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RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho avaliar a eficiéncia de baixas concentragdes (< 500
mg.L") de nanoparticulas de prata (NPAg) e de cobre (NPCu) no controle da ferrugem do
cafeeiro (Hemileia vastatrix Berk. & Br). Portanto, cinco experimentos foram conduzidos: um
in vitro, trés em casa de vegetacao e um em condigdes de campo. No experimento in vitro
avaliou-se o efeito dos tratamentos na germinagdo de uredosporos de H. vastatrix. Esse foi
realizado em DIC em esquema fatorial 2 x 5 + 1 e oito repeticdes. As nanoparticulas de Ag e
Cu constituiram o fator A e as concentragdes (0, 50, 100, 200 e 400 mg.L") o fator B, também
foi utilizado o fungicida (epoxiconazol + piraclostrobina) como tratamento adicional. Em casa
de vegetacdo dois experimentos foram realizados em DBC para determinar a eficiéncia das
nanoparticulas, um com a NPAg e outro com a NPCu, ambos nas doses de 0, 50, 100, 200 e
400 mg.L". No 3° experimento em DBC, comparou-se o efeito da NPCu 250 mg.L"' em
relagdo a outras fontes de cobre (6xido cuproso, hidroxido de cobre e quelato de cobre com
EDTA (Cu EDTA)). O experimento em campo foi realizado em DBC, com quatro repetigdes
e sete tratamentos (T1: testemunha sem aplicagdo; T2: fungicida; T3: NPs Cu + Zn + B +Mn;
T4: NPs Cu + Zn + B + Mn + B. subtilis; T5: NPs Cu + B + Fungicida; T6: NPs Cu + B +
Fungicida + B. subtilis; T7: Fungicida + 4cido borico + Cu EDTA), foram avaliadas as
varidveis incidéncia da ferrugem e enfolhamento das plantas mensalmente, entre dezembro de
2019 e maio de 2020. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (p<0,05) e quando
significativos, as varidveis qualitativas foram comparadas por Teste de Scott-Knott (p<0,05)
ou por contraste ortogonal com o tratamento adicional. Paras as quantitativas foi realizado o
ajuste de modelos lineares e ndo lineares, por andlise de regressdo. No experimento in vitro, a
dose de 400 mg.L"'da NPAg inibiu completamente a germinacao dos esporos de H. vastatrix.
Para a NPCu a maxima inibi¢ao foi de 85% na dose de 400 mg L. Em casa de vegetagdo no
experimento com cinco doses de NPCu, a maior reducdo da AACPS foi observada com a
dose de 400 mg.L' (97,5%). Para o experimento com a NPAg o comportamento foi
semelhante e a redugdo da AACPS foi maior na dose de 400 mg.L"', cerca de 92%. No
terceiro experimento em casa de vegetacdo, a NPCu 250 mg.L' e o 6xido cuproso foram
iguais (p<0,05), esses promoveram 84,2% e 83,1% de redu¢do da AACPS, respectivamente.
No experimento no campo, o Fungicida reduziu aproximadamente 60% da AACPI. Ja as NPs
de Cu e B quando aplicadas misturadas com o Fungicida foram eficientes e nao diferiram do
tratamento onde o Fungicida (T2) foi aplicado isoladamente. Portanto, as nanoparticulas
surgem como alternativa a ser inserida nas estratégias de manejo integrado da doenga.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Hemileia vastatrix. Manejo. Cobre. Prata. Doencas de
plantas.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the efficiency of low concentrations (< 500
mg.L") of silver (NPAg) and copper (NPCu) nanoparticles in the control of coffee rust
(Hemileia vastatrix Berk. & Br). Therefore, five experiments were conducted: one in vitro,
three in a greenhouse and one in the field. In the in vitro experiment, the effect of treatments
on the germination of H. vastatrix uredospores was evaluated. This was performed in DIC in
a factorial design 2 x 5 + 1 and four repetitions. The nanoparticles of Ag and Cu constituted
Factor A and the concentrations (0, 50, 100, 200 and 400 mg.L") Factor B, the fungicide
(epoxiconazole + pyraclostrobin) was also used as an additional treatment. In greenhouse two
experiments were carried out in DBC to determine the efficiency of the nanoparticles, one
with NPAg and the other with NPCu, both at doses of 0, 50, 100, 200 and 400 mg.L". In the
third experiment, the effect of NPCu 250 mg.L"' was compared to other sources of copper
(cuprous oxide, copper hydroxide and copper chelate with EDTA (Cu EDTA)). The field
experiment was carried out in DBC, with four replications and seven treatments (T1: control
without application; T2: fungicide; T3: NPs Cu + Zn + B + Mn; T4: NPs Cu+ Zn + B + Mn +
B. subtilis; T5: NPs Cu + B + Fungicide; T6: NPs Cu + B + Fungicide + B. subtilis; T7:
Fungicide + boric acid + Cu EDTA), the variables incidence of rust and plant leafing were
evaluated monthly, between December 2019 and May 2020. Data were subjected to analysis
of variance (p<0.05) and when significant, qualitative variables were compared using the
Scott-Knott test (p <0.05) or by orthogonal contrast with the additional treatment. For the
quantitative, the adjustment of linear and non-linear models was carried out by regression
analysis. In the in vitro experiment, the dose of 400 mg.L"' of NPAg completely inhibited the
germination of H. vastatrix spores. For NPCu the maximum inhibition was 85% at a dose of
400 mg.L'. In the greenhouse in the experiment with five doses of NPCu, the greatest
reduction in AACPS was observed in the dose of 400 mg.L"' (97.5%). For the experiment
with NPAg, the behavior was similar and the greatest reduction in AACPS occurred in the
dose of 400 mg.L", about 92%. In the third greenhouse experiment, NPCu 250 mg.L" and
cuprous oxide were the same (p <0.05), which promoted 84.2% and 83.1% reduction in
AACPS, respectively. In the field experiment, Fungicide reduced approximately 60% of
AACPI. The Cu and B nanoparticles when applied mixed with the Fungicide were efficient
and did not differ from the treatment where the Fungicide (T2) was applied alone. Therefore,
nanoparticles appear as an alternative to be included in integrated disease management
strategies.

Keywords: Nanotechnology. Hemilea vastatrix. Management. Copper. Silver. Plant diseases.
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1 INTRODUCAO

O café esta entre as principais commodities produzidas no Brasil, o pais ¢ o maior
produtor e exportador de café e ocupa a segunda posi¢ao em consumo no mundo. O estado de
Minas Gerais assume singular importdncia como o maior produtor de café do pais,
responsavel por mais de 50% da producao nacional. A produgdo brasileira estimada para a
safra de 2020 esta estimada entre 57 e 62 milhdes de sacas de café de 60 kg (CONAB, 2020).
Apesar desse volume, exigéncias por maiores produgdes e também qualidade da bebida, sao
constantes na cafeicultura, em razdo do aumento do consumo e da exigéncia globalizada por
cafés de bebida nobre ou ‘gourmet’ e ainda a sustentabilidade ambiental e social. A cada ano,
os cafeicultores procuram entender essas exigéncias, com o aumento das areas plantadas e o
emprego de praticas agricolas eficientes. Apesar dos nimeros positivos da cafeicultura, alguns
fatores podem limitar a produtividade, como o desequilibrio nutricional, déficit hidrico,
veranicos prolongados, geadas, pragas e doencgas, por exemplo. Com relagdo as doengas, essas
podem causar perdas significativas na produtividade. Entre elas, destaca-se a ferrugem
(Hemileia vastatrix Berkeley & Broome), em fung¢dao das maiores perdas. Essa doenca
contribui para reduzir a produtividade e a qualidade do café, além de aumentar o custo de
produgdo, pois sdo necessarias pulverizagdes com fungicidas (POZZA; CARVALHO;
CHALFOUN, 2010). Atualmente a doenga estd presente em todas as regides cafeeiras, caso
ndo seja devidamente controlada, a ferrugem pode provocar perdas de produtividade de ao
menos 59,8% (COLARES, 2018).

Dessa forma, ¢ importante realizar o correto manejo da ferrugem do cafeeiro. Utilizar
cultivares com diferentes sistemas de resisténcia para formar novas lavouras ¢ uma das
principais medidas de controle (LEAL et al., 2019). Porém, as lavouras brasileiras sio
majoritariamente formadas por cultivares suscetiveis a ferrugem, devido a serem resistentes a
intempéries climaticas, como chuvas escassas (CARVALHO; CUNHA; SILVA, 2012). Como
consequéncia, em lavouras de alta produtividade, superiores em média a 30 sacas por
hectares, a frequéncia das pulverizagdes com fungicidas ¢ alta, de trés a quatro aplicagdes
anuais, dependendo do manejo da cultura. Em virtude da maioria dos fungicidas pertencerem
ao mesmo grupo quimico, pode ocorrer pressdo para selecdo de individuos resistentes na
populacdo de H. vastatrix.

Como fungicidas recomendados para a ferrugem estdo os protetores € os sistémicos.

Entre os sistémicos destacam-se as formulagdes stroby mix, de triazdis com estrobilurinas.
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Enquanto para os protetores os mais empregados sdo cupricos, os primeiros testados e
adaptados as condi¢des brasileiras, apds surgir a ferrugem no pais. Os clpricos possuem acao
multissitio € 0 seu emprego € uma estratégia para manejar a resisténcia, por evitar a pressao
de selecao de individuos resistentes. O cobre ¢ micronutriente essencial as plantas ¢ a sua
deficiéncia pode afetar diversos processos como a fotossintese, a producdo de compostos
fenolicos e a lignificacdo. Esses processos desempenham importante papel no sistema de
defesa das plantas a doengas (YRUELA, 2009; BROADLEY et al., 2012)

Diversos produtos a base de cobre sdo comercializados para controlar doengas de
plantas. Esses sdo formulados com diferentes moléculas e recomendados em doses variadas.
As principais moléculas de fungicidas cuapricos, sdo o sulfato (CuSO,), o hidréxido
(Cu(OH),), o oxicloreto Cu,CI(OH); e o 6xido cuproso (Cu,O) (AGROFIT, 2020). Porém, os
fungicidas ctpricos sao recomendados em altas doses, de 1 a 2 kg de cobre metalico por
hectare a cada aplicagdo, sendo que essas doses correspondem de 2 a 4 kg (1250 a 2500
mg.kg' de Cu*/ha) dos produtos com 50% de cobre. Essa quantidade por hectare de um metal
de transi¢do, de uso constante na mesma area em culturas perenes por décadas, ja ¢
questionada em diversos paises (LA TORRE; IOVINO; CARADONIA, 2018). Sendo assim,
a aplica¢do de menores quantidades pode ser necessaria, em consondncia as novas legislagdes
¢ a demanda global da populacdo por cultivos ambientalmente corretos.

Para manter a eficiéncia de um produto de tamanha importincia no manejo da
resisténcia aos fitopatdogenos e também na nutricdo, o emprego de nanoparticulas pode
contribuir para aperfei¢oar novas estratégias de manejo de doencas do cafeeiro. O seu uso
pode ser medida sustentavel no controle de doengas de plantas, pois o principal diferencial da
escala nanométrica ¢ a potencializagdo das propriedades fisicas e quimicas, resultante da area
superficial elevada e maior grau de dispersao com menores quantidades do produto a ser
pulverizado. Essas caracteristicas estdo relacionadas ao tamanho da estrutura e possibilitam o
uso em concentragdes reduzidas com as mesmas ou até melhores propriedades em relagao a
maiores dimensdes (NAVROTSKY, 2000; ABDI, 2010; POMASTOWSKI et al. 2017).

Qualquer particula na dimensao de 1 a 100 nanometros (nm) ¢ definida como “nano”.
Essas possuem propriedades unicas, nao compartilhadas por particulas macroscopicas com a
mesma constituicdo quimica (ZARBIN, 2007; AUFFAN et al., 2009). O potencial das
nanoparticulas na supressdo de diversos patdogenos como Pythium ultimum, Magnaporthe
grisea, Colletotrichum gloeosporioides, Botrytis cinerea (PARK et al., 2006), Bipolaris
sorokiniana (Jo et al., 2009); Verticillium sp. (ELMER; WHITE, 2016); Fusarium oxysporum
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f. sp. niveum (BORGATTA et al., 2018); Alternaria spp. e Aspergillus niger (HASSAN et al.,
2018).

Em relacdo ao controle das doengas do cafeeiro o futuro € promissor, pois
recentemente foram realizados estudos sobre o potencial das nanoparticulas no controle da
ferrugem e cercosporiose. Pérez (2019) realizou experimento in vitro para verificar a
germinagdo de esporos de H. vastatrix tratados com nanoparticulas de Ag, B, CeO,, CuO,
MnO, MoO;, NiO, AlO, TiO, e ZnO nas doses de 100, 300, 500, 800 e 1000 mg.L"'. As NPs
de Ag, Zn, Mo, Ce e Cu reduziram a germinacao para menos de 50%, na menor concentragao
testada de 100 mg.L"'. No entanto, 200 mg.L"' de Ag e Mo reduziram a germinacao de esporos
de H. vastatrix para menos de 2%. Ao aplicar a NP de Ni, a germinacdo dos esporos
permaneceu estavel (77%) até a dose de 300 mg.L'. A germinacdo média de esporos no
controle foi de 73,2%. Em casa de vegetacdo o mesmo autor avaliou a eficiéncia da dose de
500 mg.L"' dessas nanoparticulas para controlar a ferrugem do cafeeiro. A maior supressao da
ferrugem em relacdo ao controle foi observada quando aplicadas as NPs de Ag e Cu (93 e
75%), respectivamente.

Em outro estudo in vitro, Carvalho (2019) verificou a influéncia das nanoparticulas de
Cu, Ce, Mn, Zn, Ag e B, nas doses de 3, 50, 100, 250 e 500 mg.L" sob a germinacdo de
esporos de Cercospora coffeicola. As nanoparticulas de prata, cério e cobre na dose de 500
mg.L"! apresentaram reducdo da germinacdo de 100%, 99,66%, 98,64% comparadas as
testemunhas. As mesmas nanoparticulas foram aplicadas na dose de 500 mg.L' em mudas de
cafeeiro para controlar a cercosporiose e os resultados foram semelhantes aos encontrados in
vitro. O percentual de controle comparado a testemunha foi de 58%, 31%, 25% e 16% para as
nanoparticulas de prata, cério, boro e cobre, respectivamente.

