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RESUMO

Entre as pragas com maior importancia na cultura do cafeeiro, destaca-se a broca-do-café
Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera: Curculionidade: Scolytinae), praga de dificil
controle, visto que fica protegida dentro da semente. O controle dessa praga é realizado
principalmente pelo método quimico, no entanto, os inseticidas sintéticos registrados ndo tém
apresentado desempenho adequado e, desta forma, é importante a busca por novas tecnologias
para seu controle. Nesse contexto, 0 uso da nanotecnologia pode aprimorar o controle da broca,
visto que nanoformulagfes vém sendo testadas com sucesso como nanoinseticidas para pragas
de outras culturas, e também como nanofungicidas e nanofertilizantes na cultura do café. Assim,
0 objetivo do presente trabalho foi abordar o conhecimento atual a respeito do uso de
nanoparticulas (NPs) como inseticidas e adicionalmente, avaliar o efeito de NPs de trés 6xidos
metalicos em dois tamanhos diferentes (ZnO de 20 e 60 nm, CuO de 25 e 40 nm e CeO2 de 25
e 70 nm) sobre caracteristicas bioldgicas da broca-do-café. Foram avaliadas a toxicidade topica,
de ingestdo e ovicida, assim como a repeléncia. Na maioria dos trabalhos conduzidos com
insetos verificou-se que as NPs de Au, Ag, Cu, SiO2, ZnO e Al>0O3sdo as mais estudadas e a
maioria causa toxicidade por meio da liberacao de espécies reativas de oxigénio que interagem
com as biomoléculas, produzindo estresse oxidativo no organismo do inseto. Em relacdo ao
efeito das NPs sobre a broca-do-café, verificou-se que ndo houve efeito na sobrevivéncia apds
contato topico e ingestdo, assim como efeito ovicida. Porém, houve efeito subletal em relacéo
a ingestdo de dieta artificial contaminada com NPs por meio da reducdo significativa na
oviposicdo das fémeas expostas as dietas com NPs de ZnO (20 e 60 nm), CuO (40 nm) e CeO>
(25 nm). Efeito de repeléncia das NPs sobre H. hampei foi constatado para NPs de ZnO (60
nm), nas quais baixa porcentagem de insetos perfuraram os frutos e para NPs de ZnO (20 nm),
nas quais houve menor porcentagem de frutos perfurados. Este € o primeiro trabalho que
envolve o uso de NPs para o controle da broca-do-café, com indicativo de efeito subletal e de
gue estudos mais aprofundados se fazem necessarios.

Palavras-chave: Nanoinseticidas, seletividade, cafeeiro, manejo integrado de pragas



ABSTRACT

Among the most important pests in the coffee crop, there is the coffee berry borer
Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) which is difficult to
control, since it is protected inside the seed. The control of this pest is carried out mainly by the
chemical method, however, the registered synthetic insecticides have not presented adequate
performance and, therefore, it is important to search for new technologies for its control. In this
context, the use of nanotechnology can improve the control of the coffee berry borer, since
nanoformulations have been successfully tested as nanoinsecticides for pests of other crops,
and also as nanofungicides and nanofertilizers in coffee crops. Thus, the aim of the present
work was to address the current knowledge regarding the use of nanoparticles (NPs) as
insecticides and, additionally, to evaluate the effect of NPs of three metal oxides in two different
sizes (ZnO 20 and 60 nm, CuO 25 and 40 nm and CeO; at 25 and 70 nm) on biological
characteristics of the coffee berry borer. Topical, ingestion and ovicide toxicity, as well as
repellency, were evaluated. In most of the studies carried out with insects it was found that the
NPs of Au, Ag, Cu, SiO, ZnO and Al>Oz are the most studied, and most cause toxicity through
the release reactive oxygen species that interact with the biomolecules, producing oxidative
stress in the insect's body. Regarding the effect of NPs on the coffee berry borer, it was found
that there was no effect on survival after topical contact and ingestion, as well as the ovicidal
effect. However, there was a sublethal effect in relation to the intake of artificial diet
contaminated with NPs by reducing the oviposition of females exposed to diets with NPs of
ZnO (20 and 60 nm), CuO (40 nm) and CeO2 (25 nm). The effect of NPs repellency on H.
hampei was found for ZnO NPs (60 nm), in which there was a low percentage of insects boring
into the fruits, and for ZnO NPs (20 nm), in which there was a lower percentage of bored fruits.
This is the first work that involves the use of NPs to control the coffee berry borer, with an
indication of a sublethal effect and that further studies are needed.

