa composta por
glicoproteinas, que os protege das condicBes externas. Massas de ovos podem ser encontradas
na superficie ou dentro das raizes com galhas. Em regides tropicais, sdo depositados
aproximadamente 500 ovos por fémea (Jones et al., 2013; Moens et al., 2009; Perry et al., 2010)
que se separam da matriz gelatinosa e completam a embriogénese em aproximadamente 15

dias, recomegando um novo ciclo de vida.

Se nematoides do género Meloidogyne forem introduzidos em areas de cultivo, a
erradicacdo torna-se impossivel e economicamente inviavel, pois nem sempre 0s nematicidas
sdo totalmente eficazes, além de possuirem moléculas quimicas toxicas e alto efeito residual.
Com isso, € interessante a busca e entendimento de outras praticas de controle, como a
introducdo da nanotecnologia, por meio da insercdo de nanoparticulas biossintetizadas no
manejo integrado de fitonematoides.

Este trabalho teve como objetivos a) sintetizar nanoparticulas de prata utilizando
diferentes concentragfes de extrato aquoso de folhas de batata-doce; b) caracterizar as
nanoparticulas por técnica de espelhamento de luz dindmica (DSL), espectroscopia entre o
ultravioleta e visivel (UV-VIS), difracéo de raio-x (DRX), espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e microscopia eletronica de transmissédo (MET); c) realizar
testes in vitro do efeito das nanoparticulas de prata biossintetizadas sobre a mortalidade e
embriogénese de M. javanica; d) realizar testes de toxidez das nanoparticulas de prata
biossintetizadas em plantas de tomate e d) realizar testes em casa de vegetacédo sobre o efeito
direto das nanoparticulas de prata biossintetizadas sobre o fator de reproducdo (FR) e nimero

de galhas (NG) em plantas de tomateiro inoculadas com M. javanica.
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Sintese verde e caracterizacdo de nanoparticulas de prata por extrato aquoso de

folhas de batata-doce

RESUMO

Uma das aplicagdes mais promissoras da nanotecnologia € a sintese e utilizacdo de
nanoparticulas. No entanto, a sintese tradicional de nanoparticulas envolve o uso de reagentes
quimicos toxicos e nocivos ao meio ambiente e salde humana. A sintese verde de
nanoparticulas de prata surge como uma alternativa sustentavel para produzir essas particulas.
Além disso, os extratos de plantas, como por exemplo extrato de folhas de batata-doce, podem
conter compostos bioativos que atuam como 6timos agentes estabilizadores, proporcionando
maior estabilidade e biocompatibilidade as nanoparticulas de prata. O presente estudo teve
como objetivo (i) sintetizar nanoparticulas de prata por diferentes concentracGes do extrato
aquoso de folhas de batata-doce e (ii) caracterizar as nanoparticulas de prata biossintetizadas
por meio das técnicas UV-VIS, DLS, Potencial Zeta, Pdl, DRX, FTIR, MET. As diferentes
concentragfes do extrato aquoso de folhas de batata-doce foram capazes de sintetizar
nanoparticulas de prata, que apresentaram forma esférica, tamanho aproximado de 43 nm,
cristalografia clbica, forte estabilidade coloidal com potencial zeta de -20,7 £+ 6,03. Os grupos
quimicos dos acidos carboxilicos foram identificados como possiveis responsaveis pela reducao
e estabilizacdo das nanoparticulas de prata. O estudo mostrou que o extrato aquoso de folhas de
batata-doce foi um O6timo soluto precursor de nanoparticulas de prata. Esses resultados
evidenciam o potencial de extratos vegetais como agentes redutores de nanoparticulas numa
abordagem eco-friendly, com perspectivas promissoras para o desenvolvimento de métodos de
sintese sustentavel, podendo assim ampliar o uso da nanotecnologia em diversas areas, como a

agricultura.

Palavras-chaves: Biossintese, Ipomoea batatas, Nanotecnologia, Produtos naturais
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ABSTRACT

One of the most promising applications of nanotechnology is the synthesis and utilization of
nanoparticles. However, traditional nanoparticle synthesis involves the use of toxic and harmful
chemical reagents to the environment and human health. Green synthesis of silver nanoparticles
emerges as a sustainable alternative to produce these particles. Additionally, plant extracts, such
as sweet potato leaf extract, may contain bioactive compounds that act as excellent stabilizing
agents, providing greater stability and biocompatibility to silver nanoparticles. The present
study aimed to (i) synthesize silver nanoparticles using different concentrations of sweet potato
leaf aqueous extract and (ii) characterize the biosynthesized silver nanoparticles using UV-VIS,
DLS, Zeta potential, PDI, XRD, FTIR, and TEM techniques. The different concentrations of
sweet potato leaf aqueous extract were capable of synthesizing silver nanoparticles, which
exhibited a spherical shape, an approximate size of 43 nm, cubic crystallization, and strong
colloidal stability with a zeta potential of -20.7 = 6.03. The chemical groups of carboxylic acids
were identified as possible responsible for the reduction and stabilization of silver
nanoparticles. The study showed that sweet potato leaf aqueous extract was an excellent
precursor solute for silver nanoparticles. These results demonstrate the potential of plant
extracts as reducing agents for nanoparticles in an eco-friendly approach, with promising
prospects for the development of sustainable synthesis methods, thus expanding the use of
nanotechnology in various areas, including agriculture.

Keywords: Biosynthesis, Ipomoea batatas, Nanotechnology, Natural Products.



47

48
49
50
51
52
53
54

55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

34

INTRODUCAO

A nanotecnologia € uma area inovadora que se concentra na manipulacao e controle de
materiais em escala nanométrica. Nessa escala, 0s materiais exibem propriedades Unicas e
diferentes de suas contrapartes em macroescala, 0 que permite a criagdo de novos materiais com
caracteristicas excepcionais (De Mello Donegé, 2014). No entanto, o uso de nanoparticulas
também apresenta desafios, especialmente em relagdo a seguranca e ao impacto ambiental. Por
isso, é fundamental continuar pesquisando e compreendendo os efeitos dessas particulas, a fim

de garantir seu uso sustentavel.

A sintese verde de nanoparticulas de prata € um processo inovador e ambientalmente
sustentavel que tem ganhado destaque na area da nanotecnologia. Diferentemente das sinteses
tradicionais que utilizam compostos quimicos nocivos, esse método emprega extratos de
plantas como agentes redutores e estabilizadores para a formacdo das nanoparticulas (Alharbi
et al., 2022; Ansari et al., 2023; Elkobrosy et al., 2023b; Ssekatawa et al., 2021; Talank et al.,
2022). A caracterizacdo de nanoparticulas € uma etapa essencial para compreender suas
propriedades e funcionalidades. Vérias técnicas analiticas sdo empregadas nesse processo,
como espectroscopia de UV-VIS, espalhamento de luz dindmica (DLS), potencial zeta, indice
de polidispersdo (Pdl), difracdo de raios-x (DRX), microscopia eletrénica de transmissao
(MET) e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (Kumar; Dixit,
2017). O uso conjunto dessas técnicas de caracteriza¢do possibilita uma analise abrangente das
propriedades fisico-quimicas e estruturais das nanoparticulas, contribuindo para o avan¢o de

diversas aplicagdes em diversas areas (Feldheim; Foss 2002).

A batata-doce (Ipomoea batatas [L.] Lam.) é considerada uma das principais culturas
alimentares do mundo. E amplamente produzida e consumida no Brasil, maior produtor da
Ameérica Latina, que detém o 16° lugar no ranking de producdo mundial, com 805,4 mil
toneladas de tubérculos e R$ 886,6 milhdes em valor de producgéo (IBGE, 2020). As folhas sdo
amplamente utilizadas como alimento devido ao alto rendimento, tolerdncia a seca e a
capacidade de crescer em diferentes climas e sistemas agricolas (Taira et al., 2013). As folhas
também sdo conhecidas como uma das fontes mais importantes de polifendis (Fu et al., 2016)
com diversos constituintes, entre eles, os derivados do acido cafeico e acido clorogénico (Xi et
al., 2015) que podem atuar como compostos redutores e estabilizadores em processos de sintese

verde de nanoparticulas de prata.