Em razdo da demanda da sociedade por cafés especiais com maior sustentabilidade
financeira, social e ambiental, recentemente diversas pesquisas investigaram medidas
alternativas para controlar doengas de plantas, como a utilizagdo de indutores de resisténcia,
fertilizantes foliares e as nanoparticulas metalicas (GUIMARAES et al., 2016; LA TORRE;
IOVINO; CARADONIA, 2018).

Portanto, objetivou-se com esse trabalho avaliar a eficiéncia de baixas concentragdes
(= 500 mg.L"" ) de nanoparticulas de prata (NPAg) e cobre (NPCu) na germinagdo de esporos
de H. vastatrix e no progresso da ferrugem em mudas de cafeeiro. Além disso, foi comparada

a eficiéncia das nanoparticulas de 6xido de cobre em relacdo a outras fontes de cobre.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cafeeiro e a ferrugem

O café destaca-se no cenario mundial tanto em produgdo, quanto em consumo. A
producao mundial de café passou de 140 milhdes de sacas em 2010/11 para aproximadamente
170 milhdes no inicio da safra 2019/20, a uma taxa de crescimento anual de aproximadamente
3% (ICO, 2019). Ao final da safra 2018/2019 o consumo mundial de café cresceu 4,3%
(168,7 milhdes de sacas), com expectativa de continuidade em 2019/2020. No entanto, o
consumo de café foi de 167,8 milhoes de sacas em 2019/2020 com redugao de 0,5% em
relacdo a safra anterior, devido a retracdo global da economia e o limitado consumo de café
fora de casa, em razdo da pandemia do COVID-19 (ICO, 2020).

A espécie Coffea arabica representa mais de 70% da producdo total (ardbica e
conilon) de café¢ e estd entre as principais culturas plantadas no Brasil. A area plantada de
cafeeiros com C. arabica no pais, representa 81,3% do total, perfazendo cerca de 1,75 milhdo
de hectares. Entre os estados brasileiros produtores, Minas Gerais concentra 1,21 milhdo de
hectares cultivados com C. arabica, isso corresponde a 72,1% da area nacional. Com
temperaturas amenas € bom volume de chuvas, na maioria das areas produtoras, as condigdes
climaticas sdo favoraveis a cafeicultura, garantindo ao estado o destaque de maior produtor de
café do pais. A producdo estimada de C. arabica para Minas Gerais na safra de 2020 sera
entre 30,7 e 32,1 milhdes de sacas, correspondendo a um incremento de 25,1% e 30,7%,
respectivamente, em relagdo a safra de 2019. De modo semelhante, para a regido Sul do
estado de Minas Gerais as estimativas sdo de crescimento (27,3%) quando comparada a safra
de 2019, a producao podera chegar a 17,8 milhdes de sacas (CONAB, 2020). No entanto, toda
essa produgdo pode ser reduzida devido a diversos fatores, como as doengas. Além de afetar a
produtividade do cafeeiro, as doengas interferem na qualidade final da bebida (POZZA et al,
2010, DE LIMA et al, 2012).

Entre as doencas do cafeeiro encontra-se a ferrugem, cujo agente etioldgico ¢ o fungo
Hemileia vastatrix Berk. & Br. Historicamente a ferrugem ¢ a doenca de maior importancia
para a cafeicultura, ocorrendo praticamente em todas as regides produtoras de café do mundo
(COUTTOLENC-BRENIS, 2020; YIRGA, 2020; TALHINHAS, 2017; AVELINO, 2015;
MCCOOK; VANDERMEEN, 2015; GUICHURU, 2012; NAIR, 2010). O primeiro relato da
doenca no mundo foi em 1869, no Ceildo, atual Sri Lanka, feito por J.M. Berkeley
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(MCCOOK; VANDERMEEN, 2015). Porém no Brasil, a doenga foi relatada somente em
1970 no sul do estado da Bahia em C. arabica e nos meses seguintes do mesmo ano a
ferrugem ja era encontrada em todos os estados produtores (ALMEIDA, 1986; WELLMAN,
1970). A ferrugem causa sérios efeitos deletérios no cafeeiro, entre eles a redu¢ao da area
foliar fotossintetizante, em consequéncia da formagdo de lesdes, da seca dos ramos laterais e
da queda precoce das folhas. Esses efeitos culminam em perdas de produtividade no ano
seguinte (FERNANDES et al., 2013; POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010). Em
estudo recente, Colares (2018) utilizou a modelagem matematica para estimar as perdas de
produtividade do cafeeiro causadas por ferrugem. Segundo o autor, essas perdas podem variar
de 59,8% a 99,8% (COLARES, 2018).

Os sintomas iniciais da ferrugem sao pequenas manchas cloroticas localizadas na face
inferior das folhas. As manchas aumentam de tamanho e sobre elas surge uma massa
amarelada de aspecto pulverulento, formada por uredosporos. Como consequéncia do
progresso da doenga, algumas partes do tecido foliar sdo necrosadas (POZZA; CARVALHO;
CHALFOUN, 2010).

O método quimico ¢ o mais empregado para controlar a ferrugem do cafeeiro. No
entanto, o controle ¢ realizado com base em pulverizagdes calendarizadas. Sendo assim,
fungicidas protetores e/ou sistémicos sdo aplicados no periodo de outubro/dezembro a
margo/abril, envolvendo quatro a cinco pulverizagdes a cada 30 dias, no caso de fungicidas
protetores. Entre os fungicidas protetores utilizados no Brasil e em outros paises da América
do Sul, a calda bordalesa, oxicloreto, 6xido e hidroxido de cobre sdo considerados os mais
eficientes (ZAMBOLIM, 2016). A fim de evitar a pressdao para selecdo de populagdes
resistentes de H. vastatrix, programas de controle da ferrugem sdo empregados com base na
aplicacdo de fungicidas cupricos e da mistura de fungicidas do grupo dos triazdis com
estrobilurinas (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010).

Apesar da eficiéncia ja& comprovada dos fungicidas utilizados na cafeicultura, as
estratégias de manejo da ferrugem e de outras doencas ndo devem consistir somente no
emprego desses. A manutencdao da agua e da fertilidade do solo deve fazer parte das
estratégias do manejo de doencas (LEAL et al., 2019). Todos os nutrientes essenciais podem
afetar a incidéncia e a intensidade das doengas das plantas (POZZA; POZZA; BOTELHO,
2015), portanto, a nutri¢do equilibrada associada ao suprimento de dgua ¢ uma medida eficaz
para promover o aumento da produtividade e reduzir as doencas (DATNOFF; ELMER;
HUBER, 2007; POZZA; POZZA; BOTELHO, 2015; PEREZ et al., 2019; SILVA et al.,
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2019), pois plantas com a nutricdo equilibrada possuem maior capacidade de sintetizar
barreiras fisicas e quimicas, dificultando a penetracdo e colonizagdo de tecidos foliares por
patogenos (HUBER; ROMHELD; WEINMANN, 2012). Os micronutrientes desempenham
importante papel na constituicdo de barreiras de defesa das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013),
entre eles o ferro, o zinco e o cobre sdo relacionados tanto a indugdo de resisténcia quanto a

formagao de barreiras (BELANGER et al., 2013).

2.2 Cobre

Em 1882 foi inventada a calda bordalesa, o primeiro fungicida a base de cobre (Cu). O
seu inventor foi o médico-botanico Pierre Marie-Alexis Millardet, entdo professor da
Universidade de Bordeaux na Franga, regido da qual resultou no nome da calda (CDA, 2003;
MIZUBUTI; MAFFIA, 2013; LEAL et al, 2019). Ainda no século XIX, na Nova Zelandia o
controle da requeima da batata (Phytophthora infestans (Mont.) de Bary) foi realizado com a
aplica¢do da calda bordalesa. Esse fato levou a comprovagdo do cobre como micronutriente
essencial para o crescimento das plantas, pois o elemento proporcionou incremento no
rendimento da batata apos a aplicacdo da calda bordalesa quando nao havia a doenca no
campo (EVANS; SOLBERG; HUBER, 2007). O uso da calda bordalesa como fungicida
estimulou o rapido desenvolvimento de outros fungicidas cupricos. Em virtude disso, houve
grandes avangos na agricultura do século XX, em especial na prote¢do de plantas (PRINTZ,
2016) e desde entdo, a calda bordalesa ¢ reconhecida como uma das descobertas mais valiosas
para a agricultura. Em fung¢do disso, o cobre ¢ utilizado até os dias atuais e desempenha
importante papel para o desenvolvimento de programas fitossanitarios (DAGOSTIN et al.
2011; SOUZA et al., 2014; MOCHIERO, 2014; LAHOZ et al., 2017; PENA et al., 2018;
SATHIYABAMA; MANIKANDAN, 2018; STRAYER-SCHERER et al., 2018; KRISTL et
al, 2019; ROLANDO et al., 2019; GE; COBINE; DONG et al., 2020; LA FUENTE, 2020).

O cobre ¢ um metal de transi¢do e micronutriente essencial as plantas, por participar
de varios processos fisiologicos como a fotossintese, respiragdo, distribuicdo de carboidrato,
redugdo e fixacdo de nitrogénio (EVANS; SOLBERG; HUBER, 2007; YRUELA, 2009;
CARVALHO; GUIMARAES; BASTOS et al., 2010; BROADLEY et al., 2012). A absorcio
celular nas folhas ocorre quando o cobre bivalente (Cu*') ¢ reduzido a monovalente (Cu) por

acdo da oxidase redutase férrica 4 e transferido para o interior da célula por meio da proteina
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COPT6, responsavel por redistribuir e remobilizar o metal na planta (PRINTZ et al., 2018).
No solo, a disponibilidade do Cu ¢ maior quando o pH ¢ inferior a 5,0, em razdo da sua forma
16nica. O aumento do pH insolubiliza os ions para a forma de 6xidos e hidroxidos e reduz sua
disponibilidade no solo (ABREU; LOPES; SANTOS, 2007). Esse micronutriente esta
presente na solu¢do do solo na forma cuprosa (Cu') e cuprica (Cu®) e, a sua absorcao
acontece nas raizes das plantas quando o Cu’ ¢ oxidado a Cu*. No entanto, a mobilidade do
Cu no floema ¢ limitada e por consequéncia disso, os sintomas de deficiéncia surgem
incialmente em folhas novas (YRUELA, 2009; CARVALHO; GUIMARAES; BASTOS et
al., 2010; BROADLEY et al., 2012), além disso, esses sintomas dependem da espécie e das
interacdes com outros nutrientes (EVANS; SOLBERG; HUBER, 2007).

Consequentemente, o cobre na forma Cu® ao ser aplicado sobre as plantas ¢
imediatamente absorvido e acumulado por patdégenos sensiveis. No interior das células
fingicas o cobre forma complexos com enzimas de grupos sulfidrila, hidroxila, amino ou
carboxila, interferindo em iniimeras reagdes enzimaticas, também desnaturam proteinas e
bloqueiam as atividades respiratdrias, dai seu efeito multissitio (MONTAG; SCHREIBER;
SCHONHERR, 2006; LA TORRE; IOVINO; CARADONIA, 2018).

Como consequéncia de suas propriedades redox, o cobre pode ser toxico, caso a sua
concentragdo esteja acima dos niveis adequados (MALAVOLTA et al., 1997). Devido a isso,
0 seu excesso em concentragdes acima de 30 mg.kg' ou deficiéncia, abaixo de 3 mg.kg’
podem induzir diversas alteracdes nas plantas, como distarbios no metabolismo, deficiéncia
de outros nutrientes, clorose e necrose do tecido foliar, inibicdo do crescimento e até mesmo a
morte (FERNANDES; HENRIQUES, 1991; KOPSELL; KOPSELL, 2007, CARVALHO;
GUIMARAES; BASTOS et al., 2010). Portanto, ¢ importante manter os teores de cobre das
plantas em faixas adequadas, pois o transporte de elétrons na fotossintese ¢ alterado em ambas
as condigdes, com deficiéncia ou excesso de Cu (YRUELA, 2005; MALAVOLTA, 2006).

Normalmente a quantidade de cobre toxica no citoplasma de células de patogenos €
inferior ao teor encontrado nos vegetais para sua nutricdo, de 10 a 20 mg.kg' (GRAHAM,;
WEBB, 1991; TOMAZELA et al., 2006). No entanto, os fungicidas cupricos sao
recomendados em altas doses, de 1 a 2 kg de cobre metalico por hectare a cada aplicagao,
essas doses correspondem de 2 a 4 kg (1250 a 2500 mg.kg' de Cu*/ha) dos produtos com
50% de cobre (CUNHA, 2003).

Com relagdo aos teores foliares de Cu em cafeeiro, considera-se deficiéncia quando os

teores sao inferiores a 5 mg.kg', de 5 mgkg' a 7 mg.kg' sdo baixos, adequados entre 8
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mg.kg' e 16 mg.kg", alto de 17 mg.kg' a 25 mg.kg' e o excesso ¢ caracterizado quando os
teores sdo superiores a 25 mg.kg', em folhas coletadas no 3° ou 4° par dos ramos produtivos.
(GUIMARAES et al., 1999; MALAVOLTA, 2006). Para mudas, a faixa ideal varia entre 6,94
e 9,29 mg.kg' (GONTIJO, 2007). Por isso, para manter a eficiéncia do controle da ferrugem
do cafeeiro e alid-la a reducdo de impactos ambientais, deve-se prezar por menores doses de
Cu?'/ha, pois a faixa ideal de teor de cobre em plantas de cafeeiro ¢ imensamente menor as
doses comerciais recomendadas.

Diversos produtos a base de cobre sdo registrados para o controle de doengas de
plantas, esses sdo formulados e comercializados como 6xido cuproso (Cu,0), hidréxido (Cu
(OH),), oxicloreto (Cu,CI(OH); ) e sulfato de cobre (CuSO,), sendo esse ultimo componente
da calda bordalesa juntamente com a cal. (CABUS, et al., 2017, AGROFIT, 2020). Os
fungicidas cupricos devem ser aplicados no momento adequado para proteger a planta, ou
seja, antes da infeccdo do tecido vegetal. Por efeito do seu modo de agdo preventivo, uma
barreira quimica ¢ formada e impede a colonizagdo e germinagdo dos esporos. Além da
aplicagdo foliar, os produtos a base de Cu também sao usados no tratamento de sementes para
garantir a forma¢do de mudas sadias (VERMA et al. 2011; DIAS; CICERO; NOVEMBRE,
2015; GOVERS et al., 2017).