Key words: Nanoinseticides, selectivity, coffee crop, integrated pest management
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO GERAL

A necessidade de alternativas de controle de pragas mais sustentaveis vem estimulando
pesquisadores a se interessarem pelo estudo da nanotecnologia para esse fim. Nos Gltimos anos,
0 uso da nanotecnologia vem crescendo em varios setores sendo considerada como parte da
quinta revolucéo tecnolodgica deste século (SABRY; RAGAEI, 2018). Nanotecnologia refere-
se a manipulacdo e ao estudo da matéria em escala nanométrica com dimensdes entre 1-100
nandmetros (nm), sendo que os materiais que possuem dimensdes nessa faixa sdo conhecidos

como nanoparticulas (NPs).

A nanotecnologia tem diversas aplica¢fes, na agricultura, medicina, biologia, fisica,
quimica, ciéncia dos materiais, energia eletrénica e meio ambiente (CHHIPA, 2017). Em areas
prioritarias como a medicina, a nanotecnologia possibilitou a terapia do cancer, administracdo
de drogas, engenharia de tecidos, medicina regenerativa, deteccdo de biomoléculas e 0 uso
como agentes antimicrobianos (RUDRAMURTHY; SWAMY, 2018). Na agricultura, os
avancos da nanotecnologia tém sido relacionados com a fertilizag&o do solo, fitomelhoramento,
melhoramento dos solos, agricultura de precisao, tolerancia das culturas ao estresse causado
por solos salinos e finalmente, a protecéo das plantas contra virus, bactérias, fungos e artrépodes
(SHANG et al., 2019).

As NPs despertaram interesse como inseticidas por apresentam propriedades fisico-
quimicas que as diferenciam dos materiais de maior tamanho, como maior relacdo area
superficial/volume, forca mecanica frente a alteracdes, sdo opticamente ativas e quimicamente
reativas (GILL et al., 2007). Alguns estudos tém demonstrado que as NPs podem apresentar
grau de toxicidade aos insetos pragas semelhante a inseticidas convencionais (SONI;
PRAKASH, 2012; SELVAN et al., 2018). S&o utilizadas em baixa dose e com liberagéo
controlada, gerando menor quantidade de residuos no ambiente (MURUGAN et al., 2018). Em
funcdo do exposto, as NPs podem ser Uteis como estratégias de controle a serem incorporadas

no manejo integrado das pragas do cafeeiro.

Entre as NPs testadas como nanoinseticidas, com mais frequéncia destacam-se 0s metais
e Oxidos metalicos como CuO, Zn0O, Al;03, SiO2, MgO, TiO2, Fe203 e NiO. Muitos deles

utilizados com sucesso como nanofertilizantes comerciais, destacando-se 0s compostos ZnO,
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CuO (ELEMIKE et al., 2019), MgO (SALCIDO-MARTINEZ et al., 2020), CeO:
(ABDULHAMEED; TAHA; ISMAIL, 2021) e outros.

Na cultura do cafeeiro as pragas que causam maiores danos sdo o bicho-mineiro,
Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae: Lyonetiinae)
(MICHEREFF; MICHEREFF FILHO; VILELA, 2007) e a broca-do-café, Hypothenemus
hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) (QUEIROZ; FANTON, 2021).
A broca é uma praga que afeta diretamente a qualidade do gréo e o rendimento (JARAMILLO
et al., 2011) e, consequentemente, causa perdas econémicas. O controle desse inseto-praga
ainda € ineficiente e dispendioso, devido a dificuldade para atingi-la com os inseticidas
convencionais modernos em funcdo da broca-do-café permanecer protegida no interior do fruto
(QUEIROZ; FANTON, 2021); além disso, apresenta alto potencial reprodutivo (DAMON,
2000), o que contribui para rapida selecao de individuos resistentes aos inseticidas e para a

reinfestagéo das lavouras tratadas.