78
79
80
81

35

O objetivo do presente trabalho foi: (i) sintetizar nanoparticulas de prata por diferentes
concentracOes do extrato aquoso de folhas de batata-doce e (ii) caracterizar as nanoparticulas
de prata biossintetizadas por meio das técnicas UV-VIS, DLS, Potencial Zeta, Pdl, DRX, FTIR,
MET.
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MATERIAL E METODOS

Extrato da planta. Folhas saudaveis de batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam. cultivar
BRS Rubissol) (Fig.1A) foram coletadas de ramas com 30 dias de idade, cultivadas em casa de
vegetacdo em Recife, Pernambuco, Brasil. As folhas foram lavadas em solugéo surfactante de
Triton X-100 diluida mil vezes, seguida de tripla lavagem com &gua destilada esterilizada e
dispostas em bancada para secagem em temperatura ambiente. As folhas foram maceradas e
imersas em 100 mL de agua bidestilada esterilizada a 90 °C por 10 minutos. A solucédo foi
filtrada duas vezes em papel filtro qualitativo 80g, o volume foi ajustado para 100 mL e a
solucdo de coloragdo amarelo escuro foi utilizada para a producéo das nanoparticulas de prata.
Para a anélise de Infravermelho com Transformada de Fourier e Difratometria de Raio-X,
utilizou a folha em pé. Para isso, 10 g de folhas foram secas em estufa, a 40 °C, por trés dias e
moidas num almofariz com auxilio de pistilo de porcelana. O p6 resultante da moagem foi

armazenado num tubo Falcon em dessecador até o momento das analises.

Sintese das nanoparticulas de prata

Foram utilizadas cinco concentragdes de extrato aquoso (3,12 mg. mL%; 6,25 mg. mL™;
12,5 mg. mL*%; 25 mg. mL* e 50 mg. mL™?) que foram utilizadas como solugGes precursoras
para a formacdo de nanoparticulas de prata. Nitrato de prata (AgNO3) foi usado como sal
metalico numa solucdo aquosa com concentracdo final de 1 mM para a sintese de AgNPs. A
sintese ocorreu na proporcédo de 1:1.

Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas sintetizadas a partir das concentrages 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 mg. mL?
do extrato aquoso de folhas de batata-doce foram nomeadas de AgNP1, AgNP2, AgNP3,
AgNP4 e AgNP5, respectivamente.

Caracterizacdo usando espectrofotometria entre UV-VIS: Apds a mudanca de coloracdo
(amarelo escuro para marrom escuro), aproximadamente 30 minutos de reacdo, as AgNPs
sintetizadas foram avaliadas no comprimento de onda na faixa de 300 a 800 nm. Dessa forma,
150 pL de cada amostra foram pipetados em pocos de microplaca e lidas com auxilio do
Multiskan SkyHigh™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) a 30°C. A absorbancia

das AgNPs foi monitorada em densidade Optica de 450 nm.

Caracterizacdo usando espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier:

Os grupos funcionais quimicos das biomoléculas presentes na folha de batata-doce, que podem
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ter sido responsaveis pela produgdo de AgNPs, foram analisadas em um PerkinElmer Spectrum
400 (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA). Assim sendo, 300 mL da suspensao de AgNPs foram
centrifugados a 5000 rpm por 45 minutos, o pellet formado nos tubos foi ressuspendido em
agua ultrapura trés vezes e deixado por trés dias em dessecador de vidro. A analise foi realizada
no modo pastilha de KBr, de maneira que, aproximadamente, 5 mg do p6 de AgNP foi
misturado em p6 de KBr, colocada em um molde de compressdo e posteriormente analisada em
wavenumber entre 4000 e 400 cm™. Os dados foram analisados com o software Spectragryph
v1.2.16.1.

Caracterizacdo usando ZetaSizer: As medicOes de Espalhamento de Luz Dinadmica (DLS),
Potencial Zeta e indices de polidispersividade foram realizadas em Zetasizer Nano Series Nano-
ZS (Malvern Panalytical, Malvern, Reino Unido) com um laser He-Ne operando em 633 nm e

o0 angulo de dispersao foi ajustado para 173° para a detec¢do por retrodispersao.

Caracterizacdo usando microscopia eletrdonica de transmissdo: A técnica de microscopia
eletrénica de transmissdo foi utilizada para determinar o formato, dispersdo e tamanho das
nanoparticulas. As imagens foram obtidas por meio de microscopio JEM 1011 (JEOL USA,
Inc, Peabody, MA) operando em 100 kV.

Caracterizacdo usando Difratometria de Raio-X: Para determinar a estrutura cristalina do
material, foi utilizado um difratdmetro Bruker D2 PHASER (Bruker Corporation, Billerica,
MA, EUA). Centrifugou-se a amostra por 5000 rpm por 45 minutos, recolhendo o pellet e 0
deixando secar em estufa a 60 °C por trés dias. A amostra foi deixada em dessecador de vidro
até o momento da andlise. Aproximadamente 1,5 g de p6 de AgNP foi analisado levando em
consideracio a Lei de Bragg, em que o comprimento de onda do raio-x foi de A=1.5406 A, a
uma distancia interplanar do angulo de dispersédo de 26, em uma faixa de 5-80°, com velocidade

de 46/min. Os dados foram analisados por meio do software Profex 5.1.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extrato aquoso: O extrato aquoso das folhas, em todas as concentragGes, apresentou a
coloracdo amarelo escuro e pH 6,2 (Fig. 1B). Essa coloracdo deve estar associada a presenca
de diversos compostos, incluindo flavonoides, carotenoides e, principalmente, antocianinas,
encontradas em abundancia nas folhas de batata-doce. Embora as antocianinas sejam
conhecidas pela sua capacidade de produzir cores vermelhas, roxas, azuis e arroxeadas, essas
moléculas sdo muito sensiveis as mudancas de pH e temperatura (Nguyen et al., 2021). Meva

et al. (2016) sintetizaram nanoparticulas de prata utilizando extrato aquoso de folhas de batata-
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doce e obtiveram extrato na coloragdo amarelo escuro, concluindo que a sintese ocorre mais
rapido e o coloide fica mais estavel quando o extrato aquoso se encontra com pH acido em
torno de 6,0 — 6,5. Nesse estudo o0 extrato aquoso apresentou a mesma coloracdo e pH 6,2, ou

seja, condicdes ideais para a sintese de nanoparticulas de prata.

Figura 1. (A) Folha de batata-doce BRS Rubissol. (B) Extrato aquoso das folhas de batata-doce de cor amarelo escuro e
pHa6.2.

Caracterizacdo das AgNPs: A caracterizacdo das AgNPs nos fornecem informacoes
detalhadas sobre suas propriedades fisicas, quimicas e estruturais, e € fundamental para
compreender e controlar seu comportamento e desempenho em diferentes aplicagdes. Assim,
no presente estudo, UV-vis espectroscopia, FTIR, potencial zeta, DLS, DRX e MET foram
utilizados para caracterizar as nanoparticulas sintetizadas pelo extrato aquoso de folhas de

batata-doce.

UV-VIS. Ressonancia plasmonica de superficie € um fendmeno dptico que ocorre quando a luz
atinge a interface entre um material e um meio condutor (Santos et al., 2016). E sabido que a
presenca de AgNPs é indicada pela coloracdo marrom escura devido as ressonancias
plasmonicas de superficie das particulas. As AgNPs foram produzidas em nosso estudo pela
exposicao de diferentes concentracGes de extrato aquoso da folha de batata-doce a uma solugédo
de AgNOz. Durante 30 minutos de incubagéo, os ions Ag foram completamente reduzidos, em

todas as concentragdes (Fig. 2).
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Figura 2. Mudanca de coloracdo durante e reducdo de AgNO3z em nanoparticulas
de prata (AgNPs) usando extrato aquoso de folhas de batata-doce. Suspensdes
marrom escuro de nanoparticulas de prata sintetizadas ap6s 30 minutos.

A observacao visual da mudanca de coloracdo confirmou a formacéo de nanoparticulas.
Em 450 nm, foi detectado um pico distinto no espectro de absor¢cdo UV-VIS de AgNPs
biossintetizadas por todas as concentracfes do extrato de folhas de I. batatas, indicando a
presenca de nanoparticulas (Fig. 3). Quando o tamanho das particulas de prata é na escala de
nandmetros, o comprimento de onda de ressonancia plasmonica tende a ficar na regido de
aproximadamente 450 nm (Amendola et al. 2010; Smitha et al. 2008; Yeshchenko et al. 2012).
Houve um aumento da absorbancia com o aumento da concentracdo do extrato aquoso de folhas
de batata-doce. Isso pode ter ocorrido porque a medida que a concentracdo do extrato aquoso
aumenta, mais moléculas estdo disponiveis para interagir na reducdo de ions de prata. Essas
interacdes podem levar a um aumento na quantidade total de massa adsorvida na superficie das
particulas de prata, como resultado, a ressonancia plasménica ¢ afetada, levando a um aumento
na absorbancia da luz (Das et al., 2010; Mock et al., 2002; Vasireddy et al., 2012).

Ressalta-se que o aumento da concentracdo pode eventualmente atingir um ponto de
saturacdo, onde a capacidade de adsorcdo da superficie das nanoparticulas é limitada. Nesse
ponto, 0 aumento na concentracdo do extrato aquoso pode nédo resultar em um aumento
proporcional na absorbancia, ocorrendo assim a instabilidade do sistema coloidal. Em nosso
trabalho, concentragdes acima de 50 mg.mL™ do extrato aquoso de folhas de batata-doce
saturaram 0 sistema, causaram precipitacdo da suspensdo e apresentavam fracos picos de
absorbancia em escalas diferentes de 450 nm. A solucédo de nitrato de prata e o extrato aquoso
das folhas ndo apresentaram picos de absorbancia. Ap6s 24 h de reagdo, os picos mantiveram
forte intensidade. A formagdo de AgNPs foi muito rapida e elas permaneceram estaveis na cor
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marrom escuro e nos picos de 450 nm de absorbancia, em temperatura ambiente, por sete meses,
indicando que o extrato aquoso de folhas de batata-doce sdo bons estabilizadores.