2.2.1 Cenario atual

Hé mais de um século o cobre ¢ utilizado na agricultura no manejo de doencas de
plantas, gracas a descoberta do professor Millardet na Franca. Por causa dessa descoberta, as
estratégias de manejo de diversas doengas baseiam-se na aplicagdo de fungicidas cupricos, de
modo a prevenir a colonizagdo e germinagdo dos patogenos. Os altos niveis de Cu podem
alterar a fertilidade do solo e causar fitotoxidez as plantas, comprometendo o rendimento ¢ a
qualidade das produgdes. O efeito negativo do cobre as plantas ¢ favorecido por diversos
fatores, entre eles o uso de formulagdes altamente soluveis, alta concentragdo, repetidas
aplicagdes em curto intervalo de tempo, mistura de tanque com outros produtos, calda de
pulverizacdo com pH abaixo de 5,5 e altas temperaturas no momento da aplicacao
(MARTINS, 2005; BEHLAU et al., 2017; CABUS, et al., 2017; ENGELHARDT, 2018;
LAMICHHANE et al., 2018). Os fungicidas cupricos sdo comprovadamente eficientes,

entretanto, seu uso frequente pode acarretar efeitos deletérios ao meio ambiente e a saude
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humana (YRUELA, 2005; LA TORRE; IOVINO; CARADONIA, 2018). Desse modo, torna-
se necessario desenvolver uma agricultura moderna e sustentdvel, alicercada na
sustentabilidade ambiental e na seguranga alimentar.

Diante dos efeitos negativos do cobre, medidas para minimizar o impacto desse metal
sdo criadas e regulamentadas. As regulamentagdes sobre os niveis maximos de cobre no meio
ambiente dependem das legislagdes de cada pais. Além disso, a regulamentagdo pode variar
entre estados ou regides de um mesmo pais (ENGELHARDT, 2018; LAMICHHANE et al.,
2018; LA TORRE; IOVINO; CARADONIA, 2018).

No Brasil, as concentragdes limites de substancias quimicas no solo e em aguas
subterraneas sdo regidas por 6rgdos ambientais, por meio dos chamados valores orientadores.
O Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA estabelece trés valores orientadores
com base em solos naturais e aqueles antropofizados, sendo o valor de referéncia de qualidade
(VRQ), o de prevencdo (VP) e o de investigagao (VI). O VRQ leva em consideragdo os teores
elementos-tragos nos solos, sem a influéncia antropica. Solos com valores menores ou iguais
ao VRQ sdo considerados ndo contaminados, valores superiores ao VRQ indicam a
contaminag¢ao do solo analisado. O VP ¢ o valor limite de determinado elemento-trago no solo
capaz de ainda sustentar as suas fun¢des. O VP ¢ um valor intermediario entre o VRQ e o VI
Por fim, o VI determina o valor da substincia quimica e quando esses valores ultrapassam o
VI, ha o risco a saude humana (CETESB, 2020).

Sao Paulo foi o primeiro estado brasileiro a adequar-se aos trés valores orientadores.
No Relatério de Estabelecimento de Valores Orientados para Solos e Aguas Subterraneas
constou a primeira lista de valores orientadores para 37 substancias. Estabeleceu-se entdo para
o Cu, o VRQ de 35 mg.kg"', 0 VP de 60 mg.kg", para solos agricolas o limite do VI é de 760
mg.kg", solos residenciais 2100 mg.kg' e em solos industriais o limite maximo ¢ de 10000
mg.kg' (ENGELHARDT, 2018; CETESB, 2020). Em 2009 o Ministério do Meio Ambiente
por meio do Conselho Nacional do Meio Ambiente estabeleceu para todo o Brasil os valores
de VP adotados em Sdo Paulo. Em Minas Gerais o VRQ foi estabelecido de acordo com a
Deliberagao Normativa COPAM 166/2011 e o VP seguiu as recomendacdes de Sao Paulo.
Tanto o Ministério do Meio Ambiente, quanto o Estado de Minas Gerais estabeleceram
limites de VI em 200, 400 e 600 mg.kg' para solos agricolas, residenciais e industriais,
respectivamente (CONAMA, 2009; COPAM, 2011).

Na Europa, as leis sobre o uso de cobre sdo rigorosas e estdo em constante mudanca.

Sendo assim, diversas frentes legais sdo formadas para estudar e avaliar os limites de cobre
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usados na protecdo de plantas, de modo a garantir a preservacdo do meio ambiente e a
seguranga alimentar. A Unido Europeia por meio da Diretiva CE de 21 de outubro de 2009
estabeleceu medidas sustentaveis para a protecdo de plantas. Essa diretiva regimenta e
promove o manejo integrado de pragas e doencas, e também a agricultura organica como
abordagens para reduzir as aplicacdes de produtos quimicos sintéticos (EUROPEAN UNION,
2009). Alguns paises da Unido Europeia ja proibiram o uso de fungicidas e bactericidas a base
de cobre no sistema de producdo convencional. Na Holanda e na Dinamarca, esses sdo
proibidos também para a agricultura organica. Entretanto, muitos produtores temem por essa
proibi¢do total e preveem efeitos negativos aos sistemas produtivos. (KRISTL et al., 2018;
LAMICHHANE et al.,, 2018). Enquanto isso, paises como a Italia, Fran¢a e Espanha
limitaram o uso de cobre de acordo com o Regulamento (CE) n° 354/2014 da Unido Europeia
(UE), para 6 kg.ha' ao ano ou 30 kg.ha' de Cu* por cinco anos. Essa quantidade ¢ permitida
na maior parte dos paises europeus. Outros paises como Alemanha, Austria e Suica adotaram
um limite menor, de 3 a 4 kg.ha' ao ano (WIGHTWICK et al. 2008; CABUS et al., 2017).
Em contrapartida, toda essa restrigdo pode impulsionar o aumento do uso de altas doses de
fertilizantes foliares para controlar as doencas de plantas e assim mascarar o uso de fungicidas
a base de cobre (LAMICHHANE et al., 2018; LA TORRE; IOVINO; CARADONIA, 2018).
Outro ponto a ser considerado, diz respeito ao tipo de formulagdo e a dose recomendada do
produto cuprico comercializado. Na Italia, as doses recomendadas variam de 0,693 kg.ha' de
hidréxido a 1,575 kg.ha' de oxicloreto de cobre para o mildio da videira. Essa situagdao ndo ¢
especifica da Europa, por exemplo, no Brasil o oxicloreto de cobre ¢ recomendado na dose de
2 a 6 kg/L.ha' de produto comercial para ferrugem do cafeeiro, o 6xido cuproso a 1,2 kg/L.ha
' ¢ o hidroxido de cobre de 1,7 a 3 kg/L.ha', respectivamente (PEREIRA, 2018). Esses
produtos sdo comercializados com 35, 45, 50 e 75% de cobre metalico.

Em alguns casos, os problemas nao resultam apenas das altas concentragdes de cobre
aplicado, mas também das decorrentes pulverizagdes realizadas. Na regido norte da Italia,
entre 12 e 14 pulverizagdes com cobre sdo realizadas anualmente para controlar o mildio em
videiras, com dose recomendada de 1 kg de Cu por pulverizagdo, ou seja, o dobro da
quantidade limite (6 kg) por ano, estabelecida no Regulamento (CE) n° 354/2014 da UE
(CABUS, et al., 2017; LA TORRE; RIGHI; IOVINO; BATTAGLIA, 2019).

Com relacdo a agricultura organica, o controle de doengas nesse sistema baseia-se no
uso de fungicidas cupricos, pois o uso de outros tipos de fungicidas ¢ proibido

(LAMICHHANE et al., 2018). Essa situacao chega a ser um tanto controversa, na Australia o
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uso da calda bordalesa, hidroxido e 6xido de Cu sdo permitidos com base nos critérios das
autoridades certificadoras, no entanto, o uso do oxicloreto de cobre ndo ¢ permitido. Mesmo o
uso de algumas formulagdes de cobre ser autorizado no sistema organico, a quantidade de Cu
nao pode exceder 6 kg.ha' ao ano. Esse limite vigoraria até 31 de janeiro de 2019, porém, em
27 de novembro de 2018 por meio da Comissdo Europeia foi publicado o relatorio final de
renovagdo das substancias ativas compostas de cobre e nele ficou aprovado o uso de cobre na
protecao de plantas por mais sete anos, porém, a dose limite foi reduzida para 4 kg.ha', com
vigéncia até 31 de dezembro de 2025 (SANTE, 2018; KRISTL et al., 2019; LA TORRE;
RIGHI; IOVINO; BATTAGLIA, 2019). Em 2018 também foi renovada a aprovagdo das
substancias compostas por cobre como candidatas a substitui¢do, por meio do Regulamento
de Execucdo (EU) 2018/1981 publicado no Jornal Oficial da Unido Europeia em 13 de
dezembro de 2018 (EUROPEAN UNION, 2018). Ou seja, doses menores de cobre ainda sao
permitidas na prote¢do de plantas, entretanto, estudos e levantamentos sdo realizados nos
paises participantes da Unido Europeia, a fim de aprovar novas substancias com menor
impacto ambiental e substituir as clpricas.

A tendéncia para o futuro € reduzir ainda mais os limites de cobre permitidos na
agricultura, por existir grande pressdo por parte de politicos, ONG’s, agricultores,
movimentos sociais, ambientalistas, certificadoras e entre outros. A cada dia vemos a
necessidade do desenvolvimento de fungicidas com baixo ou nenhum efeito deletério a
natureza, capazes de realizar o controle das doencas em pequenas doses. Dessa forma, tudo
leva a crer na evolugdo de um sistema de producdo agricola pautado no respeito ao meio
ambiente e desenvolvido com base na sustentabilidade. Todavia, essa abordagem carece de
mais estudos e comprovagdes, visto a importancia do Cu para a protegdo de plantas e das
particularidades de cada patossistema. Provavelmente, seja uma oportunidade para a

nanotecnologia contribuir no controle de doengas de plantas.

3 NANOTECNOLOGIA

O termo nanotecnologia foi usado inicialmente em 1974 por Norio Taniguchi
(FERREIRA et al., 2017). A nanotecnologia ¢ uma ciéncia multidisciplinar e estuda o uso de
nanomateriais estruturados em uma ou mais dimensdes (ZARBIN, 2007). Um nanomaterial

pode ser definido como natural ou manufaturado contendo particulas, em estado agregado ou
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ndo, no qual 50% ou mais das particulas com uma ou mais dimensdes externas estiverem na
faixa de tamanho entre 1 ¢ 100 nandmetros (nm) (RAUCHER et al., 2015).

Com alto potencial de uso, a nanotecnologia ¢ empregada em diversos segmentos
como a agricultura, processamento e¢ embalagens de alimentos, produtos farmacéuticos,
medicina e suplementos nutricionais. Na agricultura moderna a nanotecnologia ¢ uma
importante tecnologia para a producdo sustentavel de alimentos, conservagdo de recursos
naturais e a protecao de plantas (RANJAN et al., 2014; ELMER; MA; WHITE, 2018).

As nanoparticulas (NPs) podem ocorrer naturalmente ou podem ser projetadas. As
naturais sdo irregulares e variam em tamanho. Enquanto as projetadas sdo geralmente mais
uniformes e podem ter formas Unicas, como esferas, nanosheets, bastdes e, em arranjos mais
complexos, os tubos de multiplas paredes (nanotubos de carbono) ou bifurcadas. As NPs
projetadas podem ser fabricadas com dimensdes especificas, por isso a sua utilidade ¢
aplicavel em diversas areas com distintas fun¢des (ELMER; WHITE, 2018).

Geralmente, as técnicas utilizadas na preparagdo de nanoparticulas sdo agrupadas em
dois métodos distintos, o fisico e o quimico. No fisico, chamado também de fop down (de
cima para baixo), utiliza-se a moagem, témpera, fotolitografia, decomposi¢dao térmica,
irradiacdo, difusdo, entre outros. O quimico denominado botfom up (de baixo para cima)
empregam agentes redutores como o citrato de sddio ou borohiodreto de sddio. Outro
procedimento usado ¢ a sonicacdo e consiste na utilizagdo da energia de ondas sonoras
(ultrassom) aplicada sobre sistemas quimicos para modificar o tamanho das particulas
(COUTO, 2006; LOPES, 2017). Além desses, métodos bioldgicos também sdo utilizados com
aplicacdo de fungos ou bactérias para produzir nanoparticulas, sendo uma alternativa para
evitar o uso de solventes organicos (SILVA, 2016). Diversas espécies dos géneros Fusarium
spp., Aspergillus spp., Verticillium spp. e Penicillium spp. sdo empregadas para biossintetizar
nanoparticulas (MOUSA et al., 2015; ELMER; WHITE, 2018). A caracterizagdo das
nanoparticulas pode ser realizada por diversas metodologias, como por exemplo, a
espectrofotometria UV-visivel, a andlise de difracdo de raios X (XRD), a microscopia
eletronica de varredura, a microscopia eletronica de transmissdo, entre outras
(RAJESHKUMAR; BHARATH, 2017).

O uso de nanoparticulas no controle de doengas de plantas tem sido evidenciado nos
ultimos anos. Entretanto, a eficacia das nanoparticulas depende do material utilizado para
projeta-la, da sua absor¢do, translocagdo e acumulagdo no interior do tecido vegetal, além do

seu tamanho, darea superficial especifica e forma. Apesar disso, a alta relagdo
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superficie/volume garante as NPs uma melhor interagdo com as células dos microrgarnismos,
em relagdo as particulas de mesma composicao, porém em macroescala (RICO et al., 2011;
MAGDALANE et al., 2016).