Desta forma, é de suma importdncia que novas pesquisas, que busquem o
desenvolvimento de estratégias inovadoras para integrar as medidas ja existentes para o controle
da broca, sejam estimuladas. Ademais, sd0 necessarias pesquisas sobre os efeitos dos
nanofertilizantes que estdo sendo ja implementadas, sobre os insetos. Assim, o presente trabalho
tem como objetivo abordar o conhecimento atual a respeito do uso de NPs como inseticidas e
adicionalmente, avaliar a toxicidade de NPs de 6xidos metalicos (ZnO, CuO e CeO>) sobre

caracteristicas bioldgicas de H. hampei.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Broca-do-café e seu impacto na cultura do cafeeiro

O cafeeiro é uma das culturas com maior importancia econdbmica no Brasil, pais
considerado o primeiro produtor mundial (XIMENES; VIDAL, 2017). As regides produtoras
encontram-se principalmente nos estados da Bahia, Espirito Santo, Mato Grosso, Minas Gerais,
Parand, Rio de Janeiro, Ronddnia e S&o Paulo. Dentre eles, Minas Gerais destaca-se como maior
produtor com 1.238.270 mil hectares, os quais correspondem a 54,24% da area cultivada de
café no Brasil (PERUZZOLO; DA CRUZ; RONQUI, 2019).

Como mencionado anteriormente, um dos fatores que mais limita a producdo do café
s&o o bicho-mineiro, a broca-do-café, além das cigarras (Hemiptera: Cicadidae) Quesada gigas

(Olivier, 1790), Fidicinoides sp. e Carineta sp. e os acaros vermelho Oligonychus ilicis
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(McGrefor, 1917) (Acari: Tetranychidae) e da leprose Brevipalpus phoenicis (Geijskes, 1939)
(Acari: Tenuipalpidae).

A broca-do-café € um micro-besouro monéfago, que tem a habilidade de perfurar os
frutos de café antes do amadurecimento e apresenta grande nimero de geragdes por ano,
dependendo da temperatura e da disponibilidade de frutos de café (JARAMILLO; GARCIA,;
PARRA, 2018). A broca fica praticamente o ciclo todo protegida dentro do fruto, o que limita
o0 periodo de controle ao momento de deslocamento dos frutos da safra anterior para os frutos
no estagio “chumbédo”. Outro ponto importante a ser considerado sdo as variagcdes na biologia
e no comportamento desta praga em funcdo das mudancas climaticas, o que implica na
necessidade de mapeamentos das infestacdes (JARAMILLO et al., 2011; JARAMILLO;
GARCIA; PARRA, 2018).

As perdas causadas pela broca variam em funcédo do ataque, acentuadas em anos com
duas safras (bienalidade). Assim, os métodos mais habituais para o controle da broca, sdo o
controle quimico e também o controle biolégico com microrganismos. Ha alguns anos o
endossulfan, era o Unico principio ativo reconhecidamente eficaz no controle da broca-do-cafe,
até a sua proibicdo por meio da resolucdo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) RDC N° 28 (09/08/10). Depois foi registrado o principio ativo clorpirifés, cuja
limitacdo é a eficiéncia a campo e a elevada toxicidade, parecida ao endossulfan. Atualmente,
o cyantraniliprole é um dos principios ativos mais comuns para o controle da broca (SOUZA,
2018), além do fungo Beauveria bassiana, que possui a capacidade de controlar mais do 60%
da praga, podendo variar essa porcentagem em funcdo da cepa utilizada (NEVES; HIROSE,
2005).

Dentro das novas alternativas para o controle de insetos-praga, 0s nanopesticidas se
apresentaram como uma das mais promissoras, sendo que Varios estudos evidenciaram o efeito
das NPs de ouro, prata, zinco, aluminio e outros, sobre pragas de grdos armazenados
(GOSWAMI et al., 2010), mosquitos (AISWARYA et al., 2019) e mariposas (MARTINS et
al., 2019).

2.2 Nanoparticulas

As NPs ndo sdo fruto da invencdo humana, pois se originam de forma natural desde o
inicio da historia da Terra, sendo encontradas em nucleos de gelo glacial de cerca de 10.000

anos e também em sedimentos originados entre o Cretaceo e o Terciario. Ademais, segundo
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estimativas na poeira atmosférica tem-se cerca de 1 bilhdo de toneladas meétricas de NPs
produzidas por ano no planeta (HANDY; OWEN; VALSAMI-JONES, 2008).

