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Apresentagido

O e-book Sementes: foco em pesquisa sobre qualidade fisiologica e sanitaria — volume 2
de publicagdo da Pantanal Editora, apresenta, em seus treze capitulos, os resultados de pesquisas
desenvolvidas ao longo dos tltimos anos de varias institui¢oes de ensino como a Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM) a Universidade Federal do Parand (UFPR) e a Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho” (UNESP) Campus Botucatu, todas com participagao direta dos académicos de
graduacio e de poés-graduagao.

Sabendo que as pesquisas na Area de Sementes sdo essenciais para uma agricultura de baixo
impacto ambiental e aumento da produtividade, nosso trabalho visa contemplar as necessidades de
desenvolvimento do Setor Agronémico Brasileiro. Aproximando o produtor da ciéncia, para que ambos
obtenham sucesso na aplicabilidade desse conhecimento no campo, de forma a promover um manejo
sustentavel e rentavel ao meio rural.

Otima leitura e atenciosamente,

Janine Farias Menegaes
Raquel Stefanello

Ubirajara Russi Nunes



Quem cultiva a semente do amor
Segue em frente e nao se apavora
Se na vida encontrar dissabor
Vai saber esperar a sua hora

(Madureira, Bernini & Pilares)
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Capitulo X

Oxido de grafeno na germinacido de sementes de aveia-
branca

4 10.46420/9786585756280cap10 Raquel Stefanello
Daiane Balconi Bevilaqua

Wagner Jesus da Silva Garcia

Theodoro da Rosa Salles

Cristiano Rodrigo Bohn Rhoden

INTRODUCAO

Os nanomateriais a base de grafeno tém recebido atencao especial devido as suas aplicacoes em
diversos campos como dispositivos de armazenamento de energia; na biomedicina (revestimento de
dispositivos médicos); nanoeletronica; em materiais de adsor¢ao; composicao de embalagens; como
componentes de fertilizantes; em sistemas de nanoencapsulacgao e liberacao inteligente; no tratamento de
agua e ultrafiltragdo; na remog¢ao de contaminantes; na quantificacio de pesticidas e inseticidas e em
sistemas de detecgdo e agricultura de precisio (Ahamed & Loganathan, 2023; Nasiri, Ahmadzadeh &
Amiri, 2021; Nunes et al., 2023; Diraki et al., 2019; Kaymak, Sevim & Metin, 2022; Abu-Nada, Abdala &
McKay, 2021; Karamipour, Fathi & Safari, 2021; Salles et al., 2023; Sun et al., 2021; Priyadharshini et al.,
2022).

O oxido de grafeno (graphene oxide - GO) como material primario possui varias vantagens, como
ser atoxico, produzido em larga escala a partir de grafite e de baixo custo em relagdio aos materiais
existentes (Kaymak et al., 2022). Apresenta indmeras caracteristicas importantes e unicas, como
hidrofilicidade, alta dispersao em meio aquoso, facil sintese, tamanho robusto, alta biocompatibilidade e
capacidade de funcionalizacio de superficie, devido a presenca de grupos funcionais o que permite
aplicagdes promissoras em varios campos, incluindo areas biomédicas, biolégicas e agricolas (Ghulam et
al.,, 2022).

Diversos estudos utilizando o 6xido de grafeno e sugerindo melhora significativa no crescimento
das plantas, despertaram interesse em suas possiveis aplicagdes na agricultura, influenciando
positivamente nos estagios de desenvolvimento como germina¢ao de sementes, respostas fisiologicas e
bioquimicas de plantas e crescimento de raizes e parte aérea (Zhang et al., 2015; Gonzalez-Garcia et al.,
2019; Park et al., 2020; Samadi et al., 2021; Guo et al., 2021; Yang et al., 2022; Zhao et al., 2023; Kazlauskas
et al., 2023).

Por outro lado, alguns estudos apontam possiveis efeitos negativos como observado em alfafa

(Medicago sativa L..) onde o 6xido de grafeno em niveis elevados teve um impacto negativo no crescimento
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e desenvolvimento radicular, induzindo estresse oxidativo e desequilibrio nutricional (Zhao et al., 2023);
em arroz onde foram observados menor comprimento de raiz e peso fresco e seco (Shen et al., 2019) e
em trigo onde foi verificada inibicio da germinagio das sementes de 1000-2000 pg mI." (Vochita et al,
2019). Adicionalmente, na espécie Larix olgensis Ostent. & Syrach as altas concentra¢oes de grafeno (>100
mg L") diminuiram o comprimento, volume, didmetro e massa seca da raiz das plantulas (Song et al.,
2020).