As nanoparticulas ja foram utilizadas para inibir o crescimento de fungos em pepino,
arroz (KRISHNARAJ et al., 2012), milho (ADHIKARI et al., 2015), cacau (GALLARDO et
al.,2016), tomate (KUMARI et al., 2017) ¢ café (PEREZ, 2018; CARVALHO, 2019), entre
outras culturas. Todavia, os estudos em Fitopatologia sobre a sua utilizacao ainda sdo iniciais,
sendo necessario intensificar as pesquisas sobre a utilidade de nanoparticulas no manejo de
doengas de plantas (ELMER; WHITE, 2018). Dentre as investiga¢des do uso das NPs no
controle de doengas de plantas, a prata (Ag), o 6xido de cobre (CuO) e o 6xido de zinco
(ZnO) promoveram os efeitos mais consistentes na supressdo de doencas em diversas culturas,
em relagdo a outros elementos estudados (ELMER; WHITE, 2018). O primeiro estudo sobre
NP de prata na supress@o de doencas de plantas foi publicado em 2006 (PARK et al., 2006) e
sobre o0 uso de NP de cobre somente em 2013 (ELMER et al., 2018).

3.1 Nanoparticulas de prata no controle de doencas de plantas

As nanoparticulas de Ag sdo as mais utilizadas com a finalidade de controlar
microrganismos, devido a sua baixa volatilidade, estabilidade elevada e ampla atividade
antimicrobiana (PULIT et al., 2013). Os efeitos positivos dessas NPs no manejo de doencas
de plantas foram evidenciados em diversos estudos. Lamsal et al. (2011a) avaliaram o efeito
da nanoparticula de prata sobre o oidio em cucurbitaceas. Os autores trabalharam com quatro
concentragdes de nanoparticula de prata (10, 30, 50 e 100 mg.L") e dois fungicidas comercias
como controle positivo, sendo o negativo, a agua destilada para supressdo. A incidéncia do
oidio reduziu conforme o aumento da concentracdo da NP de Ag, sendo 57,8, 48,8, 40,2 ¢
20% nas concentracdes citadas acima, depois de observados os sintomas da doenga. De
maneira semelhante, a incidéncia da doenca foi reduzida em 45, 40, 27 e¢ 18% nas
concentragdes de 10, 30, 50 e 100 mg.L"' de nanoparticulas de prata aplicadas antes da
inoculagdo do patogeno, respectivamente. Esses mesmos autores, utilizaram as doses de 10,
30, 50 e 100 mg.L"' de nanoparticulas de prata in vitro. Eles trabalharam com isolados de
diferentes espécies de Colletotrichu, esses foram tratados com as diferentes concentracdes das

NPs de Ag. Na concentragdo de 100 mg.L"' o crescimento micelial dos isolados C3 e C5 foi
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completamente inibido. E nos isolados C7 e C8 a inibi¢do chegou a 90% (LAMSAL et al.,
2011b).

Demais autores também testaram a capacidade da nanoparticula de prata em controlar
outros agentes fungicos. Por exemplo, essas foram adicionadas ao meio de cultura nas doses
de 1, 10, 50 e 100 mg.L"' e de acordo com os autores, os ions de Ag inativaram os grupos tiol
da parede celular fungica, causando a sua ruptura, interrompendo o metabolismo energético e
a cadeia de transporte de elétrons. Em razdo disso, a dose de 100 mg.L"' promoveu maior
redugdo do crescimento micelial de Ophiostoma flexuosum, O. tetropii, O. polonium e O. ips
em 100%, 81%, 68% e 46%, respectivamente (VELMURUGAN et al., 2009).

Em outro trabalho, Kumari et al. (2017) estudaram o papel das NPs no controle da
Alternaria solani em tomate e utilizaram a NP de Ag sintetizada por Trichoderma viride. Os
autores observaram in vitro, a reducdo de 100% na contagem de esporos apds o 3° dia de
tratamento e redugdo de 73,3% na biomassa desse fungo apo6s o 7° dia. In vivo, foi realizada a
aplicacdo foliar de 5 pg.mL de nanoparticula de prata para controlar A. solani, em plantas de
tomateiro. Houve a redugdo do niimero de esporos de A. solani de 5,1 x10° para 1,05x10°
esporos/folha, nas plantas tratadas com nanoparticula de prata, em relacdo as nao tratadas.
Segundo os autores, esses resultados indicam o potencial da nanoparticula de prata como
inibidor de crescimento micelial. Também ocorreu aumento significativo de 32,6% no peso
dessas plantas frescas, em comparagao as plantas ndo tratadas.

A fim de estudar o efeito em Meloidogyne incognita, NP de Ag extraida de Urtica
urens foram utilizadas para controlar o nematoide das galhas. Os extratos foram reduzidos a
partir de nitrato de prata, éter de petrdleo (PE), acetato de etila (EA) e etanol absoluto. A
eficacia dos extratos naturais de U. wurens no manejo de M. incognita comparado ao
nematicida comercial (Rugby®) e suas formulagdes de tamanho nano (Ag-rugby, Ag-PE, Ag-
EA e Ag-E) foram analisadas em laboratdrio. O tratamento Ag-rugby proporcionou a maior
controle (100%) da eclosdo dos ovos na LC50 de 5,62 mg.L". Para o Rugby® a LC50 de 7,21
mg.L"! reduziu 78% da eclosdo. Entre os extratos, o Ag-PE proporcionou a maior supressao
(19,55) de eclosdao dos ovos (LC50 de 28,77 mg.L") (NASSAR, 2016). Portanto, sejam as
NPs de Ag utilizadas como elementos principais ou como condutores de moléculas, os seus

efeitos positivos no controle de microrganismos sao evidentes.

3.3.1 Toxicidade das nanoparticulas de prata ao meio ambiente
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Apesar dos efeitos benéficos da nanoparticula de prata no controle de microrganismos,
o seu mecanismo de acdo ainda nao ¢ totalmente conhecido (DURAN, et al.,, 2018;
ZORRAQUIN-PENA et al., 2020). Atualmente, muitos questionamentos sobre os verdadeiros
efeitos da nanoparticula de prata no meio ambiente sdo levantados para compreender sua
toxicidade. Dessa forma, ¢ preciso entender como suas propriedades fisico-quimicas e
morfologicas agem no ser humano e no ambiente, para entdo determinar quais sdo seus
impactos negativos (DURAN, et al., 2018). De acordo com estudos recentes, a toxicidade da
NP de Ag depende da formagdo de Ag" nos meios bioldgicos. No interior das células ocorre a
liberagdo de Ag’, o qual pode promover a morte celular por meio do estresse oxidativo (DE
LIMA et al., 2012; DURAN et al.,2016).

As primeiras iniciativas com o intuito de reunir informacdes sobre os efeitos nocivos
dos nanomateriais a saude e ao ambiente foram realizadas por meio da Royal Society e da
Royal Academy of Engineers e do NSTC americano (subcomité do National Science and
Technology Council). No Reino Unido, a Royal Society e a Royal Academy of Engineers
publicaram em 2004 um estudo sobre os riscos ambientais a saude, a seguranga € as
implicagdes éticas e sociais associadas ao desenvolvimento da nanotecnologia e as areas onde
a regulamentacdo deve ser considerada. Em 2006 o NSTC emitiu o relatério "Environmental,
health and safety research needs for engineered nanoscale materials", no qual informa sobre o
potencial risco dos mateirais em nanoescala e como esses podem ser utilizados em produtos
de consumo, tratamentos médicos, aplicagdes no meio ambiente ou em pesquisas (NNI,
2006). No ano de 2007 a agéncia de protecdo ambiental americana (United States
Environmental Protection Agency — U.S. EPA) publicou o documento “Nanotechonology
White Paper” para servir como instrumento de reflexdo para o desenvolvimento da
nanotecnologia com base em seus beneficios e riscos (U.S.EPA, 2007). A Unido Europeia por
meio da Registration, Evaluation, Authorisation & Restriction of Chemicals Competent
Authorities (REACH CA) formulou e publicou o mais recente material sobre regulamentacao.
Na REACH CA ha um subgrupo de trabalho destinado a regulamentar a manufatura,
importagdo, comercializa¢ao e o uso de nanomateriais, de forma a evitar impactos negativos a
sociedade. De maneira geral, o sistema REACH abrange as etapas de registro, avaliagdo,
autorizacdo e restricdes para a comercializacdo de uma substidncia em nanoescala, seja ela
constituinte minoritario de uma matriz ou presente como componente majoritario

(EUROPEAN UNION, 2018).
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Em de janeiro de 2020 as empresas quimicas fabricantes ou importadoras de
nanomateriais foram obrigadas a cumprir os requisitos de informacdo para nanomateriais em
seus dossi€s de registro REACH CA, conforme determinado no Regulamento da Comissao
(UE) 2018/1881 de 3 de dezembro de 2018 (EUROPEAN UNION, 2018). Para isso, as
empresas precisam determinar se os produtos se enquadram na recomendacdo da Comissao
Europeia (CE) sobre a definicdo de nanomaterial, adotada em 2011. Essas também precisam
caracterizar a(s) nanoforma (s) de acordo com os novos requisitos € demonstrar uso seguro
para saude humana e meio ambiente (ARCADIS, 2020).

Com relag@o aos valores limites de exposi¢ao de prata no meio ambiente, nos Estados
Unidos esses podem variar de acordo com o 6rgdo regulamentador, com valores entre 0,1 e 50
pg.L de prata metalica ou soluvel. No entanto, niveis de prata na agua potavel norte
americana sdo encontrados em torno de 80 pug.L' (DURAN et al., 2018). Enquanto no Brasil,
a legislagdo estabelece nas dguas potaveis um limite de 10 pg/L de prata total (CONAMA,
2005).

Diante do exposto, o uso da nanoparticula de prata na agricultura pode ser limitado
devido ao risco ao meio ambiente ou até mesmo invidvel se também for considerado o seu
custo de aquisi¢cdo. Outro ponto desfavoravel diz respeito a sintese da nanoparticula de prata,

majoritariamente obtidas de métodos quimicos, por meio da utilizacdo de acidos toxicos.

3.2 Nanoparticulas de cobre no controle de doencas de plantas

Micronutrientes essenciais as plantas na forma de nanoparticulas, como o zinco (Zn) e
o cobre (Cu) também sdo utilizados com o objetivo de controlar as doengas de plantas. Em
plantas de citros, NP Zn foi aplicada na dose de 0,56 kg.ha', os autores do trabalho relataram
a reducdo de 38% e 42% da incidéncia de cancro citrico, em dois ensaios avaliados,
respectivamente. Em relagdo aos produtos convencionais utilizados no manejo da doenca, os
autores citam como vantagens da NP Zn o movimento translaminar do produto e a menor
toxicidade em relagdo a diferentes formulagdes dos produtos convencionais utilizados
(GRAHAM et al., 2016). Ainda sobre a NP Zn, a inibicdo significativa do crescimento de
Botrytis cinerea e Penicillium expansum foi observada em concentragdes superiores a 250

mg.L"' de NP de Zn (HE et al., 2011).
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O cobre na forma de nanoparticulas s6 foi estudado no manejo de doengas em 2013
(ELMER et al., 2018). No entanto, grandes avancos j& foram realizados apoOs esse primeiro
estudo. Por exemplo, observou-se menor area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)
de tomateiro cultivado em solo com a presenga de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Na
concentracdo de 1000 mg.L"'as NPs de CuO, MnO e ZnO proporcionaram a redu¢ao da AACPD
em 31%, 28% e 28%, respectivamente, quando comparadas as plantas ndo tratadas (ELMER;
WHITE, 2016).

As nanoparticulas de Cu também foram utilizadas para controlar Podosphaera
pannosa. Nao foram visualizados sinais do fungo em folhas de roseira, independente da
concentracdo utilizada. Na concentragdo de 50 mg.L* algumas hifas frageis foram
observadas, mas na concentragdo de 200 mg.L* ndo foi detectado nenhum sintoma da doenga,
19 dias ap6s a inoculagdo do patégeno (HAO et al., 2019).

A composicao, forma e as diferengas na taxa de liberagao de Cu*, podem interferir nos
efeitos benéficos das nanoparticulas na agricultura. Em melancia, ‘nanosheets’ (nanoestrutura
bidimensional) de Cu,;(PO,)2-:3H,0 a 10 mg.L* suprimiram significativamente a murcha de
fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. niveum), proporcionando decréscimo de 58% no
progresso da doenga. Com o uso de NPs CuO, os efeitos na reducdo da doenga foram
significativos somente na concentracao de 1000 mg.L"' (BORGATTA et al., 2018).

Fungos fitopatogénicos representados por Alternaria spp., Aspergillus niger, Pythium
spp. ¢ Fusarium spp. foram obtidos e transferidos para placas contendo diferentes
concentragdes de nanoparticulas de cobre (5,10,15 ¢ 20 mM). O tratamento controle foi
preparado usando meio de cultura sem nanoparticulas. O crescimento radial das coldnias
fungicas foi registrado apds cinco dias. A inibi¢do méaxima das colonias foi de 57,14, 63,81 e
58,05% em Alternaria spp., Aspergillus niger e Pythium spp., respectivamente, na
concentracdo de 20mM (concentragdo méxima), no entanto, para Fusarium spp. a inibi¢ao foi
de apenas uma 42,61% (HASSAN et al. 2018). Em outro trabalho, as NPs de CuO
sintetizadas demonstraram a maior efetividade em Fusarium oxysporum, Phoma destructive,
Curvularia lunata e Alternaria alternata, inibindo o crescimento das colonias para 24, 22, 21
e 18 mm respectivamente (KANHED et al., 2011).

Para verificar a eficiéncia das nanoparticulas de Cu, essas foram comparadas ao Cu
multivalente e 0 Cu de amdnio quaterndrio no controle de Xanthomonas perforans, resistente
ao cobre. As NPs Cu reduziram significativamente a severidade da doenca bacteriana no

campo ¢ também em casa de vegetacdo, quando comparados aos fungicidas clpricos e aos
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controles. Provavelmente, as NPs Cu liberaram maiores quantidades de ions ativos de Cu*,
sendo capazes de penetrar nas membranas bacterianas com maior efetividade (STRAYER-
SCHERER et al., 2018).