Assim, as NPs dependendo da origem, podem se diferenciar em trés tipos (SALAMA,
2012):

a) NPs naturais, que existem desde o inicio da histdria da Terra e ainda ocorrem no
meio ambiente (poeira vulcanica, poeira lunar, composi¢des minerais, etc.);

b) Nanoparticulas incidentais, também definidas como residuos ou particulas
antropogénicas, ocorrem como resultado de processos industriais feitos pelo homem
(exaustdo de diesel, combustdo de carvéo, fumaca de soldagem, etc.);

c) Nanoparticulas de engenharia, agrupadas em quatro tipos: i) materiais a base de
carbono, incluindo fulerenos, nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT) e
de paredes multiplas (MWCNT); ii) materiais a base de metal, NPs de ouro, de prata,
de zinco, de aluminio e 6xidos de metal em nanoescala como TiO2, ZnO e Al20s3;
iii) dendrimeros, que sdo polimeros nanométricos, capazes de serem ajustados para
desempenhar fungdes quimicas especificas; iv) compostos que combinam NPs com

outras NPs ou com materiais maiores, para formar esferas, tubos, hastes e prismas.

As NPs exibem propriedades interessantes, como maior relacdo superficie/volume o que
Ihe confere propriedades termodinamicas diferentes em relacdo a temperatura de fuséo,
evaporacdo, entre outras propriedades (XIONG et al., 2011) e maior forca mecanica,
especialmente, em materiais a base de carbono (SONG; CHUNG; KIM, 2014). Além disso, sdo
extremamente reativas e possuem forca mecanica frente a alteracdes, opticamente ativas
(TRUONG et al., 2019). Em funcdo dessas propriedades as NPs sdo capazes de penetrar em
tecidos vivos de animais como os insetos (BENELLI, 2018) bem como de plantas (COCOZZA
etal., 2019).

Para a sintese de NPs sdo utilizados métodos, tais como co-precipitacdo
(PETCHAROEN; SIRIVAT, 2012), sintese hidrotérmica (VINAY et al., 2020), micro-ondas
(SHARMA et al., 2011), descarga de faisca (TABRIZI et al., 2009), condensacéo de gas inerte
(PINILLA et al., 2010), sol-gel (CHEN; HE, 2001) e sintese verde entre outras.

Dentre os metodos de sintese mencionados, a sintese verde ou biologica vem ganhando
importancia. A sintese verde de NPs é realizada por meio de bactérias (GALLARDO et al.,
2014; AENISHANSLINS et al, 2019), fungos (MUKHERJEE et al., 2002;
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VIGNESHWARAN et al., 2007; ZHAO et al., 2018), algas (NANTHAKUMAR et al., 2018),
nematoides (AISWARYA et al., 2019), vegetais (PATIL et al., 2018; SARLI; GHASEMI,
2020; NALLAGOUNI; GANGAPURAM; KARNATI, 2021) e aracnideos (LATEEF et al.,
2016; VINAY et al., 2020). Esta forma de sintese possui algumas vantagens, como melhor
rentabilidade, abundancia de matérias-primas, reducdo dos subprodutos das reacdes
contaminantes (RAUWEL et al., 2015) e maior estabilidade, o que ira reduzir a aglomeracéao
(PAL; RAI; PANDEY, 2018). Em contrapartida, varias pesquisas mostraram que ainda nédo é
possivel padronizar o tamanho das NPs biossintetizadas (MALAIKOZHUNDAN;
VINODHINI, 2018; PAL; RAI; PANDEY, 2018).

Nos ultimos anos foram estudadas nanoinseticidas baseadas nas formulagoes
convencionais, como piretroides e diamidas (AMJAD; SHARMA; SERAJUDDIN, 2018; GAO
et al., 2020), com o intuito de reduzir a dose aplicada nas culturas e torna-las mais seletivas.
Inseticidas botanicos, como o 6leo de neem também foram elaborados em forma de NPs
(HEMALATHA; KUMAR, 2021) com a finalidade de aumentar sua efetividade.