Além disso, o 6xido de grafeno tém sido utilizado como mitigador de efeito de toxicidade por
cadmio em arroz (Yin et al., 2018) e alface (Gao et al., 2020), por cobre em lentilha d’agua (Lemna minor
L.) (Hu et al., 2018), por niquel (Ni), zinco (Zn), cromo (Cr) e cobre (Cu) em agriao - (Lepidium sativum
L.) (Kazlauskas et al., 2023), estresse hidrico em abobrinha (Cucurbita pepo 1..) e estresse salino em melao
(Cutcumis melo 1..) (Kaymak et al., 2022) e trevo-persa (Trifolium resupinatum 1..) (Stefanello et al., 2024),
protegendo assim as plantas dos efeitos nocivos de altas concentragoes.

A ampla aplicagio e as propriedades tnicas do 6xido de grafeno fazem com que ele interaja com
outros poluentes e, posteriormente, altere seu comportamento e toxicidade (Hu et al., 2018). Tem atraido
muita aten¢ao por possuir uma excelente propriedade de adsor¢ao para eliminar com eficiéncia metais
pesados como Cd, Pb, Cr, Ni, Zn e Cu que se originam de efluentes farmacéuticos, eliminando assim
ions de metais pesados e impurezas organicas de aguas residuais (Wang et al., 2019).

No entanto, o aumento da produgao, usos extensivos e a liberagdo de nanomateriais a base de
grafeno no ambiente levantou preocupagdes sobre os seus potenciais riscos biolégicos e ambientais
(Zhao et al., 2022; Yang et al., 2022), sendo essencial entender e investigar se o uso desta nanoparticula
de carbono ¢é seguro bem como os efeitos diretos e indiretos nos organismos em varios campos (Yin et
al., 2018; Stefanello et al., 2024). Em resposta a essas preocupacoes, inicialmente em estudos preliminares
foi explorado se o grafeno poderia induzir fitotoxicidade em concentragées consideradas altas (0-1000
mg 1" GO). Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de nanomateriais como o
oxido de grafeno, na germinagao de sementes de uma espécie forrageira de relevante importancia

economica, como a aveia-branca (Avena sativa 1..).

MATERIAL E METODOS

Sementes de aveia nao tratadas adquiridas de uma empresa tradicional em comercializagiao de
sementes foram utilizadas para o trabalho desenvolvido no Laboratério de Genética Vegetal & Evolugio
Vegetal, do Departamento de Biologia (Centro de Ciéncias Naturais e Exatas) da Universidade Federal
de Santa Maria (RS).

A sintese do GO seguiu a metodologia de Salles et al. (2020) onde 1,0 g de grafite em flocos
(Sigma-Aldrich®) foi adicionado a 60 mL de H,SO4 98% (Synth®) sob agitacdo magnética por 10 min
em temperatura ambiente. Sucessivamente foram adicionados 6 g de KMnO, (Synth®) (durante 20 min).

A solucio resultante foi aquecida a 40 °C e mantida sob agitacio durante 5 h. Sequencialmente, a

| 118 |



Sementes: foco em pesquisa sobre qualidade fisioldgica e sanitaria — volume 2

temperatura ambiente, adicionou-se dgua destilada (180 mL) lentamente e sob agitagao durante 12 h. Em
seguida, a reacdo foi aquecida a 40 °C por 2 h e foram adicionados 300 mL de agua destilada e 10 mL de
peroxido de hidrogénio (Synth®). A soluciao amarela foi lavada até pH 7,0 e seca em estufa (DeLeo) a 50
°C por 7 dias. Por fim, 1,5 g do produto final foi disperso em 1000 mL de agua destilada, resultando na
concentragio de 1,5 g ..