A eficacia das nanoparticulas depende do seu material, absor¢do, translocagdo e
acumulacdo no interior do tecido vegetal. Caracteristicas como a forma e a area superficial
especifica sdo fatores determinantes para a sua eficiéncia. Portanto, a alta relacdo
superficie/volume da NP permite a melhor interagdo com as células dos microrganismos
(RICO et al., 2011; MAGDALANE et al., 2016). A capacidade fungica das NPs e seus efeitos
nutricionais, dependendo do elemento, sdo os principais motivos para utilizd-las em baixas
concentragdes para inibir a agdo de fitopatdgenos. Outro ponto importante, diz respeito a
durabilidade e resisténcia ao calor (PEREZ, 2018). Com toda certeza, essas sdo as principais
vantagens das nanoparticulas.

As nanoparticulas podem ser adquiridas de empresas especializadas na producgdo e
comercializa¢do desse tipo de material, com diferentes niveis de pureza e tamanho. A NP de
Ag pode ser comprada por R$ 3372,00 em embalagens de 100 gramas, de acordo com a
cotacdo atual do dolar ($5,62). A NP de Cu por sua vez possui valores mais atrativos, em

torno de R$ 310,00 a embalem de 100 gramas (US RESEARCH NANOMATERIALS, 2020).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Areas Experimentais

Foram realizados cinco experimentos (I, II, III, IV e V) independentes. As
nanoparticulas de cobre (6xido de cobre; granulometria: 40 nm; pureza: 99%) e prata
(granulometria: 20 nm; pureza: 99,99%) utilizadas nos experimentos foram adquiridas da
empresa US Research Nanomaterials, Inc. (Houston, TX). Diversos autores j4 comprovaram a
maior eficiéncia das NPs de Ag e Cu em relagdao a outras (ELMER et al., 2018; ELMER;
WHITE, 2018; PEREZ, 2018; CARVALHO, 2019). Com base nisso, essas foram
selecionadas e empregadas nos experimentos a seguir.

O experimento I, in vitro, realizado para avaliar a germinac¢do de uredosporos de H.
vastatrix em diferentes doses de nanoparticula de cobre (NPCu) e nanoparticula de prata

(NPAg) foi conduzido em Laboratorio.
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Os experimentos II e III, para avaliar o manejo da ferrugem em mudas de cafeeiro (cv.
Catuai Vermelho TAC-144) promovido por NPAg e NPCu e o IV visou comparar a eficiéncia
da NPCu em relagdo a outras fontes de cobre. Ambos os experimentos foram conduzidos em
casa de vegetagao e, utilizadas mudas da cv. Catuai 144 com seis pares de folhas.

J& o experimento V foi realizado para determinar a eficiéncia da NPCu (200 mg.L") no
manejo da ferrugem do cafeeiro no campo.

Todos os experimentos realizados em casa de vegetacdo foram repetidos ao menos

uma VeEzZ.

4.1.1 Obtencao de indculo e inoculacio de H. vastatrix

Folhas de C. arabica naturalmente infectadas foram coletadas no campo. As folhas
foram submetidas a cadmara timida por 24 horas. Passado esse periodo, essas foram lavadas
com agua destila e os uredosporos raspados com o auxilio de um pincel para um Becker de
vidro. A suspensdo obtida foi ajustada em Camara de ‘Neubauer’ para a concentragdo de 1,0 x
10° uredosporos/mL e aplicada com pulverizador plastico manual na face abaxial de todas as
folhas das mudas de cafeeiro até o ponto de escorrimento (MARCOLINO, 2019). Em
seguida, as mudas foram cobertas com sacos plasticos pretos por 72 horas para fornecer as
condi¢des ideais a penetragdo do fungo, como a auséncia de luz, o molhamento foliar e
temperatura entorno de 23°C (RAYNER et al., 1961; CRUZ FILHO; CHAVES, 1973;
KUSHALAPPA et al., 1989). Apds 72 horas os sacos plasticos foram retirados e as mudas
colocadas em bancada na casa de vegetacdo a 25°C + 3°C, seguindo o delineamento em

blocos casualizados.

4.2 Efeito das nanoparticulas de Ag e Cu na germinacao de uredosporos de H. vastatrix

4.2.1 Experimento I
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Para verificar a influéncia das nanoparticulas de Ag e Cu na germinacdo dos
uredosporos de H. vastatrix, realizou-se teste in vitro, em placas de microtitulacdo (ELISA)
com capacidade de 200 pL por cavidade. O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 2 x 5 + 1 e oito repeticdes. As
nanoparticulas de Ag e Cu constituiram o fator A e as concentracdes (0, 50, 100, 200 e 400
mg.L") o fator B, também foi utilizado o fungicida (epoxiconazol + piraclostrobina) como
tratamento adicional. Cada cavidade da placa foi considerada como uma parcela experimental.

Inicialmente preparou-se solucao estoque a 2000 mg.L' de cada uma das
nanoparticulas. As concentragdes utilizadas no experimento foram obtidas a partir da diluigdo
da solucdo estoque. O indculo foi obtido a partir de folhas de cafeeiro coletadas no campo,
naturalmente infectadas. As pustulas foram raspadas com pincel para um Becker de vidro,
contendo agua destilada esterilizada, em seguida a suspensao foi calibrada em Camara de
Neubauer para a concentragcdo de 1x10° uredosporos de H. vastatrix/mL.

Nas cavidades de cada repeticdo foram pipetados 5 pL, 10 pL, 20 puL e 40 pL das
nanoparticulas. Para completar o volume total das cavidades foram pipetados 195 uL, 190 pL,
180 uL, 160 uL de suspensao de indculo de H. vastatrix para as concentragdes de 0, 50, 100,
200 e 400 mg.L"' , respectivamente. Para o calculo do fungicida, considerou-se 3 mL do
produto para 1L de calda, de acordo com a dose comercial registrada para o patossistema.
Dessa forma, foram pipetados 0,5 pL da calda do fungicida nas cavidades e 199,5 uL da
suspensao de uredosporos para completar o volume.

As placas foram mantidas em BOD a 23°C £ 2°C por 18 horas, em escuro total. Apds
esse periodo, foram adicionados 0,5 pL de lactoglicerol para paralisar a germinacdo dos
uredosporos. Foram avaliados 100 uredosporos aleatoriamente de cada repeti¢ao da placa de
microtitulacdo, em microscopio de luz, com capacidade de aumento em 400x. Os uredosporos
foram considerados germinados quando o comprimento do tubo germinativo era duas vezes o

seu tamanho.

4.3 Nanoparticulas metalicas no manejo da ferrugem em mudas de cafeeiro

4.3.1 Experimentos II, IIl e IV
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Todos os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo, com temperatura de
25°C + 3°C e umidade relativa do ar em torno de 90%. As mudas de cafeeiro da cv. Catuai
Vermelho [IAC-144 suscetiveis a ferrugem foram adquiridas de viveiro comercial com seis
pares de folhas, sendo utilizadas em todos os experimentos.

O experimento II foi instalado no delineamento experimental em blocos casualizados
(DBC), com cinco tratamentos e quatro repeti¢des. As doses de 0 (testemunha), 50, 100, 200 e
400 mg.L"' de NPCu foram utilizadas para compor os tratamentos. As mesmas doses foram
utilizadas no experimento III, porém, para a NPAg. O delineamento utilizado também foi o
DBC com quatro repeticdes. Em ambos os experimentos foi utilizado um fungicida registrado
para o controle da ferrugem (epoxiconazol + piraclostrobina) como tratamento adicional. As
parcelas experimentais foram formadas por quatro mudas em saquinhos de polietileno (10 x
20 cm).

O experimento IV foi instalado em DBC, com quatro repetigdes. Cada parcela
experimental foi composta por trés mudas em saquinhos de polietileno (10 x 20 cm). As
mudas de cafeeiro foram submetidas a seis tratamentos, sendo eles: NPCu (250 mg.L"),
hidréxido de cobre (1750 mg.L"), 6xido cuproso (625 mg.L"), cobre quelatizado com EDTA
(Cu EDTA) e uma testemunha (4dgua).

Os tratamentos de cada experimento foram aplicados sete dias antes da inoculacdo dos
esporos de H. vastatrix na face abaxial das folhas até o ponto de escorrimento

(MARCOLINO, 2019).

4.4 Nanoparticulas no manejo da ferrugem do cafeeiro em plantas adultas

4.4.1 Experimento V

O experimento VI foi realizado na Fazenda Boca da Mata em Lavras-MG
(21°12'51"S, 44°57'42.57"0, altitude de 966 metros), em lavoura formada por plantas de
cafeeiro de cultivar do grupo Mundo Novo em fase de produgdo, no espacamento de 3,4 m
entre linhas e 1,0 m entre plantas, totalizando uma populacdo de 3333 plantas.ha’. O
experimento foi implantado em dezembro de 2019 e finalizado em maio de 2020.

Nesse experimento, avaliou-se o efeito das nanoparticulas de micronutrientes (Cu, Zn,

B e Mn), em associagdo ou nao com fungicidas quimicos e biologicos.
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O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro repeti¢des e sete
tratamentos, sendo eles o T1: testemunha sem aplicagdo; T2: Fungicida; T3: NPs Cu+ Zn + B
+ Mn; T4: NPs Cu + Zn + B + Mn + Bacillus subtilis; T5: NPs Cu + B + Fungicida; T6: NPs
Cu + B + Fungicida + B. subtilis; T7: Fungicida + acido borico + Cu EDTA. Cada parcela
experimental foi constituida por seis plantas, sendo as quatro plantas centrais a parcela Util,
perfazendo 21 parcelas experimentais.

Foram utilizados os seguintes produtos comerciais, o fungicida (TRIZIMAN® -
azoxistrobina + mancozebe + ciproconazol, 2 kg.ha'), os agentes de controle bioldgico
(BIOBACI"® - B. subtilis, 2 kg.ha') e o Cu EDTA (KELLUS COPPER® - 14,5% de Cu*, 0,5
kg.ha'). Realizou-se uma unica aplicacdo dos tratamentos em 17/12/2019 e, as avaliagdes de
incidéncia e enfolhamento foram realizadas em 17/12/19, 15/01/20, 12/02/20, 15/03/20,
10/04/20 e 16/05/20.

Para a aplica¢do dos tratamentos, utilizou-se um pulverizador costal motorizado da
marca STIHL® modelo SR 430 com quantidade de vazdo média de 1,5 L/min. O volume de
calda utilizado para todos os tratamentos foi de 400 L.ha'. As caldas foram preparadas na
area experimental ao final da tarde e imediatamente pulverizadas. Utilizou-se como adjuvante

o oleo vegetal (AUREO" - 0,25%).

5 VARIAVEIS ANALISADAS

Para os experimentos em casa de vegetacao, as avaliagdes da incidéncia e severidade
da ferrugem foram realizadas semanalmente, a partir dos primeiros sinais do patogeno,
totalizando cinco avaliagdes.

A incidéncia foi obtida da relagdo entre o numero de folhas lesionadas e o nimero

total de folhas avaliadas por parcela, de acordo com a equagao 1:

(1

Sendo:
I(%): incidéncia da doenga, em porcentagem,;
NFD: numero de folhas doentes;

NTF: namero total de folhas avaliadas.
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A severidade foi avaliada com o auxilio da escala diagramatica proposta por Cunha et
al. (2001). Foram atribuidas notas 1 a 6 (1 — de 0 a 3% de severidade; 2 — de 3 a 6% de
severidade; 3 — de 6 a 12% de severidade; 4 — de 12 a 25% de severidade; 5 — de 25 a 50% de
severidade; 6 — mais de 50% de severidade).

Os valores médios da incidéncia e da severidade foram integralizados em area abaixo
da curva de progresso da incidéncia (AACPI) e 4area abaixo da curva de progresso da

severidade (AACPS), segundo a equagdo 2 (SHANER; FINNEY, 1977).
(2)

Onde:

AACPD = area baixo da curva de progresso da doenga;
Yi = propor¢do da doencga na i-ésima observacao;
Ti = tempo, em dias, na i-ésima observagao;

n = numero total de observagdes.

Finalizadas as avalia¢des supracitadas, coletou-se toda a parte aérea das mudas. As
amostras foram lavadas com agua destilada e armazenadas em sacos de papel para serem
secas em estufa com circulacdo forgada de ar a 65°C por trés dias, até atingirem peso
constante. Apos a secagem, determinou-se o peso de planta seca (PPS) balanga de precisao.

No experimento V determinou-se a incidéncia (equagdo 1) da ferrugem e também o
enfolhamento das plantas, segundo escala diagramatica desenvolvida por Boldini (2001). Os
valores foram integralizados em area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI) e

area abaixo da curva de progresso do enfolhamento (AACPE) (equagao 2).

6 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis analisadas em cada experimento foram submetidas aos testes de Shapiro-

Wilk e Batlett (p>0,05) para verificar os pressupostos da analise de variancia.
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Como os pressupostos foram atendidos, os dados foram submetidos a andlise de
variancia (Teste F p<0,05) e quando significativo, as varidveis qualitativas foram comparadas
por Teste de Scott-Knott (p<0,05) ou por contraste ortogonal com o tratamento adicional.
Paras as varidveis quantitativas foi realizado o ajuste de modelos lineares e nao lineares, por
analise de regressao.

Realizou-se a andlise conjunta dos experimentos repetidos no tempo para verificar se

houve diferenca entre os mesmos.

7 RESULTADOS

Nao houve diferenga significativa entre os experimentos repetidos no tempo para as
varidveis analisadas (p<0,05). Portanto, utilizou-se a média dos valores desses experimentos

(Anexo A - Tabelas M a U). Nenhum sintoma de fitotoxidez foi observado nos experimentos.

7.1 Experimento I - Efeito das nanoparticulas de Ag e Cu na germinagdo (%) de uredosporos

de H. vastatrix.

Houve interagdo significativa (p<0,01) entre as NPs e suas respectivas doses para a
germinagdo de uredosporos de H. vastatrix. Houve também diferenca significativa (p <0,001)
para o contraste Tratamento adicional vs Fatorial, ou seja, a redug¢do dos esporos germinados
foi diferente entre as NPs e o fungicida (Anexo A - Tabela A). A NPAg independente da sua
dose foi mais eficiente para reduzir a porcentagem de esporos germinados, quando comparada

a NPCu. A porcentagem de esporos germinados foi semelhante na dose de 0 mg.L"'(Figura 1).