3,5
3

ABSORBANCE (A.U.)

350 400 450 500 550 600
WAVELENGTH (nm)

Silver Nitrate

Extrato Aquoso AgNP1
— AgNP2 —— AgNP3 AgNP4

— AgNP5

Figura 3. Espectro no intervalo UV-VIS das AgNPs sintetizadas em diferentes concentragdes
de extrato aquoso de folhas de batata-doce.

FT-IR. Os espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) foram usados para
caracterizar as biomoléculas responsaveis pela reducéo de ions de prata em AgNPs derivados

de folhas de I. batatas. A Figura 4-A, referente a analise da amostra do extrato de folhas de

130

125

115

1444 105

2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 200
Wavenumbers [em )

Figura 4. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). (A) grupos funcionais associados ao
extrato de folhas de batata-doce e (B) AgNPs sintetizadas a partir do extrato aquoso das folhas de batata-doce.

batata-doce, indicou varios picos distintos: 3287, 2927, 1655, 1444, 1318, 1265, 1051 e 617
cm™. O pico 3287 cm™ esta relacionado ao estiramento de ligagdes O-H em grupos hidroxila
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de polissacarideos, como celulose e hemicelulose, que s&o componentes estruturais das plantas.
O pico de 2927 cm™ ¢ tipico de ligagBes C-H assimétricas em grupos metil (CHs) e metileno
(CH_) presentes em moléculas organicas. Em 1655 cm™ houve um pico que indicou a presenca
de ligagcbes C=0 (carbonila), como em grupos cetona ou aldeidos. Os picos na regido conhecida
como “fingerprint” indicaram: 1444 cm™, 1318 cm™, 1265 cm™, 1051 cm™ e 617 cm™, estdo
associados a vibragcdes de flexdo (deformacdo angular) de grupos metileno (CH>), anéis
aromaticos, grupos alcoolicos e podem ser encontrados em lipidios, polissacarideos e

compostos fenolicos.

O espectro FT-IR das AgNPs sintetizadas (Fig. 4-B) mostra supressdo nas bandas 2919
cm? e 2851 cm! e a ocorréncia de banda em 3750 cm, relacionada com vibragoes de
estiramento de ligagdes de hidrogénio O-H. Essa regido é conhecida como regido de estiramento
de hidroxila e € comumente observada em compostos que contém grupos hidroxila, como
alcoois e &cidos carboxilicos (Pavia et al., 2001). Folhas de batata-doce possuem acidos
carboxilicos e alcoois em sua constituigdo, como o acido cafeico, acido clorogénico, élcool
oleandlico e &lcool beta-sitosterol (Luo et al., 2021a, 2021b; Meinhart et al., 2019; Nguyen et
al., 2021). Esses compostos ja foram relatados com a capacidade de reducdo e estabilizagdo de
nanoparticulas de prata (Ayaz Ahmed et al., 2014; Tavan et al., 2023; Thummaneni et al., 2022;
Vorobyova et al., 2020) e podem estar relacionados a esses atributos neste trabalho.

Caracteristicas fisicas: Potencial zeta, mobilidade eletroforética (DLS), cristalografia
(DRX) e MET. O DLS permitiu determinar o didmetro hidrodindmico (HD) das particulas
suspensas por meio do espalhamento de luz, e a distribuicdo e a uniformidade dos tamanhos
das particulas foi analisada ao determinar o indice de Polidispersdo (Pdl). A mobilidade
eletroforética permitiu a determinacédo do potencial Zeta das particulas. O HD (Z-average) para

cada uma das AgNps esta representado na tabela 1.

Extrato aquoso de folhas de batata-doce sintetizou nanoparticulas de prata em escala
nanometrica < 100 nm (Fig. 5) estaveis. Geralmente, uma suspensao que apresenta um potencial
zeta inferior a £20 mV é considerada instavel e resultard na sedimentacdo das particulas fora
da solucdo na auséncia de outros fatores (Cosgrove, 2005). Nesse trabalho o potencial zeta foi
de -20,7 = 6,03, indicando forte estabilidade coloidal. Diferentes concentracbes do extrato
aquoso de folhas de batata-doce sintetizaram nanoparticulas com PdlI entre 0,1 e 0,3, indicando
uma distribuicdo de tamanhos das particulas relativamente homogénea. O tamanho uniforme
das nanoparticulas é essencial para garantir um desempenho consistente e controlado dos

materiais em suas diferentes aplicacdes (Gaumet et al., 2008).
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Tabela 1. Tamanho das nanoparticulas (nm), indice de polidispersdo (Pdl) e potencial zeta de
nanoparticulas de prata (AgNPs) produzidas por diferentes concentracdes de extrato aquoso de

folhas de batata-doce.

NANOPARTICULAS TAMANHO (nm) PDI ZETA (MV)
AGNP-1 54,27 + 21,10 0,151 -18,7+ 7,71
AGNP-2 37,39 + 15,81 0,179 -22,0+7,63
AGNP-3 52,59 + 22,26 0,179 -20,2 £ 6,52
AGNP-4 29,86 *+ 14,65 0,241 -21,4 +6,17
AGNP-5 29,0+ 14,41 0,247 -20,7 + 6,03

30
= 20
2 —— AgNP-1
o AgNP-2
o —— AgNP-3
s — AgNP-4
z ____ AgNP-5

0

10 100

HYDRODYNAMIC DIAMETER (nm)

Figura 5. Diametro hidrodindmico das nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas por
diferentes concentracdes do extrato aquoso de folhas de batata-doce.

Vérias reflex6es Bragg foram observadas com valores 260 de 38,11°; 44,29° 64,43°;
77,38°, 0s quais em conjunto podem ser indexadas para as facetas 111, 200, 220 e 311 dos
indices de Miller, que correspondem inteiramente com o metal prata, respectivamente (Fig. 6).
O padrédo DRX mostra claramente que as nanoparticulas de prata sintetizadas por extrato aquoso
de folhas de I. batatas s&o de natureza cristalina de face centrada cubica, possuem alto nivel de
pureza, formato esférico e possuem tamanho aproximado de 43 nm (Fig. 7). Os indices de
Miller sdo nameros inteiros que descrevem os planos cristalinos em um cristal e sdo usados
para identificar e caracterizar os planos de difracdo observados em um padrédo de difracéo de
raios-X de uma particula (Hinsch et al., 2022). O tamanho médio cristalino das nanoparticulas
de prata foi encontrado como sendo de 43 nm. O valor do espagamento interplanar entre os

atomos foi calculado utilizando a Lei de Bragg (Mehta et al., 2017).
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Figura 6. Difratograma de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas por extrato aquoso de
folhas de batata-doce e grafico de intensidade dos indices de Miller.
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Figura 7. Mapa de densidade eletrbnica de ions de prata da nanoparticula e esquema
representando a cristalografia da nanoparticula de prata (AgNP) biossintetizada por extrato
aquoso de Ipomoea batatas.

Caracterizacdo adicional sobre tamanho, forma e agrupamento das nanoparticulas foi
realizada por meio da microscopia eletronica de transmissdo. As nanoparticulas apresentaram

0 padrdo de formato (esféricas), tamanho (~40 nm) e ndo apresentavam grandes agrupamentos
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(Figura 8). Essas caracteristicas sdo bem comuns em nanoparticulas de prata sintetizadas por
extratos vegetais (Chakravarty et al., 2022; Nayab; Akhtar, 2023).

” ' s
i .

Figura 8. Microscopia Eletronica de Transmissdo de nanoparticulas de prata (AgNPs)
sintetizadas por extrato aquoso de folhas de batata-doce na concentragdo 50 mg/mL.

Esses resultados evidenciam o potencial de extratos vegetais como agentes redutores
de nanoparticulas numa abordagem eco-friendly, com perspectivas promissoras para o
desenvolvimento de métodos de sintese sustentaveis, podendo assim ampliar 0 uso da

nanotecnologia em diversas areas, como a agricultura.

CONCLUSOES

O extrato aquoso de folhas de batata-doce agiu como agente redutor e estabilizador de
nanoparticulas de prata. A sintese ocorreu em tempo rapido e formou nanoparticulas com
tamanho de aproximadamente 40 nandémetros, com cristalografia cubica e alta estabilidade
coloidal. Compostos quimicos presentes na folha de batata-doce, pertencentes aos grupos metil,
cetona e aldeidos, podem ter sido responsaveis pela capacidade de reducédo e estabilizacdo das
nanoparticulas, contudo, testes quimicos mais precisos devem ser realizados a fim de investigar

com precisdo a quimica envolvida nesses processos.