Um emprego recente das nanoformulacdes é no rastreamento in situ do pesticida na
superficie da folha, detectado por meio de fluorescéncia, enquanto evita efetivamente a

interferéncia da autofluorescéncia da clorofila (CHEN et al., 2020).

2.3 Nanoparticulas no controle de insetos-praga

Atualmente, o controle de pragas baseia-se principalmente no uso de inseticidas
convencionais, 0s quais causam danos em organismos nao-alvo e contaminam o ambiente, com
geracdo de residuos no ecossistema. Para enfrentar esses problemas, sdo necessarias novas
estratégias de controle de pragas e uma delas é o desenvolvimento de principios ativos de

dimensdes hanométricas.

O uso de nanotecnologia no controle de pragas envolve pesquisas de amplo espectro,
incluindo estudo da interagdo de NPs e insetos, formulacdo dos principios ativos existentes em
forma de nanoemulsdes, dispersdes, suspensdes, folhas de polimeros e géis, desenvolvimento
de novas formulag6es de inseticidas usando nanomateriais como principios ativos, ou usando-
0s como nanocarrier (ATHANASSIOU et al., 2018).

A toxicidade das NPs sobre organismos vivos vem sendo demonstrada ha alguns anos,
principalmente efeitos sobre a biologia de bacterias, algas, artropodes e espécies de peixes, bem
como para os mamiferos (HANDY; OWEN; VALSAMI-JONES, 2008). Outros autores
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mencionam que 0s nanopesticidas e nanoformulagdes apresentam melhor eficiéncia de protecéo
de pragas em comparagdo com pesticidas convencionais (CHHIPA, 2017), j& que possuem
capacidade de perfurar o exoesqueleto dos insetos e sdo quimicamente reativas, causando

alteracdes no interior do organismo do inseto.

Entre os nanopesticidas mais estudados, destacam-se as NPs de Au, Ag, Cu, SiO2, ZnO,
grafeno e AlbO3 (SALEM; HAMZAH; EL-TAWEELAH, 2015; IBRAHIM; ALI, 2018;
AISWARYA et al., 2019; MARTINS et al., 2019) (Tabela 1).



Quadro 1 — Exemplos de nanoparticulas com efeitos sobre insetos reportados nos ultimos dez anos.
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Nanoparticula Inseto-alvo Ordem: Familia Concentragdo- | Tamanho Mo_do 0~Ie Efeito Referéncia
Dose (nm) aplicacéo
. Caryedon Coleoptera: > 0,67 mg-kg Contato e 100% de mortalidade;
SI0; serratus Bruchidae de amendoim <30 ingestdo Reducdo da fecundidade. DIAGNE etal. (2019)
x Até 85% e 75% de ABDEL-RAHEEM,;
. 5 . -1 ]
Ag Rhynchophorus | Coleoptera: | 10° CFU-mL Nao - contatoe | ) 1 lidade de larvase | REYAD; ALGHAMDI
ferrugineus Curculionidae de 4gua especificado | ingestéo .
adultos, respectivamente. (2020)
si0 Sitophilus Coleoptera: 2 q-kaL de arroz Néo Contato e 100% de mortalidade de EL-BENDARY:; EL-
2 oryzae Curculionidae g-xg especificado | ingestdo adultos HELALY (2016)
. ) . Reducéo do peso da pupa e
-1
CeO, ?rpl?diogtre;r: L&%gtz?;iza' 100 :I]igt; de 25 Ingestdo da viabilidade do ovo; CASTRO etal. (2021)
gip alteracdo no metabolismo.
. Diptera: .. .. 0 AL-DHABI; VALAN
Zn0O Aedes aegypti Culicidae 120 ppm 31+2nm Contato | Atividade ovicida de 94%. ARASU (2018)
Galleria Lepidoptera: 10 pg- mLde x Diminuicéo na atividade da
Cuo mellonella Pyralidae dieta <50 Ingestao acetilcolinesterase TUNCSOY etal. (2019)
. Diptera: Contato e 0 . ..
Aedes aegypti Culicidae 8,96-14 ppm 378 ingestio 90% de atividade larvicida
Zn0 MURUGAN et al.
(2018)
. . ) 0 .
Helicoverpa Lepidoptera: 23,8-33,8 ppm 378 Ingestio 90% de mortalidade de

armigera

Noctuidae

larvas e pupas
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Diminuicédo da capacidade