Figura 1 — Germinagdo (%) de esporos de H. vastatrix submetidos a tratamentos com
diferentes doses de nanoparticulas de Ag e Cu. Lavras, MG, 2020.
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Os maiores valores de esporos germinados ocorreram sem adi¢ao de nanoparticulas
(dose de 0 mg.L"), com cerca de 70% de germinacdo. Conforme o aumento das doses das
nanoparticulas houve o decréscimo da porcentagem de germinagdo, no qual o modelo
monomolecular promoveu o melhor ajuste da curva. A NPAg reduziu a germinagdo em 77% a
partir da dose de 50 mg.L"'. Nas doses de 100 mg.L", 200 mg.L"' ¢ 400 mg.L" a redu¢ao de
esporos germinados foi de 96,4%, 98,9% e 100%, respectivamente (Figura 2A). Para a NPCu
a maior reducdo ocorreu na dose de 400 mg.L'(85%), seguida das doses de 200 mg.L", 100
mg. L' e 50 mgL', com cerca de 80,9%, 75,5% e 74,7% de esporos germinados,

respectivamente (Figura 2B).

Figura 2 - Efeito das nanoparticulas de prata (A) e 6xido de cobre (B), testadas em diferentes
doses, sobre a germinacgdo (%) de uredosporos de H. vastatrix. Lavras, MG, 2020.
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7.2 Experimento II — Manejo da ferrugem (H. vastatrix) do cafeeiro em fun¢do de doses

crescentes de nanoparticulas de cobre (NPCu).

Os primeiros sinais do patdégeno foram observados aos 21 dias apds a inoculagdo
(DAI). A ferrugem afetou todas as plantas durante o periodo de conducao do experimento,

com exce¢do para as mudas tratadas com o fungicida (epoxiconazol + piraclostrobina). Aos
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21 DAI observou-se a menor incidéncia (33,6%) e, aos 49 DAI a maior (65,2%) (Figura 3A).
A severidade aumentou com o tempo, variou de 0,12% aos 21 DAI para 5,9% aos 49 DAI

(Figura 3B).

Figura 3 - Curva de progresso da incidéncia (A) e severidade (B) da ferrugem (H. vastatrix)
em mudas de cafeeiro aos 21, 28, 35, 42 ¢ 49 DAI em fung¢ao das doses de NPCu
aplicadas. Lavras, MG, 2020.
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Houve efeito significativo (p<0,05) das doses de NPCu para a AACPS. Ocorreu

interagdo significativa (p<0,05) no contraste Tratamento adicional vs Doses NPCu para a

AACPS (Anexo A - Tabelas B, C e D), ou seja, houve diferenga entre as doses da NPCu e o

fungicida na redugdo da ferrugem do cafeeiro.

Todas as doses aqui testadas (com exce¢do da dose 0 mg.L"') foram eficientes no

controle da ferrugem. Observou-se a reducdo da AACPS conforme o aumento das doses de

NPCu, na dose de 50 mg.L" a reducao foi de 37% e na de 100 mg.L"' chegou a 60%, ambas

em relagdo a testemunha. A maior redugdo ocorreu nas doses de 200 mg.L"' e 400 mg.L",

alcangando 84,2% e 97,5%, respectivamente (Figura 4).

Figura 4 — Area abaixo da curva de progresso da severidade - AACPS da ferrugem do
cafeeiro (H. vastatrix) em func¢do de doses crescentes de NPCu. Lavras, MG,

2020.
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7.3 Experimento III - Manejo da ferrugem (H. vastatrix) do cafeeiro em fungdo de doses

crescentes de nanoparticulas de prata (NPAg).

Houve incidéncia de ferrugem durante todo o periodo de avaliagdo do experimento,

com exce¢do para as mudas tratadas com o fungicida (epoxiconazol + piraclostrobina). A
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testemunha (0 mg.L") proporcionou os maiores niveis de incidéncia aos 58 DAI (82,9%), a
menor incidéncia (23,1%) foi observada aos 30 DAI (Figura 5A). A menor severidade foi de

0,1%, observada aos 30 DAI e aos 58 DAI observou-se a maior porcentagem de severidade na
testemunha (4,2%) (Figura 5B).

Figura 5 - Curva de progresso da incidéncia (A) e severidade (B) da ferrugem (H. vastatrix),
em mudas de cafeeiro, nas diferentes datas de avaliagdo em fun¢ao das doses de
NPAg aplicadas. Lavras, MG, 2020.
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Houve efeito significativo (p<0,05) das doses de NPAg para a AACPS e a AACPL. O
contraste Tratamento adicional vs Doses de NPAg apresentou interacdo significativa
(p<0,05), indicando a diferenca entre as doses de NPAg e o Fungicida (Anexo A - Tabelas E, F
e Q).

Observou-se uma redu¢do sutil (linear) da AACPI, ou seja, conforme o aumento das
doses de NPAg maior foi o controle da doenga. Na dose de 400 mg.L"' a reducdo foi proxima
de 16% em relacdo a testemunha Figura 6A). Para a AACPS o modelo ndo monomolecular
proporcionou o melhor ajuste. Na dose de 50 mg.L" o controle da ferrugem foi de 25% e na de
100 mg.L" foi de 58,5%. O maior controle da ferrugem foi ocorreu mediante o uso das doses

de 200 mg.L'e 400 mg.L*' com 74,3% e 91,5%, respectivamente (Figura 6B).



41

Figura 6 - Area abaixo da curva de progresso da incidéncia - AACPI (A) e 4rea abaixo da

curva

de progresso da severidade - AACPS (B) da ferrugem (H. vastatrix) do

cafeeiro, em fun¢do de doses crescentes de NPAg. Lavras, MG, 2020.
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7.3 Experimento IV - Manejo da ferrugem (H. vastatrix) do cafeeiro em fun¢do de diferentes

fontes de cobre aplicadas.

Houve incidéncia de ferrugem durante todo o periodo de avaliagdo do experimento
com exce¢do para as mudas tratadas com o fungicida (epoxiconazol + piraclostrobina).

A menor incidéncia foi de 10,5% aos 28 DAI e, nas avaliagdes seguintes o aumento da
ferrugem foi constante até atingir o valor maximo de 86% aos 56 DAI (Figura 7A). Para a
severidade foram observados valores proximos a zero na primeira data de avaliagdo (28 DAI)
e na testemunha foram observados os maiores valores de severidade, atingindo seu valor

maximo aos 63 DAI (3%) (Figura 7B).

Figura 7 - Curva de progresso da incidéncia (A) e severidade (B) da ferrugem (H. vastatrix),
em mudas de cafeeiro, nas diferentes datas de avaliacdo em funcdo de diferentes
fontes de cobre. Lavras, MG, 2020.
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Houve efeito significativo (p<0,05) das diferentes fontes de cobre para a AACPS e a

AACPI. O contraste Tratamento adicional vs Fontes de Cobre realizado para as varidveis

testadas apresentou interagdo significativa (p<0,05), indicando a diferenca entre as fontes de

cobre e o fungicida (Anexo A - Tabelas H, I e J).

O maior valor de AACPI (2599,57) foi observado na testemunha, diferindo entdo das
fontes de cobre (p<0,05). Para a AACPI a NPCu 250 mg.L", o hidroxido de cobre e o Cu

EDTA foram semelhantes entre si (p<0,05) e proporcionaram aproximadamente 39% de
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controle em relacdo a testemunha. Essas fontes foram diferentes do 6xido cuproso, pois esse
promoveu somente 30% de controle da ferrugem (Figura 8A). O maior valor de AACPS
(72,7) foi observado na testemunha, diferenciando-se dos demais tratamentos. O hidroxido de
cobre promoveu 74,8% de controle da ferrugem, diferindo-se das demais fontes de cobre. A
NPCu 250 mg.L"' e o oxido cuproso foram semelhantes (p<0,05), promovendo 84,2% e
83,1% de controle da ferrugem, respectivamente. O Cu EDTA diferiu de todas as outras
fontes de cobre com 79,7% de controle da ferrugem, ou seja, foi inferior ao 6xido cuproso € a
NPCu 250 mg.L"', porém, o Cu EDTA foi superior ao hidréxido de cobre (Figura B).

Para o peso da parte aérea seca (PPAS) ndo houve interagdo significativa entre as
fontes de cobre. Porém, observou-se efeito significativo para o contraste Tratamento adicional

vs Fontes de Cobre (p<0,05), sendo as fontes de cobre diferentes do Fungicida (Figura J).

Figura 8 — Area abaixo da curva de progresso da incidéncia - AACPI (A) e 4rea abaixo da
curva de progresso da severidade - AACPS (B) da ferrugem do cafeeiro, em
funcao das diferentes fontes de cobre. Lavras, MG, 2020.
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7.4 Experimento V - Manejo da ferrugem (H. vastatrix) do cafeeiro em funcdo dos
tratamentos aplicados.

As variaveis climaticas foram monitoradas durante todo o experimento. A temperatura
variou entre 11,0°C e 28,0°C, com média em torno de 20,0 °C (Figura 9A) e a umidade
relativa média aproximadamente 77,0%. A maior precipitacdo pluviométrica foi observada

em fevereiro de 2020 com 465 mm (Figura 9B).
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Figura 9 - Varidveis climaticas registradas no campo experimental: (A) temperatura (°C)
maxima, média e minima; (B) umidade relativa (UR%) e precipitacao
pluviométrica (mm). UFLA, Lavras, MG, 2019 a 2020.
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Na primeira avaliacdo (dezembro/2019) ndo foi observada a incidéncia de ferrugem,
mas somente a partir da segunda avaliagdo em janeiro/2020. Nos meses seguintes o aumento
da ferrugem foi constante em todos os tratamentos. Dessa forma, em maio/2020 observou-se o
maior valor de incidéncia para a testemunha e o tratamento NPs Cu + Zn + B + Mn, ambos
com 62% de incidéncia. J4 a menor incidéncia foi observada no tratamento Fungicida, em

maio/2020 com apenas 43% (Figura 10).
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Figura 10 - Curva de progresso da incidéncia da ferrugem (H. vastatrix) em plantas de
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Houve efeito significativo entre os tratamentos (p<0,05) para a AACPI (Figuras 11)

(Anexo A - Tabela K).
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Os menores valores de AACPI foram observados no tratamento Fungicida, NPs Cu +
B + Fungicida + B. subtilis e NPs Cu + B + Fungicida com 57,6%, 48,3% e 33,3% de controle
da ferrugem, respectivamente. Esses tratamentos foram semelhantes entre si e diferiram dos
demais tratamentos (p<0,05). Os tratamentos NPs Cu + Zn + B + Mn, NPs Cu + Zn + B + Mn
+ B. subtilis e Fungicida + &cido borico + Cu EDTA nao se diferenciaram significativamente
da Testemunha (p<0,05). Esses promoveram os menores indices de controle da ferrugem do

cafeeiro com 8,9%, 11,1% e 20,5%, respectivamente.
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Tabela 1 — Incidéncia (%) e area abaixo da curva de progresso da incidéncia da ferrugem (AACPI) do cafeeiro (H. vastatrix) nas diferentes datas
de avaliagdes em fung¢do dos tratamentos aplicados. UFLA, Lavras, 2020.

Modo Avaliacdo da incidéncia da ferrugem do cafeeiro
Doses
Tratament d AACPI E(°
ratamentos 8¢ (KgouLha') 17-12-19 15-1-19 12-2-20 15-3-20 10-4-20 16-5-20 (%)
aplicacao
Testemunha -- -- Oa 3,675a 9,925a 52,1a 6197a 62,0a 4718,78a 0
Fungicida Foliar 2.0 0a 0b  0,5525a 146b  302b 427a 2000,03b 57,6156
NPs Cu+Zn+B+Mn Foliar 0,25 0a 1,575b 7.825a  422a  63,02a 6197a 429690a  8,94035
+Zn+B+Mn +
NPs CutZn+B+Mn Foliar 0.25 + 2,0 0a 105b 4,15a  4425a 6042a 5885a 419535a 11,0924
B. subtilis
NPs Cu+B + Fungicida Foliar 0.25+2,0 0a 0b 1,05a 29.175b  50a 4947a 314845b 33,2782
NPs Cu+B + Fungicida +
st ungicida Foliar 025+20+20 Oa 0b  0525a 16675b 3855a 51,05a 2437.53b 483441
B. subtilis
Fungicida + &cido borico + .
Foliar 2,0+0,15+05 0Oa 1,575b 47a  3125b 5832a 56,77a 3750,03a 20,5297
Cu EDTA
Coeficiente de Variagao (%) 0 109,7 113,6 459 31,9 22.9 33,30 --
Média 0 1,125 4,608 32,893 51,786 54,689 3506,721 -

'Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si nas colunas de acordo com o teste de Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Do autor (2020).
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8 DISCUSSAO

No presente trabalho verificou-se a eficiéncia das nanoparticulas metalicas (Ag e Cu)
para controlar a ferrugem do cafeeiro com destaque para a nanoparticula de cobre, devido ao
fato do cobre ja ser amplamente empregado no controle de diversas doencas de plantas. No
entanto, para alcancar niveis satisfatorios de controle sdo necessérias altas doses de cobre
metélico (<1000 mg.L"). Diferente disso, a nanoparticula de cobre pode ser utilizada em
baixas doses (>500 mg.L™").

A atividade microbiana das nanoparticulas de cobre e prata pode estar relacionada aos
danos causados a integridade da parede celular dos microrganismos (DINESH et al., 2012) e
como consequéncia, ha o extravasamento de compostos intracelulares e a morte celular. As
nanoparticulas podem ter mecanismos de agdo distintos, como ions toxicos ligados as
proteinas na sua estrutura, isso leva ao seu acumulo e impede a atuagdo correta na membrana,
afetando a permeabilidade celular do patéogeno (LEMIRE et al., 2013; ALGHUTHAYMI et
al., 2015). Outra hipotese esta relacionada a ativacdo de respostas de defesas das plantas,
promovidas por nanoparticulas de prata e cobre (ELMER; MA; WHITE, 2018).