AGRADECIMENTOS

Esta pesquisa foi financiada pela Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES). Agradecemos a instituicdo pela bolsa de estudo. Ao Laboratério de
Tecnologia de Aglomerantes e a Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental
da Universidade Federal de Pernambuco, pela disponibilidade dos equipamentos para a
realizacdo da Difracdo de raios-x e Infravermelho, respectivamente.



287

288

289
290
291

292

293
294
295
296

297

298
299
300
301

302

303
304
305
306

307

308
309
310
311

312

313
314
315
316

317

318
319

320

321
322
323

45

REFERENCIAS

Alharbi, N. S., Alsubhi, N. S., & Felimban, A. I. (2022). Green synthesis of silver
nanoparticles using medicinal plants: Characterization and application. Journal of Radiation
Research and Applied Sciences, 15(3), 109-124. https://doi.org/10.1016/j.jrras.2022.06.012

Amendola, V., Bakr, O. M., & Stellacci, F. (2010). A Study of the Surface Plasmon
Resonance of Silver Nanoparticles by the Discrete Dipole Approximation Method: Effect of
Shape, Size, Structure, and Assembly. Plasmonics, 5(1), 85-97.
https://doi.org/10.1007/s11468-009-9120-4

Ansari, M., Ahmed, S., Abbasi, A., Hamad, N. A., Ali, H. M., Khan, M. T., et al. (2023).
Green Synthesized Silver Nanoparticles: A Novel Approach for the Enhanced Growth and
Yield of Tomato against Early Blight Disease. Microorganisms, 11(4), 886.
https://doi.org/10.3390/microorganisms11040886

Ayaz Ahmed, K. B., Subramaniam, S., Veerappan, G., Hari, N., Sivasubramanian, A., &
Veerappan, A. (2014). B-Sitosterol- D -glucopyranoside isolated from Desmostachya
bipinnata mediates photoinduced rapid green synthesis of silver nanoparticles. RSC Adv.,
4(103), 59130-59136. https://doi.org/10.1039/C4RA10626A

Bykkam, S., Ahmadipour, M., Narisngam, S., Kalagadda, V. R., & Chidurala, S. C. (2015).
RETRACTED: Extensive Studies on X-Ray Diffraction of Green Synthesized Silver
Nanoparticles. Advances in Nanoparticles, 04(01), 1-10.
https://doi.org/10.4236/anp.2015.41001

Chakravarty, A., Ahmad, 1., Singh, P., Ud Din Sheikh, M., Aalam, G., Sagadevan, S., &
Ikram, S. (2022). Green synthesis of silver nanoparticles using fruits extracts of Syzygium
cumini and their bioactivity. Chemical Physics Letters, 795, 139493.
https://doi.org/10.1016/j.cplett.2022.139493

Cosgrove, T. (Ed.). (2005). Colloid Science: Principles, Methods and Applications (1st ed.).
Wiley. https://doi.org/10.1002/9781444305395

Das, R., Nath, S. S., Chakdar, D., Gope, G., & Bhattacharjee, R. (2010). Synthesis of silver
nanoparticles and their optical properties. Journal of Experimental Nanoscience, 5(4), 357—
362. https://doi.org/10.1080/17458080903583915



324

325
326

327

328
329
330
331

332

333
334
335
336

337
338
339

340

341
342

343

344
345
346
347
348

349

350
351
352

353

354
355
356

357

358
359
360

361

46

De Mello Donegd, C. (Ed.). (2014). Nanoparticles: Workhorses of Nanoscience. Berlin,
Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg. https://doi.org/10.1007/978-3-662-44823-6

Elkobrosy, D., Al-Askar, A. A., EI-Gendi, H., Su, Y., Nabil, R., Abdelkhalek, A., & Behiry,
S. (2023). Nematocidal and Bactericidal Activities of Green Synthesized Silver Nanoparticles
Mediated by Ficus sycomorus Leaf Extract. Life, 13(5), 1083.
https://doi.org/10.3390/1ife13051083

Fatimah, I., & Aftrid, Z. H. V. I. (2019). Characteristics and antibacterial activity of green
synthesized silver nanoparticles using red spinach ( Amaranthus Tricolor L.) leaf extract.
Green Chemistry Letters and Reviews, 12(1), 25-30.
https://doi.org/10.1080/17518253.2019.1569729

Fatimah, I., & Indriani, N. (2018). Silver Nanoparticles Synthesized Using Lantana Camara
Flower Extract by Reflux, Microwave and Ultrasound Methods. Chemistry Journal of
Moldova, 13(1), 95-102. https://doi.org/10.19261/cjm.2017.461

Feldheim, D. L., & Foss, C. A. (Eds.). (2002). Metal nanoparticles: synthesis,
characterization, and applications. New York: Marcel Dekker.

Francois Eya’ane Meva, E. R. A. M., Marcelle, L. S., Cecile, O. E., Agnes, A. N., Djiopang,
Y. S, Fanny, A. E. M,, et al. (2016). Unexplored vegetal green synthesis of silver
nanoparticles: A preliminary study with Corchorus olitorus Linn and Ipomea batatas (L.)
Lam. African Journal of Biotechnology, 15(10), 341-349.
https://doi.org/10.5897/AJB2015.14962

Fu, Z., Tu, Z., Zhang, L., Wang, H., Wen, Q., & Huang, T. (2016). Antioxidant activities and
polyphenols of sweet potato (Ipomoea batatas L.) leaves extracted with solvents of various
polarities. Food Bioscience, 15, 11-18. https://doi.org/10.1016/j.fbi0.2016.04.004

Gaumet, M., Vargas, A., Gurny, R., & Delie, F. (2008). Nanoparticles for drug delivery: The
need for precision in reporting particle size parameters. European Journal of Pharmaceutics
and Biopharmaceutics, 69(1), 1-9. https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2007.08.001

Hertl, N., Krilger, K., & Bunermann, O. (2022). Electronically Nonadiabatic H Atom
Scattering from Low Miller Index Surfaces of Silver. Langmuir, 38(46), 14162-14171.
https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.2c02140



362
363
364

365

366
367
368

369

370
371
372

373

374
375
376

377

378
379
380

381

382
383
384
385

386
387
388

389

390
391
392

393

394
395
396

397

47

Hinsch, J. J., Liu, J., White, J. J., & Wang, Y. (2022). The Role of Steps on Silver
Nanoparticles in Electrocatalytic Oxygen Reduction. Catalysts, 12(6), 576.
https://doi.org/10.3390/catal12060576

Ishida, H. (2000). Nutritive evaluation on chemical components of leaves, stalks and stems of
sweet potatoes (Ipomoea batatas poir). Food Chemistry, 68(3), 359-367.
https://doi.org/10.1016/S0308-8146(99)00206-X

Kumar, A., & Dixit, C. K. (2017). Methods for characterization of nanoparticles. In Advances
in Nanomedicine for the Delivery of Therapeutic Nucleic Acids (pp. 43-58). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-08-100557-6.00003-1

Luo, D., Mu, T., & Sun, H. (2021b). Profiling of phenolic acids and flavonoids in sweet
potato (Ipomoea batatas L.) leaves and evaluation of their anti-oxidant and hypoglycemic
activities. Food Bioscience, 39, 100801. https://doi.org/10.1016/j.fbio.2020.100801

Mehta, B. K., Chhajlani, M., & Shrivastava, B. D. (2017). Green synthesis of silver
nanoparticles and their characterization by XRD. Journal of Physics: Conference Series, 836,
012050. https://doi.org/10.1088/1742-6596/836/1/012050

Meinhart, A. D., Damin, F. M., Caldeirdo, L., De Jesus Filho, M., Da Silva, L. C., Da Silva
Constant, L., et al. (2019). Study of new sources of six chlorogenic acids and caffeic acid.
Journal of Food Composition and Analysis, 82, 103244.
https://doi.org/10.1016/j.jfca.2019.103244

Mittal, A. K., Bhaumik, J., Kumar, S., & Banerjee, U. C. (2014). Biosynthesis of silver
nanoparticles: Elucidation of prospective mechanism and therapeutic potential. Journal of
Colloid and Interface Science, 415, 39-47. https://doi.org/10.1016/j.jcis.2013.10.018

Mock, J. J., Barbic, M., Smith, D. R., Schultz, D. A., & Schultz, S. (2002). Shape effects in
plasmon resonance of individual colloidal silver nanoparticles. The Journal of Chemical
Physics, 116(15), 6755-6759. https://doi.org/10.1063/1.1462610

Nayab, D.-, & Akhtar, S. (2023). Green synthesized silver nanoparticles from eucalyptus
leaves can enhance shelf life of banana without penetrating in pulp. PLOS ONE, 18(3),
e0281675. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0281675



398
399
400

401

402
403

404

405
406
407

408
409

410
411
412
413

414

415
416
417
418

419

420
421
422

423

424
425
426

427

428
429
430
431

432

433
434

48

Nguyen, H. C., Chen, C.-C., Lin, K.-H., Chao, P.-Y., Lin, H.-H., & Huang, M.-Y. (2021).
Bioactive Compounds, Antioxidants, and Health Benefits of Sweet Potato Leaves. Molecules,
26(7), 1820. https://doi.org/10.3390/molecules26071820

Pavia, D. L., Lampman, G. M., & Kriz, G. S. (2001). Introduction to spectroscopy: a guide
for students of organic chemistry (3rd ed.). Fort Worth: Harcourt College Publishers.