Para avaliar o efeito dos nanomateriais na germinagao foram utilizadas concentracdes de 0
(somente 4gua destilada), 125, 250, 500 e 1000 mg L." de GO. As sementes de aveia foram embebidas
por 24 horas no escuro, em temperatura ambiente, em diferentes concentracoes de GO, conforme
metodologia adaptada de Kaymak et al. (2022). Apds condicionamento com GO, as sementes foram
secas em temperatura ambiente e os seguintes testes foram implementados:

Teste de germinagao (%0): realizado com quatro repeticdes de 50 sementes distribuidas em papel
germitest umedecido com 4gua destilada ou respectiva solugao de GO (2,5 vezes a massa do papel seco).
Apbs a semeadura, foram confeccionados rolos que foram mantidos em camara de germinacao (BOD -
Biochemical Oxygen Demand), na temperatura constante de 20 °C, em presenca de 12 h de luz, sendo as
contagens realizadas aos cinco e 10 dias (quando foi finalizado o teste) e os resultados expressos em
percentagem (Brasil, 2009).

Primeira contagem (%): realizada juntamente com o teste de germinagao, onde foi determinada
a percentagem de plantulas normais no quinto dia ap9s a instalagao do teste (Brasil, 2009).

Comprimento de plantula (cm): no quinto dia ap6s a semeadura foram coletadas aleatoriamente
dez plantulas do teste de germinagido, em que foi medido o comprimento médio total com o auxilio de
uma régua milimetrada (Krzyzanowski et al., 2020).

Massa seca de plantulas (mg): foram selecionadas dez plantulas normais de cada repeti¢ao do
teste de germinacdo. As plantulas foram pesadas em balanca de precisio (0,001 g), apés secagem do
material em estufa de ventilagio forcada a 60%5 °C por 48 h, obtendo-se a massa seca total
(Krzyzanowski et al., 2020).

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com tratamentos
constituidos por diferentes concentragoes de 6xido de grafeno e os dados analisados no software SISVAR
pelo teste de Scott-Knott (p-valor=0,05). A apresentacao em graficos de colunas foi definida para melhor

visualizacao dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos dados indicou que os tratamentos com o6xido de grafeno nao tiveram efeito
significativo na percentagem de plantulas normais de aveia avaliada através dos testes de primeira
contagem (Figura 1A) e germinac¢do de sementes (Figura 1B). A primeira contagem, avaliada aos cinco
dias apo6s a semeadura, apresentou percentagem média de plantulas normais de 82% tanto no controle

(sem GO) como na maior concentracio utilizada (1000 mg L"). Seguindo a mesma tendéncia, a
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germinag¢ao nao diminuiu com o aumento das concentra¢oes de GO apresentando valores médios de 90

2 88% (Figura 1 B).
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Figura 1. Primeira contagem (A) e germinacao (B) de sementes de aveia-branca (Awena sativa 1.)
submetidas a diferentes concentra¢des de 6xido de grafeno (GO). *Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p-valor=0,05). Fonte: os autores.

Observou-se maior comprimento das plantulas com o aumento das concentragoes de GO de
15,53 c¢cm no controle para 19,60 cm em 500 mg L' e 20,45 cm em 1000 mg L' (Figura 2A).
Consequentemente, a massa seca também foi influenciada significativamente pelas diferentes

concentragoes de GO (Figura 2B).

20 a —

omprimento (cm)
Massa seca (mg)
(=)

C
o
L

o

0 125 250 300 1000 0 125 250 500 1000
GO (mg L) GO (mgL1)

Figura 2. Comprimento (A) e massa seca (B) de plantulas de aveia-branca (Avena sativa 1..) submetidas a
diferentes concentragées de 6xido de grafeno (GO). *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott (p-valor=0,05). Fonte: os autores.

Alguns estudos indicam que o 6xido de grafeno pode atuar como transportador de agua para
promover a germinagao das sementes devido a sua natureza hidrofilica (He et al., 2018). Sugere-se que o
GO seja capaz de penetrar nas cascas das sementes, rompendo-as para facilitar a absor¢do de agua,

resultando em uma rapida germina¢do e aumento do crescimento (Samadi et al., 2021). Os grupos
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funcionais de GO contendo oxigénio coletam 4gua e os dominios sp” hidrofébicos transportam 4gua
para as sementes para acelerar a germinagao (Zhang et al., 2015; He et al., 2018; Zhao et al., 2020).
As nossas observagdes mostraram aumento do comprimento das plantulas de aveia-branca a

medida que aumentou a concentragao de GO (Figura 3).
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Figura 3. Plantulas de aveia-branca (Avena sativa 1..) submetidas a diferentes concentragoes de 6xido de
grafeno (mg L.™). Fonte: os autores.