No presente trabalho o Cu e a Ag foram utilizados em suas formas nanoparticuladas,
com o objetivo de reduzir a intensidade da principal doenca do cafeeiro, a ferrugem. Em
trabalho realizado por Mendes et al. (2014), foi avaliado o efeito in vitro da NPAg no controle
de Phomopsis sp. em sementes de soja, como resultado os autores constataram 90% de
inibi¢do na dose de 180 mg.L"' e inibicdo absoluta nas doses de 270 e 540 mg L. Esses
resultados evidenciam a efetividade da NPAg em baixas concentragdes e vao de encontro aos
resultados obtidos no presente trabalho, pois no experimento in vitro a dose de 50 mg.L"' da
NPAg inibiu a germinacdo dos esporos em 77%, com o aumento das doses houve também
maior reducdo da germinagdo e na maior dose (400 mg L") a inibi¢do foi de 100%. Para as
doses intermediarias (100 e 200 mg.L") a reducdo foi de 96,4% e 98,9,0%, respectivamente.
O comportamento da NPCu foi semelhante, a menor dose (50 mg.L") foi capaz de inibir
74,7% da geminagdo dos esporos de H. vastatrix. Como mencionado, a germinagdo reduziu
com o aumento das doses, sendo 75,5%, 80,9% e 85% para as doses de 100 mg.L", 200 mg.L-
e 400 mg.L"', respectivamente.

Os altos valores de controle promovidos por NPAg sdo justificaveis, pois essas sao
extremamente reativas devido a sua alta capacidade de gerar ions Ag' e possuirem alta

afinidade com as cargas negativas das membranas dos microrganismos. Além disso, as
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nanoparticulas sdo eficientes em penetrar nas cédulas microbianas. Sendo assim, esses fatos
justificam o seu uso em baixas concentragdes, pois o controle microbiano ¢ realizado por
meio de interrupgdes nos sistemas de transporte, incluindo o efluxo de ions (MORONES et
al., 2005; KIM et al., 2009; KRISHNARAJ et al., 2012). A interrup¢ao do efluxo i6nico pode
causar rapido actimulo de ions de Ag e pode interferir no processo celular como o
metabolismo e a respiracdo, reagindo com moléculas (LAMSAL et al. 2011). Além disso, os
ions de Ag podem produzir espécies reativas de oxigénio prejudiciais as cé€lulas, causando
danos as proteinas, lipidios e acidos nucléicos (MORONES et al 2005).

As nanoparticulas de Ag sdo promissores agentes antimicrobianos € o seu uso no
manejo de doengas de plantas possui grande potencial. As nanoparticulas de Ag foram as
primeiras a serem pesquisadas no manejo de doencas de plantas (PARK et al., 2006), em
razao da alta atividade antimicrobiana da Ag ja conhecida (ELMER et al., 2018).

Kim et al. (2008) estudaram o efeito antifungico da solucdo de NPAg (1,5 nm) em
rosas contra o oidio (Sphaerotheca pannosa var. rosae), essa nanoparticula apresentou alta
dispersao e estabilidade. A solu¢do de NPAg na concentracdo de 10 mg.L" foi aplicada na
rosas com oidio e apds dois dias, observou-se reducdo de aproximadamente 95%. A
ocorréncia do oidio nessas mesmas rosas foi observada somente uma semana apos a
aplicacdo. De acordo com os autores, as plantas ndo apresentaram sintomas de fitoxicidade.
Min et al. (2009) utilizaram NPAg (4 - 8 nm) como alternativa aos fungicidas convencionais
para o controle de fungos fitopatogénicos formadores de esclerodios e, as hifas expostas a
NPAg foram severamente danificadas, resultando na separagdo de camadas da parede e no
colapso das hifas. Os autores constataram o maior controle desses fungos em comparagdo a
Ag na forma macroscopica. O uso de baixas doses também ¢ defendido por outros autores,
pois mesmo em sua forma idnica a Ag em baixa concentragdo € altamente tdxica aos
microrganismos (MOUSSA et al., 2013). No entanto, o modo de agdo da NPAg ainda nao foi
completamente decifrado em relacdo aos fungos fitopatogénicos (KIM et al., 2009) e em
razdo disso, distintos estudos sdo desenvolvidos para investigar o controle de patogenos por
meio das nanoparticulas de prata (DURAN et al., 2018).

Sabe-se que as nanoparticulas com tamanho elevado podem se aglutinar e precipitar.
Esse fato pode interferir na relagdo efetiva de controle entre as nanoparticulas e os patégenos
(ADAMS et al., 2006). Por essa razdo, destaca-se a viabilidade da reducao das doses de cobre

utilizadas no controle de doengas de plantas.



52

Nos experimentos II e III, a reducdo da ferrugem foi verificada j& na dose de 50 mg.L"!
e aumentou até a dose de 400 mg.L"'. Por essa razdo, destaca-se a viabilidade da reducdo das
doses de cobre utilizadas na cafeicultura, nesse sentido desempenho semelhante foi obtido em
trabalhos anteriores nessa faixa de dosagem. Em comparagdo ao fungicida cuprico registrado
para a requeima da batata (Phytophthora infestans), nanoparticulas de CuO, Cu,0 e Cu/Cu,O
foram eficientes no controle da doenca quando a NPCu foi aplicada em doses entre 150 e 340
mg.L' (GIANNOUSI et al., 2013).

Em melancia, nanosheets (nanoestrutura bidimensional) de Cu;(PO,),-3H,0 a 10 mg.L-
' suprimiram significativamente a murcha de fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. niveum),
com decréscimo de 58% no progresso da doenga. Com o uso de NPCu os efeitos na reducao
da doenca foram significativos apenas a 1000 mg.L"' (BORGATTA et al., 2018). Esses
resultados sdao diferentes dos observados no presente trabalho, pois efeitos significativos no
controle da ferrugem foram obtidos com a dose de 50 mg.L"' de NPCu, ou seja, uma dose 20
vezes menor. A dose de 50 mg.L"' da NPCu proporcionou a reducdo da AACPS da ferrugem
em 37%, a maior reducdo foi observada nas doses de 200 mg.L'e 400 mg.L"', perfazendo
84,4% e 97,5% de controle, respectivamente

Os resultados obtidos para a ferrugem do cafeeiro se assemelham a resultados
observados em outros patossistemas.. Por exemplo, Hao et al. (2019) avaliaram em roseiras a
inibi¢do de Podosphaera pannosa em funcdo da aplicagdo de NPCu e ndo visualizaram
nenhuma coldnia de P. pannosa nas folhas expostas as diferentes concentragcdes de NPCu, 19
dias apos a aplicagdo. A NPCu na dose de 50 mg.L"' reduziu o crescimento do patégeno em
40%, j& na dose de 200 mg.L"' a reducao foi de 100%.

A atividade da NPCu contra patdogenos pode ocorrer de maneira distinta em
preparagdes com meio de cultura e com agua (ADAMS et al., 2006; HRENOVIC et al.,
2012). Além disso, a composi¢do, a forma das nanoparticulas e as diferencas associadas na
taxa de liberacdo de Cu* podem interferir nos seus efeitos benéficos (BORGATTA et al.,
2018). De acordo com Strayer-Scherer et al. (2018), nanoparticulas de cobre s3o capazes de
liberar maiores quantidades de ions ativos de Cu** e maior efetividade para penetrar nas
membranas dos patdégenos, em comparagdo ao Cu com particulas macroscopicas.

A efetividade da NPCu no controle da ferrugem do cafeeiro constatada nesse trabalho
deve-se ao fato do Cu afetar a membrana plasmatica, inibir a multiplicacdo celular dos
patogenos e atuar como agente fungistitico (ORDAX et al., 2006; MAHAPATRA et al.,
2008; RUPARELIA et al., 2008). Os oxidos cupricos e cuprosos causam inativacao de
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proteinas, danos ao DNA e perda da integridade da membrana. Tudo isso, aliada as
caracteristicas peculiares da nanoparticula possivelmente garantiu a maior uniformidade da
distribuicao de cobre na superficie das folhas, aumento do contato das particulas de cobre com
os uredosporos de H. vastatrix e também a maior liberagcdo de Cu*'. Além disso, para a maior
eficacia no controle de fungos e bactérias, a distribui¢do do cobre na superficie das folhas
deve ser uniforme (GISI; SIEROTZKI, 2008).

Com o estudo das nanoparticulas metalicas no controle da ferrugem do cafeeiro, foi
possivel inferir sobre a influéncia do tempo de aplicacdo das nanoparticulas em comparagao
ao momento de inoculagdo do patdogeno. No presente trabalho, essas foram aplicadas nas
mudas de cafeeiro sete (7) dias antes da inoculacdo com H. vastatrix. Essa relagdo entre o
momento de aplicagdo da NP e a inoculagdo do patogeno foi estudada por Lamsal et al.
(2011a), os autores compararam quatro concentracoes de NPAg (10, 30, 50 e 100 mg.L") e
dois fungicidas comerciais como controle positivo e, como controle negativo a agua destilada.
Os tratamentos foram aplicados nas plantas em dois momentos distintos e foram utilizados
dois grupos de plantas, aquele onde os tratamentos foram aplicados antes da inoculagdo do
patogeno e o grupo de plantas onde a aplicagdo ocorreu apds a inoculacdo. Os autores
constataram a eficiéncia da NPAg na supressdo de oidio em pepino e também observaram
diferenca no nivel de incidéncia em relagdo ao momento de aplicacdo da nanoparticula, antes
ou apo6s a inoculagdo. A incidéncia reduziu conforme o aumento das concentragdes, sendo
57,8%, 48,8%, 40,2% e 20% nas concentracdes de 10, 30, 50 e 100 mg.L"' de NPAg aplicadas
apos a ocorréncia da doenca. De maneira semelhante houve redugdo da incidéncia em 45%,
40%, 27% e 18% nas concentragdes de 10, 30, 50 e 100 mg.L"' de NPAg aplicadas antes da
inoculacdo do patégeno nas plantas, respectivamente. No entanto, a menor incidéncia foi
proporcionada quando a aplicacdo foi realizada antes da ocorréncia da doenga, em ambas as
concentracoes.

Sejam as nanoparticulas de Ag ou de Cu, foi possivel verificar o controle da ferrugem
em todas as doses, mas em diferentes niveis. No experimento IV, a dose de 250 mg.L"' de
NPCu foi comparada a outras fontes de cobre registradas para o cafeeiro e recomendadas em
altas concentracdes, como é o caso do hidroxido de cobre com recomendagdo de até 2500
mg.L". A dose de 250 mg.L"' da NPCu promoveu a reducdo de 84,2% da AACPS, enquanto o
hidroxido de cobre com uma concentragdo dez vezes maior foi inferior a NPCu em 10%.
Esses resultados positivos das nanoparticulas fortalecem a busca por aplicagdes de fungicidas

sistémicos e de contato em menores concentragdes para controlar as doengas de plantas.
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Muitos sdo os estudos sobre a eficiéncia de baixas concentragdes de nanoparticulas.
Em razdo disso, isolados de diferentes espécies de Colletotrichum foram tratados com NPAg
em diferentes concentragdes, na concentracdo de 100 mg L' o crescimento micelial dos
isolados C3 e C5 foi completamente inibido. E nos isolados C7 e C8 a inibig¢do chegou a 90%
(LAMSAL et al., 2011b). Kumari et al., (2017) estudaram o papel das nanoparticulas contra
Alternaria solani em tomate, utilizaram as nanoparticulas de prata sintetizadas em células de
Trichoderma viride (MTCC 5661), os autores observaram in vitro a redugao de 100% na
contagem de esporos apos o 3° dia de tratamento e reducdo de 73,3% na biomassa fungica
apos o 7° dia de tratamento. Em plantas, houve aumento significativo de 32,6% no peso de
planta fresca quando as plantas infectadas por Alternara. solani foram tratadas com NPAg em
comparag¢do as nao tratadas. Doses com 50 e 100 mg L' de NPAg inibiram significativamente
a formacao de coldnias de Magnaporthe grisea e Bipolaris sorokiniana, respectivamente. Ja
em plantas de azevém (Lolium perene L.) a severidade das doencas causadas por esses
patdgenos foi reduzida a menos de 7%. Nas plantas controle (aplicagdo de dgua) a severidade
foi superior a 70% (JO et al., 2009).

No experimento V, as nanoparticulas de Cu, Zn, B ¢ Mn foram empregadas no manejo
da ferrugem em condi¢des de campo, na dose de 200 mg L', seja em associacdo com
fungicidas registrados para cultura ou somente a aplicacdo das nanoparticulas. Nas condi¢des
em que o experimento foi realizado, as NPs de Cu e B associadas ao Fungicida (azoxistrobina
+ mancozebe + ciproconazol) foram eficientes e promoveram controle semelhante ao
observado nas plantas tratadas somente com o Fungicida. De modo semelhante, ocorreu
quando as NPs de Cu e B foram associadas ao Fungicida (azoxistrobina + mancozebe +
ciproconazol) e ao Bacillus subtilis. Com isso, destaca-se a possibilidade das NPs serem
aplicadas em conjunto com fungicidas biologicos, sistémicos e/ou de contato.

No entanto, a aplicacdo isolada das NPs ndao promoveu a redugdo significativa da
ferrugem e alguns fatores podem ter contribuido para essa ineficiéncia das NPs, como por
exemplo, a dose usada (200 mg L") ndo foi suficiente para controlar a ferrugem em condigdes
de campo, pois a concentracdo de cobre depositado sobre a folha da planta ¢ muito
importante. Segundo Paula (2018), no momento da aplica¢ao de qualquer agroquimico pode
ocorrer a perda por deriva e ndo atingir o alvo. Ainda segundo o autor, o adjuvante adicionado
as caldas também pode ter influenciado o efeito das NPs, devido a sua capacidade de
melhorar o espalhamento das gotas, como aumentar a retenc¢do, absor¢do e penetragdo dos

ingredientes ativos (CUNHA; ALVES; MARQUES, 2017). Ou seja, a absor¢cao da NP no



55

tecido foliar provavelmente foi favorecida e aumentada, em razdo de sua pequena dimensao.
Como consequéncia, houve a reducdo da quantidade de NPs na superficie da folha,
favorecendo o menor contato do fungo com as NPs e isso possibilitou a germinagdo e
penetracao do fungo.