Santos, J., Santos, M., Thesing, A., Tavares, F., Griep, J., & Rodrigues, M. (2016).
Ressonancia de plasmon de superficie localizado e aplicacdo em biossensores e células
solares. Quimica Nova. https://doi.org/10.21577/0100-4042.20160126

Smitha, S. L., Nissamudeen, K. M., Philip, D., & Gopchandran, K. G. (2008). Studies on
surface plasmon resonance and photoluminescence of silver nanoparticles. Spectrochimica
Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 71(1), 186-190.
https://doi.org/10.1016/j.saa.2007.12.002

Ssekatawa, K., Byarugaba, D. K., Kato, C. D., Wampande, E. M., Ejobi, F., Nakavuma, J. L.,
et al. (2021). Green Strategy—Based Synthesis of Silver Nanoparticles for Antibacterial
Applications. Frontiers in Nanotechnology, 3, 697303.
https://doi.org/10.3389/fnan0.2021.697303

Suérez, S., Mu, T., Sun, H., & Afdn, M. C. (2020). Antioxidant activity, nutritional, and
phenolic composition of sweet potato leaves as affected by harvesting period. International
Journal of Food Properties, 23(1), 178-188. https://doi.org/10.1080/10942912.2020.1716796

Taira, J., Taira, K., Ohmine, W., & Nagata, J. (2013). Mineral determination and anti-LDL
oxidation activity of sweet potato (Ipomoea batatas L.) leaves. Journal of Food Composition
and Analysis, 29(2), 117-125. https://doi.org/10.1016/j.jfca.2012.10.007

Talank, N., Morad, H., Barabadi, H., Mojab, F., Amidi, S., Kobarfard, F., et al. (2022).
Bioengineering of green-synthesized silver nanoparticles: In vitro physicochemical,
antibacterial, biofilm inhibitory, anticoagulant, and antioxidant performance. Talanta, 243,
123374. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2022.123374

Tavan, M., Hanachi, P., Mirjalili, M. H., & Dashtbani-Roozbehani, A. (2023). Comparative
assessment of the biological activity of the green synthesized silver nanoparticles and aqueous



435
436

437

438
439
440
441

442

443
444
445
446

447

448
449
450

451

452
453
454
455

456

457
458
459
460

461

462
463
464

465

466
467
468

469

470
471
472

49

leaf extract of Perilla frutescens (L.). Scientific Reports, 13(1), 6391.
https://doi.org/10.1038/s41598-023-33625-X

Thummaneni, C., Surya Prakash, D. V., Golli, R., & Vangalapati, M. (2022). Green synthesis
of silver nanoparticles and characterization of caffeic acid from Myristica fragrans (Nutmeg)
against antibacterial activity. Materials Today: Proceedings, 62, 4001-4005.
https://doi.org/10.1016/j.matpr.2022.04.586

Universitas Brawijaya, Pulungan, M. H., Santoso, E. F. S. M., & Universitas Brawijaya.
(2020). Ice Cream Cup Production Using Purple Sweet Potato (Ipomoea batatas L. Poir) as a
Substitute Ingredient. Industria: Jurnal Teknologi dan Manajemen Agroindustri, 9(3), 184—
194. https://doi.org/10.21776/ub.industria.2020.009.03.3

Vasireddy, R., Paul, R., & Mitra, A. K. (2012). Green Synthesis of Silver Nanoparticles and
the Study of Optical Properties. Nanomaterials and Nanotechnology, 2, 8.
https://doi.org/10.5772/52329

Vorobyova, V., Vasyliev, G., & Skiba, M. (2020). Eco-friendly “green” synthesis of silver
nanoparticles with the black currant pomace extract and its antibacterial, electrochemical, and
antioxidant activity. Applied Nanoscience, 10(12), 4523-4534.
https://doi.org/10.1007/s13204-020-01369-z

Wibowo, A., Tajalla, G. U. N., Marsudi, M. A., Cooper, G., Asri, L. A. T. W, Liu, F., et al.
(2021). Green Synthesis of Silver Nanoparticles Using Extract of Cilembu Sweet Potatoes
(Ipomoea batatas L var. Rancing) as Potential Filler for 3D Printed Electroactive and Anti-
Infection Scaffolds. Molecules, 26(7), 2042. https://doi.org/10.3390/molecules26072042

Xi, L., Mu, T., & Sun, H. (2015). Preparative purification of polyphenols from sweet potato
(Ipomoea batatas L.) leaves by AB-8 macroporous resins. Food Chemistry, 172, 166-174.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.09.039

Yeshchenko, O. A., Dmitruk, I. M., Alexeenko, A. A., Kotko, A. V., Verdal, J., & Pinchuk,
A. 0. (2012). Size and Temperature Effects on the Surface Plasmon Resonance in Silver
Nanoparticles. Plasmonics, 7(4), 685-694. https://doi.org/10.1007/s11468-012-9359-z

Zheng, W., & Clifford, M. N. (2008). Profiling the chlorogenic acids of sweet potato
(Ipomoea batatas) from China. Food Chemistry, 106(1), 147-152.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2007.05.053



473

474

475

476

477

478

479

480

481

482
483

484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497

498

50

CAPITULO 3

Atividade nematicida de nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de folhas de
batata-doce contra Meloidogyne javanica em tomateiro
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Atividade nematicida de nanoparticulas de prata sintetizadas a partir de folhas de
batata-doce contra Meloidogyne javanica em tomateiro

RESUMO

Os fitonematoides tém impacto mundialmente relevante na agricultura e no manejo de culturas
agricolas . Os nematoides do género Meloidogyne, sdo particularmente notaveis por prejudicar
drasticamente o sistema radicular, impedindo a absorcéo de dgua e nutrientes, levando perdas
substanciais para os agricultores. Uma alternativa versatil e promissora para 0 manejo desses
patdgenos é a sintese verde de nanoparticulas, pois permitem a obtencdo de nanomateriais
funcionais com menor impacto ambiental, promovendo o desenvolvimento de tecnologias mais
seguras e sustentaveis. O objetivo deste trabalho foi (i) verificar a toxidade das suspensdes de
nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas por extrato de folhas de batata-doce em tomateiro;
(ii) avaliar o efeito in vitro de AgNPs na mortalidade e eclosdo de juvenis de segundo estadio
(J2) de M. javanica; (iii) avaliar o efeito de AgNPs na reproducéo do nematoide em tomateiro.
A suspensdo de AgNPs utilizada resultou da sintese verde de 25 mg. mL-1 de folha de batata-
doce. Para os testes in vitro, a amostra foi diluida para 1, 5, 25, 50, 100 e 200 umol.L-1, sendo
as duas melhores dilui¢Bes dos testes in vitro usadas para os testes in vivo. As AgNPs ndo foram
toxicas para tomateiros e apresentaram efeito nematicida in vitro de 70% na mortalidade de J2.
O aumento das concentragcdes de AgNPs aumentou a mortalidade e diminuiu a eclosédo dos
juvenis ao longo de 24, 48 e 72 horas. A aplicacdo de AgNPs em tomateiro reduziu os indices
de galhas e de massa de ovos e a reproducdo do nematoide (FR < 1), sem promover efeito
toxico. O extrato aquoso de folhas de batata-doce nédo teve efeito nematicida, mas quando
associado as AgNPs apresentou resultado equivalente ao nematicida Vertimec® 18EC,
destacando-se como uma possivel alternativa ao controle quimico no manejo integrado de M.
javanica. Mais estudos devem ser realizados para entender o comportamento dessas
nanoparticulas no meio ambiente.