Oxido de Acheta Orthoptera: 200 pg-gtde Né&o Ingestio reprodutiva: efeitos DZIEWIECKA et al.
grafeno domesticus Gryllidae dieta especifico g prod L (2018)
multigeracionais
Sitophilus Coleoptera: Mortalidade de 100% dos
S Grossura
oryzae Curculionidae Contato e adultos
Al,Os 500 ppm 45 nm ingestio STADLER et al. (2012)
Rhyzopertha Coleoptera: g 72 —90% de mortalidade
dominica Bostrichidae de adultos.
Galleria Lepidoptera: 10-1000 mg-L* Efeitqs negativos_ no
CuO . ' . <50 Ingestdo | metabolismo e no sistema | TUNCSOY et al. (2021)
mellonella Pyralidae de dieta . -
imunologico
68,7% de mortalidade de
AKO: Tribolium Coleoptera: oz adultos SALEM; HAMZAH;
PleTa: | 5 9-Kg de trigo Ingestso EL-TAWEELAH
castaneum Tenebrionidae (2015)
0 .
Zn0 20 +5nm 69,7% de mortalidade de
adultos
. s | ~ 0 .
Al Blattel!a Blattoo_lea. 87,44 Hg'g de 218 Ingestio Reducéo de 5(_)/0 de ninfas SMALL et al. (2016)
germanica Blattellidae dieta eclodidas
. . . ~ x Alteracdo na reproducéo
. Lol
Oxido de Spodoptera Lepidoptera: | 1000 pg-g™de N&o INgestao | o 2 eficiencia de conversio | MARTINS et al. (2019)
grafeno frugiperda Noctuidae dieta especificado . .
alimentar em biomassa
H . -1 x ~ 0 .
Cuo Acdes aegypti Dlptgra. 1000 mg L*de N_a(_) Ingestéo 100% de mortalidade de SELVAN et al. (2018)
Culicidae agua especificado | e contato larvas
. . . Supressdo na atividade de
. -1
Ag Galleria Lepldo_ptera. 400 Mg L de 30 Ingestao enzimas; Danos gerais no CHEN et al. (2019)
mellonella Pyralidae agua

sistema digestivo.
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CeO- dopado . Diptera: 0,010 mM-L* ) Ingestao 58% de mortalidade em
com Ag Aedes aegypti Culicidae de 4gua >7 e contato larvas do 3° instar DOSHI etal. (2020)
Zn0 Callosobruchus Coleoptera: 25 ug-mLtde 213 Ingestio Mortalidade do 100% dos | MALAIKOZHUNDAN;
maculatus Chrysomelidae agua ’ g adultos. VINODHINI (2018)
1 mg-cm?de ]
Tio, superficie 21 Prolongamr(]eir:]tl%ldo periodo
Oncopeltus Hemiptera: contaminada o
: o Contato MUNOZ et al. (2019)
fasciatus Lygaeidae 2
0,5 mg-cm=de i minuicao d 1do d
Al;Os superficie 30-60 D|m|nU|g,ao 0 conteudo de
. proteina da progénie
contaminada
Sitophilus Coleoptera: Mortalidade entre 55—
granarius Curculionidae Ingestio 94,4%
CuO 3 mg-gtde trigo 14-47,4 o c%ntato BADAWY et al. (2021)
Rhyzop e_rtha Cole(_)ptgra: Mortalidade entre 70-90%
dominica Bostrichidae
Rhyzopertha Coleoptera:
dominica Bostrichidae 1
SO, 1?3 n;?chi dse 12 Cir?”éizgoe Alta mortalidade, até 100% | ZIAEE; GANJI (2016)
Tribolium Coleoptera: g g
confusum Tenebrionidae
Aumento de hemocitos
apoptaticos e necraticos, 5
Cuo Galleria Lepidoptera: 15 pg-pltde 38 Ingestéo diminuicdo de hemacitos ESKIN; BOZDOGAN
mellonella Pyralidae dieta mitoticos (2021)
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Reducéo do peso larval e da