As nanoparticulas sdo consideradas como uma abordagem nova, porém, essas ja
desempenham importante papel no manejo de doencas de plantas e importantes resultados
foram alcancados in vitro, em casa de vegetacdo € em campo. As nanoparticulas sdo
benéficas para a protecao das plantas contra patdégenos e alguns métodos ja foram utilizados
para demostrar a fun¢do das nanoparticulas de Ag, Cu, Si, Ti e Zn no sistema de defesa da
planta (ELMER; WHITE, 2016). Nesse aspecto, o futuro das nanoparticulas como alternativa
para o manejo de doencas ¢ promissor (KHAN; RIZVI, 2014) e conforme a tecnologia
avanga, o seu uso na Fitopatologia ¢ impulsionado (JO et al., 2009).

A partir da realizagdo desse trabalho, foi possivel averiguar o grande potencial das
nanoparticulas metalicas para controlar a ferrugem do cafeeiro em doses inferiores a 500
mg.L". Os resultados sdo extremamente promissores para a cafeicultura, principalmente no
que se refere a sustentabilidade das lavouras. Nesse sentido, € em consondncia com as
diretrizes e normas dos oOrgdos reguladores e cada vez mais exigentes por sistemas de
producdo ambientalmente seguros e com menor risco a saide humana, a redu¢do dos volumes
de agroquimicos aplicados ¢ um dos principais fatores para alcangar a sustentabilidade, e

nesse contexto, o uso de nanoparticulas € extremamente viavel.

9 CONCLUSOES
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As nanoparticulas de Cu e Ag foram eficientes em reduzir a germinag¢do dos esporos
de H. vastatrix.

As nanoparticulas de Cu e Ag controlaram a ferrugem nas mudas de cafeeiro em casa
de vegetacao.

Em relagdo a outras fontes de cobre, a NPCu foi viavel ao ser comparada com a
quantidade de cobre metalico necessario para reduzir a ferrugem. Portanto, 250 mg.L"' de
cobre metélico fornecido via NPCu foi capaz de promover a reducao de 84,2%, enquanto
2500 mg.L"' oriundo do hidroxido de cobre resultou em 75% de reducdo, ou seja, uma
diferenca de aproximadamente 10% a mais de controle da NPCu.

No campo as NPs de Cu e B foram eficientes quando associadas aos fungicidas
(azoxistrobina + mancozebe + ciproconazol) e aos agentes de controle bioldgico (Bacillus

subtilis) isoladamente ou quando misturados.

10 CONSIDERAOES FINAIS
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A ferrugem do cafeeiro assume papel importante entre os fatores causadores de perdas
na cafeicultura, o seu manejo deve ser realizado de maneira racional e sustentavel, com a
alternancia de principios ativos dos fungicidas e a aplicacio no momento correto. Nesse
cenario, a nanotecnologia surge como uma alternativa a ser inserida nas estratégias de manejo
integrado da doenca. Contudo, os estudos sobre a aplicacdo de nanoparticulas na cafeicultura
devem ser realizados, a fim de entender a melhor maneira de emprega-las.

Os estudos devem ser intensificados em condi¢des de campo para investigar as
melhores concentragdes, possiveis combinagdes com outros fungicidas registrados e o
momento adequado das aplicacdes para o controle da ferrugem. Como também monitorar a

contribui¢cdo das nanoparticulas para a nutricdo do cafeeiro.
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ANEXO A — Tabelas
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Tabela A — Experimento I: Andlise de variancia para o percentual de germinagao de esporos
de H. vastatrix.

FV GL ) QM F ProF)
Dose 4 43290.825 108225’7062 3127,0108  0%*+
Nano | 1140,05 1140,05 3293953 Q%
Dose*Nano 4 630,575  157.64375 455481 Q%%+
Adicional vs Fatorial 1 2046.550 204655 5913109  (Q*#*
Residuo 33 266.500 3.46104

Total 43 47374.500

CV(%) 9.66

Tabela B — Experimento II: Analise de variancia para o peso de parte aérea seca (PPAS).

FV GL SQ QM Fcalc  Ftab (5%)
Tratamentos 5 118,0099427 -- - -
Doses NPCu 4 6,6775 1,669377 0,578662 3,06
Adicional vs Doses NPCu 1 111,3324352 111,3324 38,59155 4,54%*
Bloco 3 13,67991146  4,55997 1,580639 3,29
Residuo 15 43,2734 2,884891

Total 23 174,963224

CV (%) 12,14

Tabela C — Experimento II: Andlise de variancia para a area abaixo da curva de progresso da
severidade de ferrugem (AACPS).

FV GL SQ QM Fcalc Ftab (5%)
Tratamentos 5 4496,751003 -- - -
Doses NPCu 4 2887,5512 721,8878  234,1459 3,06*
Adicional vs Doses NPCu 1 1609,199809 1609,2 521,9476 4,54*
Bloco 3 6,465858281 2,155286  0,699072 3,29
Residuo 15 46,2460 3,083068

Total 23 4549,462881

CV(%) 8,8

Tabela D — Experimento II: Andlise de variancia para a area abaixo da curva de progresso de
incidéncia da ferrugem (AACPI).

FV GL SQ QM Fcalc Ftab (5%)
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Tratamentos 5 5938923,543 -- - --
Doses NPCu 4  21460,4885  5365,122 1,25574 3,06
Adicional vs Doses NPCu 1 5917463,055 5917463 1385,018 4,54%*
Bloco 3 35398,88718 11799,63  2,761775 3,29
Residuo 15 64087,1995 4272,48

Total 23 6038409,63

CV(%) 5,98

Tabela E — Experimento III: Analise de variancia para a area abaixo da curva de progresso da
severidade da ferrugem (AACPS).

FV GL SQ QM Fcalc  Ftab (5%)
Tratamentos 5 12208,2834 -- -- -
Doses NPAg 4 7822,1888 1955,547 529,1192 3,06*
Adicional vs Doses NPAg 1 4386,094641 4386,095 1186,761 4,54%
Bloco 3 3427468398 11,42489 3,091273 3,29
Residuo 15 55,4378 3,695854

Total 23 12297,99589

CV(%) 5,54

Tabela F — Experimento III: Analise de variancia para a area abaixo da curva de progresso da
incidéncia da ferrugem (AACPI).

FV GL SQ QM Fcalc  Ftab (5%)
Tratamentos 5 11242957,77 -- -- --
Doses NPAg 4 571565,1252 142891,3 19,04852  3,06%*
Adicional vs Doses NPAg 1 10671392,65 10671393 1422,58 4,54%*
Bloco 3 25879,09696 8626,366 1,149962 3,29
Residuo 15 112521,5355 7501,436

Total 23 11381358.4

CV(%) 4,81

Tabela G — Experimento III: Andlise de variancia para o peso de parte aérea seca (PPAS).

FV GL SQ QM Fcalc Ftab (5%)

Tratamentos 5 18,03866771 -- - -
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Doses NPAg 4 12,2329 3,058217 1,040025 3,06
Adicional vs Doses NPAg 1 5,805800208  5,8058  1,974412 4,54
Bloco 3 20,09731146  6,699104 2,278203 3,29
Residuo 15 44,1078  2,940521

Total 23 82,24379896

CV(%) 9,74

Tabela H — Experimento IV: Analise de variancia para a area abaixo da curva de progresso da

severidade da ferrugem (AACPS).

FV GL SQ QM Fcalc  Ftab (5%)
Tratamentos 5 13231,27456 - - --
Fontes de cobre 4 11004,8439  2751,211 7342,942 3,06%*
Adicional vs Fontes de cobre 1 2226,430645 2226,431 5942311 4,54%*
Bloco 2,377885286 0,792628 2,115514 3,29
Residuo 15 5,6201 0,374674

Total 23 13239,27256

CV(%) 5,92

Tabela I — Experimento IV: Analise de variancia para a area abaixo da curva de progresso da

incidéncia da ferrugem (AACPI).

FV GL SQ QM Fcalc Ftab (5%)
Tratamentos 5 14372909,28 - - -
Fontes de cobre 4 3048415,6879 762103,9 555,4101 3,06%*
Adicional vs Fontes de cobre 1 11324493,6 11324494 8253,125 4,54%
Bloco 3 10248,21121 3416,07 2,489582 3,29
Residuo 15 20582,1930 1372,146

Total 23 14403739,69

CV(%) 2,13

Tabela J — Experimento IV: Andlise de variancia para o peso de parte aérea seca (PPAS).

FV GL SQ QM Fcalc  Ftab (5%)
Tratamentos 5 22,92904068 -- -- --
Fontes de cobre 4 8,2859 2,071465 1,302711 3,06
Adicional vs Fontes de cobre 1 14,64318001 14,64318 9,208858 4,54%
Bloco 3 9,102675529 3,034225 1,908175 3,29
Residuo 15 23,8518 1,590119

Total 23 55,88350181

CV(%) 12,14

Tabela K — Experimento V: Analise de varidncia para a area abaixo da curva de progresso do

enfolhamento de plantas de cafeeiro (AACPE).

FV GL SQ

QM Fcalc

Ftab (5%)

Tratamentos 6 1086830

181138 1,9326

2,66
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Bloco 3 718996 239665 2,5570 3,16
Residuo 18 1687098 93728

Total 27 3492924,0

CV(%) 2,17

Tabela L — Experimento V: Andlise de variancia para a area abaixo da curva de progresso da
incidéncia da ferrugem (AACPI).

FV GL SQ QM Fcale  Ftab (5%)
Tratamentos 6 24674142 4112357 3,1000  2,66*
Bloco 3 4682641 1560880  1,1766 3,16
Residuo 18 23878018 1326557

Total 27 34929240

CV(%) 32,8

Tabela M — Experimento II: Analise conjunta de dois experimentos repetidos no tempo para a
area abaixo da curva de progresso da incidéncia da ferrugem (AACPI).

FV GL SQ QM F (calc) F (tab; 5%)
Blocos/Experimentos 6 133204,44 22200,74 -- -
Tratamentos 4 867391,1 216847,8 4,613348 6,39
Experimentos 1 13724,71 13724,71  0,291988 7,71m
Trat. x Exp. 4 188017,72 47004,43 0,938419 2,73
Residuo 24 1202134,66 50088,94

TOTAL 39 2404472,63

Tabela N — Experimento II: Andlise conjunta de dois experimentos repetidos no tempo para a
area abaixo da curva de progresso da severidade da ferrugem (AACPS).

FV GL SQ QM F (calc) F (tab; 5%)
Blocos/Experimentos 6 19,977 3,3295 - -
Tratamentos 4 25351,166  6337,792 1120,196456 6,39*
Experimentos 1 1,6402 1,6402 0,28990323 7,71
Trat. x Exp. 4 22,631 5,65775  1,436053091 2,73
Residuo 24 94,555 3,939792

TOTAL 39 25489,9692

Tabela O — Experimento II: Andalise conjunta de dois experimentos repetidos no tempo para o
peso de parte aérea seca (PPAS).

FV GL SQ QM F (calc) F (tab; 5%)
Blocos/Experimentos 6 66,4305 - - -
Tratamentos 4 13,355 3,33875 1,103974 6,39

Experimentos 1 3,9627 3,9627 1,310287 7,71
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Trat. x Exp. 4 12,0972 3,0243 0,261477 2,73
Residuo 24 277,5888 11,5662
Total 39

Tabela P — Experimento III: Andlise conjunta de dois experimentos repetidos no tempo para a
area abaixo da curva de progresso da severidade da ferrugem (AACPS).

FV GL SQ QM F (calc) F (tab; 5%)
Blocos/Experimentos 6 83,4639 13,91065 - -
Tratamentos 4 15612,47 3903,118 372,2032 6,39*
Experimentos 1 3,0158 3,0158 0,287588 7,710
Trat. x Exp. 4 41,9461 10,48653 1,701826 2,73
Residuo 24 147,8862 6,161925

Total 39 15888,78

Tabela Q — Experimento I1I: Analise conjunta de dois experimentos repetidos no tempo para a
area abaixo da curva de progresso da incidéncia da ferrugem (AACPI).

FV GL SQ QM F (calc) F (tab; 5%)
Blocos/Experimentos 6 182635177 30439196 - -
Tratamentos 4 85858564 21464641 2,778847 6,39
Experimentos 1 6544987 6544987 0,847325 7,71
Trat. x Exp. 4 30897186 7724297 0,493294 2,73
Residuo 24 375806491 15658604

Total 39 681742405

Tabela R — Experimento III: Analise conjunta de dois experimentos repetidos no tempo para o
peso de parte aérea seca (PPAS).

FV GL SQ QM F (calc) F (tab; 5%)
Blocos/Experimentos 6 70,5073 11,75122 - -
Tratamentos 4 24,4657 6,116425 1,358526 6,39
Experimentos 1 0,2372 0,2372 0,052685 7,71
Trat. x Exp. 4 18,009 4,50225 0,835935 2,73
Residuo 24 129,2613 5,385888

Total 39 2424805

Tabela S — Experimento IV: Anélise conjunta de dois experimentos repetidos no tempo para a
area abaixo da curva de progresso da severidade da ferrugem (AACPS).

FV GL SQ QM F (calc) F (tab; 5%)
Blocos/Experimentos 6 6,518 - - -
Tratamentos 4 22006,04 5501,51 7148,3 6,39*
Experimentos 1 0,009 0,009 0,011694 7,71m
Trat. x Exp. 4 3,0785 0,769625 0,868325 2,73

Residuo 24 21,272 0,886333
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Total 39 22036,919

Tabela T — Experimento IV: Analise conjunta de dois experimentos repetidos no tempo para a
area abaixo da curva de progresso da incidéncia da ferrugem (AACPI).

FV GL SQ QM F (calc) F (tab; 5%)
Blocos/Experimentos 6 29.337 4889,461 - -
Tratamentos 4 6096819,97 1524205 3250,162 6,39*
Experimentos 1 1827,904 1827,904 3,897759 7,71
Trat. x Exp. 4 1875,851 468,9628 0,117441 2,73
Residuo 24 95835,858 3993,161

Total 39 6225696,35

Tabela U — Experimento I'V: Andlise conjunta de dois experimentos repetidos no tempo para
0 peso de parte aérea seca (PPAS).

FV GL SQ QoM F (calc) F (tab; 5%)
Blocos/Experimentos 6 29,166 4,861 - -
Tratamentos 4 16,5717 4,142925 0,585734 6,39
Experimentos 1 0,8607 0,8607 0,121687 7,71
Trat. x Exp. 4 28,2922 7,07305 2,103621 2,73
Residuo 24 80,6957 3,362321

Total 39 155,5863