Palavras-chaves: Ipomoea batatas, Nanotecnologia, Nematoide das galhas, Solanum
lycopersicum



528

529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
o547
548
549

550
551

52

ABSTRACT

Plant-parasitic nematodes have globally relevant impacts on agriculture and the management
of agricultural crops. Nematodes of the genus Meloidogyne are particularly notable for
drastically impairing the root system, hindering water and nutrient absorption, leading to
substantial losses for farmers. A versatile and promising alternative for managing these
pathogens is the green synthesis of nanoparticles, as it allows obtaining functional
nanomaterials with lower environmental impact, promoting the development of safer and more
sustainable technologies. The objective of this work was to (i) assess the toxicity of silver
nanoparticle (AgNPs) suspensions synthesized using sweet potato leaf extract on tomato plants;
(ii) evaluate the in vitro effect of AgNPs on the mortality and hatching of second-stage juveniles
(J2) of M. javanica; and (iii) evaluate the effect of AgNPs on nematode reproduction in tomato
plants. The AgNPs suspension used resulted from the green synthesis of 25 mg. mL-1 of sweet
potato leaf. For in vitro tests, the sample was diluted to 1, 5, 25, 50, 100, and 200 pumol.L-1,
with the two most effective dilutions from the in vitro tests used for in vivo tests. AQNPs were
non-toxic to tomato plants and exhibited an in vitro nematicidal effect of 70% on J2 mortality.
Increasing concentrations of AgNPs increased J2 mortality and decreased hatching rates over
24,48, and 72 hours. Application of AgNPs on tomato plants reduced gall and egg mass indices,
and nematode reproduction (RF < 1), without inducing toxic effects. Sweet potato leaf aqueous
extract had no nematicidal effect, but when associated with AgNPs, it yielded results equivalent
to the nematicide Vertimec® 18EC, proving to be a potential alternative to chemical control in
the integrated management of M. javanica. Further studies should be conducted to understand
the behavior of these nanoparticles in the environment.

Keywords: Ipomoea batatas, Nanotechnology, Root-knot nematode, Solanum lycopersicum.
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INTRODUCAO

Os nematoides parasitas de plantas sdo patdgenos cosmopolitas que possuem ampla
gama de hospedeiros e causam perdas anuais de safra em torno de US$ 100 bilh6es no mundo
(D. Howland; Quintanilla, 2023; Ghareeb et al., 2020). Os nematoides endoparasitas
sedentarios, pertencentes ao género Meloidogyne Goeldi, 1887, sdo os mais prejudiciais, pois
parasitam quase todos os grupos de plantas de importancia agricola no Brasil (Machado et al.,
2022; Sasser et al., 1983). A espécie Meloidogyne javanica estd amplamente distribuida nas
areas produtivas do Brasil causando inimeros prejuizos (Carneiro et al., 1997). Se este
fitonematoide for introduzido na é&rea de cultivo, a erradicagdo se torna dificil e
economicamente inviavel, pois os nematicidas quimicos sintéticos sdo caros, toxicos e
poluentes, além de ter possibilidade do nematoide adquirir resisténcia (Ghareeb et al., 2022b;
J. A. L. Silva et al., 1999).

O tomate (Solanum lycopersicum) é a hortalica mais importante do mundo, mas é
frequentemente infectado por Meloidogyne spp., 0 que limita a quantidade e qualidade na
producéo dos frutos (Desaeger; Watson, 2019; Elsharkawy et al., 2022; J. D. O. Silva et al.,
2019). As perdas de safra, na cultura do tomateiro, atribuida aos nematoides das galhas foram
estimadas em até 61% em todo o mundo (Karssen et al., 2013). Com isso, € interessante a busca
por praticas alternativas de controle de fitonematoides, como a introducédo da nanotecnologia

no manejo integrado.

A nanotecnologia tem emergido como uma promissora abordagem na agricultura para
o controle eficaz de doencas e pragas (D. Singh; Gurjar, 2022). Por meio da manipulacéo de
materiais em escala nanométrica, como nanoparticulas metalicas, é possivel desenvolver
formulacbes altamente eficazes. Essa abordagem inovadora tem o potencial de reduzir
significativamente o uso de pesticidas convencionais, minimizando os impactos negativos ao
meio ambiente e a salde humana, enquanto aumenta a produtividade e a sustentabilidade das
praticas agricolas (Ditta, 2012; Mukhopadhyay, 2014; Periakaruppan et al., 2023; Usman et al.,
2020).

No entanto, é fundamental conduzir pesquisas continuas para garantir a seguranca e
eficacia dessas tecnologias, assegurando que a nanotecnologia na agricultura seja uma
ferramenta viavel e responsavel para enfrentar os desafios fitossanitarios deste século. Com

iSso, é crescente 0 numero de pesquisas envolvendo a biossintese de nanoparticulas metalicas
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utilizando extratos vegetais ou microrganismos como agentes redutores e estabilizadores,
tornando a nanotecnologia mais eco-friendly e segura para aplicacdes na agricultura (Jiang et
al., 2022; Shende et al., 2022).

Ndo ha estudos sobre o efeito nematicida de nanoparticulas de prata (AgNPs)
sintetizadas por extrato de folhas de batata-doce. O objetivo deste trabalho foi (i) verificar a
toxidade das suspensdes de AgNPs biossintetizadas em plantas de tomate; (ii) avaliar o efeito
in vitro de AgNPs na mortalidade e eclosdo de juvenis de segundo estadio (J2) de M. javanica;

(iii) avaliar a reproducdo de M. javanica em plantas de tomateiro.
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MATERIAL E METODOS

Fonte de nematoides:

Em outubro de 2021, raizes de batata-doce com sintomas de meloidoginose foram coletadas de
uma plantacdo no municipio de Rio Tinto, Paraiba, Brasil (6°46'26.1"S 35°06'26.4"W) onde as
perdas, resultantes a infeccdo de Meloidogyne spp., se aproximaram a 90%. As raizes foram
levadas ao Laboratorio de Fitonematologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Recife, Brasil, onde fémeas com massas de ovos foram separadas da raiz com auxilio de uma
agulha, transferidas para tubos contendo solucéo de hipoclorito de sédio a 1% e submetida a
vortex por 30 segundos. Em seguida, a suspensao foi vertida em vasos de 500 mL de capacidade
contendo uma muda de tomateiro cultivar Santa Cruz KADA Gigante com 25 dias de idade,
transplantada em solo autoclavado (121°C por 2 horas). Foram inoculados, no total, 10 vasos

com tomateiros, que foram deixados em casa de vegetacao para multiplicacdo do indculo.

Identificacdo dos nematoides:

Os nematoides foram identificados a partir do padrdo perineal das fémeas e por meio da

eletroforese da isoenzima esterase.

Fonte das nanoparticulas:

A suspensdo de nanoparticulas de prata utilizada nesse estudo foi a amostra AgNP-4, resultante
da sintese verde utilizando 25 mg. mL™? de folha de batata-doce. Essas nanoparticulas, de
tamanho aproximado de 40 nm, estavam estaveis e possuiam cristalografia ctbica com formato
levemente esférico. Para a realizagéo dos testes in vitro, a amostra foi diluida para: 1 pmol.L™;
5 umol.L%; 25 umol.LL; 50 pmol.LL; 100 umol.Lt e 200 pmol.L, com cddigo AgNP D1,
AgNP D2, AgNP D3, AgNP D4, AgNP D5 e AgNP D6, respectivamente. As duas melhores

diluicBes dos testes in vitro foram escolhidas para a realizacdo dos testes in vivo.
Experimentos in vitro

Mortalidade de juvenis de segundo estadio:

A mortalidade dos J2 foi determinada em placas de cultura de células com 24 pog¢os com volume
de trabalho de 5 mL. Os tratamentos consistiram em T1. Agua destilada esterilizada (controle

negativo); T2. Nematicida Vertimec® 18EC Syngenta (controle positivo); T3. Extrato aquoso
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da folha de batata-doce na maior concentragdo utilizada na sintese (50 mg.mL™); T4. AgNP 1
umol.LY; T5. AgNP 5 pmol.L?; T6. AgNP 25 pumol.L; T7. AgNP 50 umol.Lt; T8. AgNP
100 pmol.Lt e T9. AgNP 200 umol.L. Em cada poco foram pipetados 2 mL da suspensio de
cada tratamento e 1 mL de suspensdo contendo aproximadamente 100 J2. A avaliagdo ocorreu
apos 24, 48 e 72 horas de exposicdo ao tratamento. As placas foram vedadas e ficaram em
camara BOD sob temperatura constante de 25 graus. O J2 foi considerado morto quando estava
imovel e foi considerado vivo quando estava movel. A porcentagem de nematoides mortos foi

calculada pela formula:
(n J2 vivos na 4gua — n® J2 vivos tratamentos)

Mortalidade (%) = 72 J2 vivos na dgua x 100

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com nove

tratamentos e cinco repeti¢fes, com cada unidade experimental constituida por uma placa.