Resultados de outros estudos indicam que 50 a 150 mg L. de 6xido de grafeno promoveram
significativamente a germinac¢ao de sementes de falso-indigo (Amornpha fruticosa 1..) (Liu, Li & Luo, 2022),
enquanto os tratamentos com 50 e 100 mg L." de GO resultaram no acimulo de biomassa radicular e
favorecimento do desenvolvimento morfolégico de plantulas de tomate, regulando positivamente a
expressao génica relacionada ao desenvolvimento radicular e aumentando o conteddo de acido indol
acético (Guo et al., 2021). Em alfafa (Medicago sativa 1..) uma pequena quantidade de GO (0,4 a 0,6%)
promoveu aumento na altura da planta e na biomassa do caule e das folhas (Zhu et al., 2020).

Além disso, 50 mg L' de GO melhorou o rendimento e os caracteres morfoldgicos das raizes de
babosa (Ale vera (L.) Burm. f.) (Zhang et al., 2021) e, em melao, a porcentagem de germinagao e o
comprimento da raiz foram maiores nas sementes condicionadas com GO em relagio a testemunha
(Kaymak et al, 2022). Adicionalmente, os tratamentos com o6xido de grafeno até 150 mg dm”

melhoraram significativamente a germina¢ao das sementes e o crescimento das rafzes e inibiram o
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crescimento da parte aérea de arroz (He et al, 2021). Ainda, em _Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.,
concentragdes de 100 2 10000 pg I.! de GO nio influenciaram a absor¢io de 4gua e nutrientes e, portanto,
nao afetaram a biomassa de raizes e parte aérea, mas, a0 contrario, estimularam seu crescimento indicado
pelo aumento no comprimento das raizes, area e numero de folhas e formacao de botdes florais (Park et
al., 2020).

A exposicio ao 6xido de grafeno na concentracio de 1 mg L. nio apresentou efeitos aparentes,
20 mesmo tempo que a exposicio a0 GO isoladamente na concentracio de 10 mg L' acelerou a
germinac¢ao das sementes de arroz e o crescimento das raizes devido a melhor absorc¢ao de agua (Li et al.
2020); enquanto 50 ug mI." de GO favoreceu o aumento do comptimento da raiz principal e do nimero
de raizes laterais em A. thaliana (Gao et al., 2022).

Complementarmente, o 6xido de grafeno até 500 mg L' nio exerceu efeitos adversos na
germinacao de sementes de trevo-persa (T7ifolium resupinatum 1..) e trigo-mourisco (Fagopyrum esculentum
Moench). Também, a exposicio simultanea de GO/sal indicou um efeito positivo do éxido de grafeno
no nimero de sementes germinadas e no crescimento inicial, enfatizando assim a importancia do
nanomaterial como um agente atenuante contra o efeito téxico dos sais na agricultura (Stefanello et al.,
2024a; Stefanello et al., 2024b).

Outros estudos apontam que o GO pode desempenhar o papel de um escudo protetor
influenciando os grupos hidrofilicos de proteinas e carboidratos do revestimento da semente, mitigando
assim a inibi¢ao da germinagdo induzida pela exposi¢ao a metais (Kazlauskas et al., 2023). Além disso, o
GO pode induzir o aparecimento de novos poros ou o alargamento dos poros do tegumento,
aumentando assim a absorc¢ao de agua e melhorando o crescimento radicular (Li et al., 2020).

Por outro lado, pesquisas anteriores indicam que as propriedades fisico-quimicas, tempo de
exposicdo, tamanho, numero de camadas, modo de aplica¢do e gendtipo desempenham um papel
importante na determinagao da toxicidade do 6xido de grafeno em plantas (Yang et al., 2022). Diferentes
concentragoes do nanomaterial tém diferentes efeitos nas plantas em diferentes condigdes (Malekzadeh,
Roosta & Kalaji, 2023). Propoe-se que uma concentracao adequada de GO pode ser propicia aos seus
efeitos positivos e o tamanho da particula deve ser considerado quando empregado em aplicagGes
agricolas (Yang et al., 2022).

Por fim, os resultados deste estudo confirmaram que o 6xido de grafeno nio apresentou efeitos
toxicos na germina¢ao de sementes de aveia-branca favorecendo o crescimento inicial nas maiores

concentracoes utilizadas.
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CONCLUSAO
O o6xido de grafeno nao apresentou efeitos toxicos na germinagao de sementes de aveia-branca

favorecendo o crescimento inicial das plantulas até 1000 mg L™
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