Efeito na embriogénese - eclosdo de J2:

A ecloséo de J2 foi determinada em placas de cultura de células com 24 pogos com volume de
trabalho de 5 mL. Os tratamentos consistiram em T1. Agua destilada esterilizada (controle
negativo); T2. Nematicida Vertimec® 18EC Syngenta (controle positivo); T3. Extrato aquoso
da folha de batata-doce na maior concentragdo utilizada na sintese (50 mg.mL™); T4. AgNP 1
umol.L™; T5. AgNP 5 pmol.L%; T6. AgNP 25 umol.L™; T7. AgNP 50 pumol.L?; T8. AgNP
100 pmol.Lt e T9. AgNP 200 pumol.L™ . Em cada pogo foram pipetados 2 mL da suspenséo de
cada tratamento e 1 mL de suspensdo contendo aproximadamente 100 ovos. A avaliacdo
ocorreu apods 24, 48 e 72 horas de exposicdo ao tratamento. As placas foram vedadas e ficaram
em camara BOD sob temperatura constante de 25 graus. Foi contabilizado o nimero de J2 que
eclodiram em cada pogo, por meio da formula:
(n°J2 nadgua —n®J2 tratamentos)

Eclosio de J2 (%) = n° )2 na dgua x 100

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com

nove tratamentos e cinco repeticoes.
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Experimentos in vivo

Teste de toxicidade das AgNPs em tomateiro:

Mudas de tomateiro cv. Santa Cruz KADA foram transplantadas para vasos contendo substrato
autoclavado de solo e areia na proporcdo 1:1. Trés testes foram realizados: a) 15 mL de
suspensao de nanoparticula recém-sintetizada, sem diluicéo, foi borrifada em toda a planta com
idade de 45 dias; b) 15 mL de suspenséo de nanoparticula, sem diluicéo, foi irrigada diretamente
no substrato; ¢) 15 mL de suspensdo de nanoparticula, sem dilui¢do, foi borrifada em todo
tomateiro que posteriormente foi guardado em camara Umida em saco plastico transparente de
10 litros, a fim formar um “microclima”. O teste foi realizado em triplicata para verificacdo de

efeito toxico da suspensdo de nanoparticulas nos tecidos das plantas.

Fator de Reproducao, indice de massa de ovos e indice de nUmero de galhas:

Mudas de tomateiro cv. Santa Cruz Kada foram transplantadas 35 dias apds a semeadura para
vasos de 1 Litro, contendo substrato autoclavado composto de uma mistura de solo e areia na
proporcao 1:1. Foi transplantada uma muda por vaso e estes ficaram dispostos em casa de
vegetacdo aclimatando por um periodo de sete dias. Foi realizada a inoculacao de 2500 ovos+J2
extraidos de raizes de tomateiros mantidos em casa de vegetacdo como plantas multiplicadoras.
Os tratamentos consistiram em T1. Agua destilada esterilizada (controle negativo); T2.
Nematicida Vertimec® 18EC Syngenta (controle positivo); T3. Extrato aquoso da folha de
batata-doce na maior concentracdo utilizada na sintese (50 mg.mL-1); T4. AgNP D5 100
pumol.L-1; T5. AgNP D6 200 pmol.L-1. Foram utilizados trés modos de aplicagdo: H1.
Tratamentos + suspensdo de nematoides ao mesmo tempo; H2. suspensdo de nematoides e 24
horas depois a aplicacdo dos tratamentos; H3. Aplicacdo dos tratamentos e 24 horas depois a
suspensao de nematoides. A suspensdo de cada tratamento consistiu em 50 mL, referente a
capacidade de campo de cada vaso. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente

casualizado, com cinco tratamentos e nove repetigdes.

Quarenta e cinco dias ap6s a inoculagédo foi realizada a quantificacdo de nematoides
presentes nas raizes através do método de extracdo proposto por Coolen; D’Herde (1972). A
reproducdo do nematoide foi avaliada pelo fator de reproducéo (FR), determinado por meio do
quociente entre a populacdo final (quantificada) e a populacéo inicial (inoculada) do nematoide
(Oostenbrink, 1966). O indice de massa de ovos (IMO) foi determinado colorindo-se as massas

de ovos com fucsina cida (Taylor; Sasser, 1978) e utilizando-se a escala de 1 a 5, proposta por
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Charchar et al., (2003). Para o indice de galhas (IG) também se utilizou a escala de 1 a 5, de

acordo com Charchar et al., (2003).

ANALISE ESTATISTICA:

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com testes de normalidade dos
residuos (Shapiro-Wilk) e homogeneidade da variancia. Para os dados dos testes in vitro
(mortalidade e eclosdo de J2), foi realizado teste F, seguido de analise de regressdo longitudinal
(repeticdo no tempo) quando verificado diferenca estatistica. As diferengas entre as médias
foram testadas para significancia a p<0.05 utilizando o teste de Tukey. Todas as analises foram

realizadas utilizando o software R version 4.3.1.

RESULTADOS

Avaliacdo da atividade nematicida de dilui¢des de nanoparticula de prata sintetizadas por
extrato aquoso de folhas de batata-doce sobre M. javanica in vitro:

A mortalidade de J2 variou significativamente com as concentra¢es de AgNPs (1, 5,
25, 50, 100 e 200 pmol.L) e o periodo de exposicdo (24, 48 e 72 horas).O percentual de J2
mortos é apresentado pela regressao longitudinal polinomial de ordem dois com significancia
estatistica (p < 0,05) que explica 85,85% da variabilidade da variavel dependente (Figura 1-A).
O coeficiente de regressdo para as concentracGes de AgNPs indica uma relagdo positiva com o
percentual de mortalidade de J2, sugerindo que 0 aumento das concentra¢des da suspenséo de
nanoparticulas de prata esta associado ao aumento proporcional da mortalidade de J2 ao longo

de 24, 48 e 72 horas, conforme mostra o grafico de linhas (Figura 1-B).
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Fig. 1- Anadlise de regressao longitudinal da porcentagem de mortalidade de J2
de M. javanica em relacdo a concentragdes de nanoparticulas de prata (AgNPs)
sintetizadas por extrato aquoso de folhas de batata-doce. A) Gréafico de regressao
mostrando comportamento polinomial positivo. B) Gréfico de linhas mostrando
0 comportamento das variaveis dependentes e independentes em funcéo do tempo
de 24, 48 e 72 horas.

Vale ressaltar que o extrato aquoso de folhas de batata-doce na maior concentracdo
utilizada na sintese verde (50 mg.mL-1) ndo teve efeito nematicida significativo, pois nao
apresentou diferenca estatistica com o tratamento controle negativo (dgua destilada esterilizada)
nas primeiras 24 horas. Contudo, nas 48 e 72 horas, se assemelhou a primeira diluicdo de AgNP
(1 pmol.L1). O nematicida Vertimec® 18EC foi responsavel por 78,73% da mortalidade de J2.
As concentracGes AgNP D5 e AgNP D6 ndo diferiram estatisticamente do nematicida em 24 e

72 horas, indicando a eficcia desses tratamentos em relagdo ao controle positivo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Efeito das diferentes concentracdes de nanoparticulas de prata (AgNP) e extrato
aquoso de folhas de batata-doce (EA) na mortalidade de juvenis do segundo estadio de
Meloidogyne javanica ap6s 24, 48 e 72 horas de exposicao.

Tempo de exposicdo e mortalidade (%)

Tratamento 24 horas 48 horas 72 horas
agua 1,33f 7,41 f 9,11e
Vertimec® 18EC 46,22 a 61,19 a 78,73 a

Extrato Aquoso 5,83 ef 16,35 de 26,87 cd

AgNP 1 pmol.L*? 10,67 de 13,11e 24,77 cd
AgNP 5 pmol.L* 15,17 cd 20,04 de 17,86 d
AgNP 25 pumol.L* 20,18 bc 23,43 cd 29,78 ¢
AgNP 50 pumol.L* 24,03 b 28,47 ¢c 33,85¢C
AgNP 100 umol.L? 37,76 a 44,66 b 63,01 b
AgNP 200 umol.L? 40,56 a 46,64 b 73,21 ab

*Dados sdo médias de cinco repeti¢cdes. Médias com a mesma letra, em cada coluna, ndo sao
significativamente diferentes pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Mortalidade
% = [(NUmero total de J2 vivos no controle—NuUmero total de J2 vivos nos tratamentos) /
numero total de J2 vivos no controle] x 100.

A eclosdo de J2 durante o periodo de 24, 48 e 72 horas foi significativamente (p < 0,05)
afetada pelas concentraces de AgNP (1 pmol.LY; 5 umol.L%; 25 pmol.L™?; 50 pmol.L?; 100
umol.L ™t e 200 pmol.L?), conforme apresentado na regressdo longitudinal polinomial de
ordem trés (Figura 2). O coeficiente de regressdo para as concentragdes de AgNPs foi negativo,
indicando uma relagé@o negativa com o percentual de ecloséo de J2. 1sso sugere que 0 aumento
das concentragfes da suspensdo de nanoparticulas de prata estd associado a diminuigdo

proporcional da ecloséo de J2 ao longo de 24, 48 e 72 horas.
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Figura 2. Analise de regressao longitudinal da porcentagem de eclosdo de juvenis do segundo
estadio (J2) de Meloidogyne javanica em relacdo as concentragdes de nanoparticulas de prata
(AgNP) sintetizadas por extrato aquoso de folhas de batata-doce.

Teste de toxicidade de AgNPs biossintetizadas em tomateiros cv. Santa Cruz:

N&o houve toxidez em tomateiros cv. Santa Cruz causada pela aplicacdo de

nanoparticulas de prata biossintetizadas por extrato aquoso de folhas de batata-doce.

Avaliacéo da atividade nematicida de dilui¢des de nanoparticula de prata sintetizadas por

extrato aquoso de folhas de batata-doce sobre M. javanica in vivo:

A Tabela 2 mostra o efeito das duas melhores concentra¢des de AgNP nos testes in vitro
(AgNP D5 100 pmol.L-1 e AgNP D6 200 pumol.L-1) no fator de reprodugdo em tomateiros
infectados com M. javanica apds 45 dias, comparado ao Vertimec® 18EC e extrato aquoso de
folhas de batata-doce, em trés diferentes modos de aplicacdo (H1, H2 e H3). Além do
tratamento controle negativo (agua destilada esterilizada), os nematoides se multiplicaram
livremente nas plantas onde foi aplicado o extrato aquoso das folhas de batata-doce,
apresentando FR>1 nos trés modos de aplicacédo para esse tratamento. Em contrapartida, os FR
dos tratamentos AgNP D5 e AgNP D6 se mostraram <1, inibindo a multiplicacdo do nematoide,
e ndo diferiram estatisticamente no modo de aplicagdo H1, enquanto AgNP D6 foi mais eficaz
nos modos de aplicagdo H2 e H3. Contudo, o nematicida Vertimec® 18EC foi o tratamento que

mais reduziu a multiplicacdo de M. javanica em tomateiros.
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Tabela 2- Tabela 2- Efeito de duas concentragdes de nanoparticulas de prata (AgNP) (D5 = 100
pumol.L-1 e D6 = 200 pumol.L-1) no fator de reproducdo em tomateiros infectados com
Meloidogyne javanica apds 45 dias, comparado ao Vertimec® 18EC e extrato aquoso (EA) de
folhas de batata-doce em trés modos de aplicacdo (H1= nematoides e tratamentos aplicados
juntos; H2= tratamentos aplicados ap0s 24 horas da inoculacdo dos nematoides; H3=
nematoides inoculados apds 24 horas da aplicacdo dos tratamentos).

Fator de reproducéo

Tratamento Modo de aplicacdo
H1 H2 H3
Agua 2,73 a 3,68a 3,26 a
Vertimec® 18EC 0,01c 0,02e 0,03 e
EA 2,87 a 2,66 Db 2,75Db
AgNP D5 0,57 b 0,57 ¢ 0,60 c
AgNP D6 0,36 b 0,36d 0,38d

*Dados sdo médias de nove repeti¢des. Médias com a mesma letra, em cada coluna, ndo sdo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A Tabela 3 mostra que AgNP D5 e AgNP D6 néo diferiram estatisticamente em
relacdo ao IG e IMO nos trés modos de aplicacdo dos tratamentos. A média de IG e IMO para
as duas concentracGes de AgNP indicou que as raizes apresentavam até 50 galhas pequenas e
6-15 massas de ovos, respectivamente. O IG do extrato aquoso de folhas de batata-doce néo
diferiu estatisticamente do controle negativo (dgua destilada esterilizada), nos trés modos de
aplicacdo, apresentando médias indicativas a raizes com mais de 50 galhas pequenas e até 10
galhas grandes. Contudo, este mesmo tratamento diferiu estatisticamente do restante no IMO,

com média de indices que indicam raizes com até 30 massa de ovos.
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Tabela 3- Efeito de duas concentragdes de nanoparticulas de prata (AgNP) (D5 = 100 pmol.L-1 e D6
200 pmol.L-1) no indice de galhas (IG) e indice de massa de ovos (IMO) em tomateiros infectadas com
Meloidogyne javanica apés 45 dias, comparado ao Vertimec 18EC e extrato aquoso (EA) de folhas
de batata-doce em trés modos de aplicacdo (H1= nematoides e tratamentos aplicados juntos;
H2= tratamentos aplicados apds 24 horas da inoculacdo dos nematoides; H3= nematoides
inoculados apds 24 horas da aplicagdo dos tratamentos).

Modos de aplicacao

Tratamento H1 H2 H3
IG IMO IG IMO IG IMO
Agua 422a 488a 444a 50a 4,55 a 50a
Vertimec® 18EC 1,77¢ 1,11d 1,77c  1,11d 2,0C 1,33 d
E.A. 4,0a 40b 40a 411b 422a  433b
AgNP D5 344b 233c 333b 3,11c 333b  3,33c
AgNP D6 3,0b 2,0 c 30b  3,11c 3,0b 3,0c

*Dados sdo médias de nove repeticdes. Médias com a mesma letra, em cada coluna, ndo sao
significativamente diferentes pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

DISCUSSAO

Tem sido relatado na literatura que os nematicidas quimicos sintéticos sdo prejudiciais
ao meio ambiente (Chen et al., 2020; Chitwood, 2003; Ebone et al., 2019). Os resultados do
presente estudo mostraram que as AgNPs sintetizadas a partir de folhas de I. batatas foram tdo
eficazes quanto o nematicida comercial Vertimec® 18EC em sua concentragdo recomendada,
na mortalidade de J2 de M. javanica ap0s 48 e 72 horas de exposicéo, embora a eficicia tenha
diminuido nas concentracdes de diluicGes mais baixas das AgNPs. Esses resultados promissores
se estendem a reducdo do fator de reproducéo, indice de galhas e indice de massa de ovos em
tomateiros. Além do mais, o extrato das folhas de batata-doce ndo demonstrou efeito
nematicida, e as AgNPs ndo mostrou fitotoxidade, sinalizando favoravelmente o potencial de

uso na agricultura.

Os nematicidas quimicos geralmente sdo mais eficazes que outros tratamentos
alternativos, porém tém causado inimeros problemas ambientais devido aos efeitos residuais,
além do uso ser restrito e nem sempre recomendado. A acdo nematicida de nanoparticulas
biossintetizadas ja foi demonstrada em outros patossistemas (Kalaiselvi et al., 2017; Tariq et
al., 2022). Rani et al. (2022) observaram a completa inibicéo da eclosdo de J2 ap6s 48 horas e
100% de mortalidade de J2 ap6s 12 horas de exposicdo de M. incognita a nanoparticulas de
ouro biossintetizadas por extratos de alcacuz. Nossos resultados corroboram com os resultados
de (Abbassy et al., 2017), que testaram o efeito nematicida de nanoparticulas de prata

biossintetizadas por extratos de Conyza dioscoridis, Melia azedarach, Moringa oleifera e
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concluiram que essas AgNPs sdo eficazes tanto na mortalidade de J2, quanto na interrupcéo da

embriogénese.

CONCLUSOES

O uso de AgNPs é uma alternativa promissora para 0 manejo integrado de M. javanica
em tomateiro. A atividade nematicida das AgNPs sintetizadas a partir de 25 mg. mLdo extrato
aquoso de folhas de batata-doce varia com a concentracdo, tempo de exposi¢cdo e modo de
aplicacdo. Concentracbes de 100 e 200 pmol.L'de AgNPs aumentam a mortalidade e
diminuem a eclosdo de M. javanica substancialmente, in vitro, de forma equivalente ao
nematicida Vertimec® 18EC. Contudo, in vivo, sao menos eficientes que o nematicida, apesar
de reduzir a multiplicacdo do nematoide. Mais pesquisas Sd0 necessarias para 0
desenvolvimento de nanoparticulas biossintetizadas mais eficientes contra os nematoides e para

um melhor entendimento dos efeitos na planta e no ambiente.
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CONCLUSOES GERAIS

A crescente busca por solucdes sustentaveis na agricultura tem impulsionado a pesquisa
e o desenvolvimento de tecnologias inovadoras, como a sintese verde de nanoparticulas. A
possibilidade de utilizar extratos vegetais, como o0 da folha da batata-doce, como agentes
redutores e estabilizadores, abre portas para uma abordagem mais eco-friendly na producdo

desse material.

As AgNPs sintetizadas a partir de folhas de batata-doce possuem interessantes
caracteristicas e propriedades fisicas e quimicas, e demonstraram atividade nematicida
significativa in vitro, apresentando potencial para controle de M. javanica. Entretanto, em
condicBes de casa de vegetacdo, os resultados foram bem satisfatérios, com eficacia proxima
ao nematicida quimico comercialmente utilizado. Além do mais, as AgNPs ndo foram tdxicas
para tomateiros. Em suma, os resultados obtidos até 0 momento demonstram o potencial das
AgNPs biossintetizadas por extrato aquoso de folhas de batata-doce como uma alternativa
vidvel para aprimorar o manejo integrado de fitonematoides e promover a nanotecnologia como
uma aliada na agricultura sustentavel. Porém, a continuidade das pesquisas e testes €
fundamental para a otimizacao das técnicas de sintese e para a compreensdo plena dos efeitos
das nanoparticulas tanto nas culturas quanto no ecossistema em geral. Ao unir esforcos entre a
nanotecnologia e a ciéncia agricola, podemos avancar rumo a uma agricultura mais eficiente e

que tenda a sustentabilidade.
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