Helicoverpa Lepidoptera: 26,6 ul-gtde Nao n taxa de sobrevivéncia, KANTRAO et al.
A armigera Noctuidae dieta especificado Ingestao o - (2017)
inibicdo da atividade da
protease Ha-Gut
. Diptera: 99% de mortalidade em SONI; PRAKASH
Al Aedes aegypti Culicidae 117,48 ppm 2-15 Contato larvas do quarto instar (2012)
. ) i . GHIDAN; AL-
Cuo Myzus persicae | | cmiptera: 8000 pg-mL* 40 Ingestdo |  'iortalidade de ninfas ANTARY; AWWAD
Aphididae (86%)
(2016)
Anopheles
stephensi, Aedes Diptera: i . . 0 MADHIYAZHAGAN
Ag aegypti, Culex Culicidae 30 ppm 43-79 Contato | Atividade ovicida de 100% et al. (2015)
quinquefasciatus
. . Diptera: Ingestédo Atividade ovicida e MURUGAN et al.
o, Aedes aegypti Culicidae 14,86 ppm 7038 e contato mortalidade de pupas (2016)
Reducéo no ganho de peso
Ag das larvas e no peso das
50-60 pupas
Prolongamento do
H . . -1 . P
Sp_odoptgra Lepldoptera. 10 mg mL™ de Ingestio perloglo I_arval, dlmJnU|gao IBRAHIM; ALI (2018)
littoralis Noctuidae agua nos niveis de proteinas,
Zn0 10-30 lipidios e carboidratos,

interferéncia na fisiologia
digestiva e imunoldgica.
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Mortalidade de lagartas de

Al 14-46 5° instar >90%
Galleria Lepidoptera: 5 ng'mL*de Contato AISWARYA et al.
mellonella Pyralidae agua Mortalidade de lagartas d (2019)
Ag 17-40 ortalidade de lagartas de
5° instar >80%
Tio, Sitophilus Coleoptera: 2 g-Kg'de 45-60 Contatoe | 90% de mortalidade ap6s DAS; YADAYV;
oryzae Curculionidae arroz ingestdo 14 dias DEBNATH (2019)
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Nos trabalhos mostrados acima (Quadro 1), a maioria deles ndo realizou uma
comparacdo entre compostos em forma de NPs e compostos a granel. Isto deixa em claro a
necessidade de uma padronizacdo na metodologia da pesquisa relacionada com NPs.

Outro aspecto relacionado com a efetividade das NPs que deve ser levado em
consideracdo, € a funcionalizacdo das NPs e sua capacidade de alterar a superficie das
moléculas dos inseticidas atuando como nanocarriers ou simplesmente ajudando na deteccéo
dos residuos dos pesticidas, conforme relatado por Yang et al. (2019). Existem varios
inseticidas com principio ativo hidrofébicos ou lipofébicos, os quais podem ser funcionalizados
recobrindo a superficie com NPs (DE OLIVEIRA et al., 2014), como os 6leos essenciais
(YANG et al., 2009) e polimeros, como mencionam Pascoli et al. (2018). Debnath et al. (2012)
demostraram a importancia da funcionalizacdo das NPs quando aplicadas como principio ativo
e Goswami et al. (2010) mostraram que as NPs lipofilicas e hidrofébicas de SiO2, ZnO e TiO>

causam mortalidades em S. oryzae superiores as hidrofilicas.

2.4 Modos de acdo das nanoparticulas com atividade inseticida

No geral, tem-se muitos estudos sobre a toxicidade de NPs contra artropodes de
importancia agricola, médica e veterinaria, mas poucos explicando o modo de acdo que leva a
toxicidade (BENELLI, 2018). Para entender o modo de acdo, devem ser consideradas as
propriedades das NPs, como tamanho, dose, tempo de exposicdo, funcionalizagdo quimica,
estruturas, resposta imune, acimulo e tempo de retencdo. Por exemplo, na literatura menciona-
se que quanto menor o tamanho das NPs, maior a toxicidade e penetracdo no corpo do inseto
(SHAHZAD; MANZOOR, 2021), e internamente, um aumento do contato entre as NPs e as
celulas (CAMPOLO et al., 2017).

Externamente, as NPs metalicas podem afetar a pigmentacéo e a integridade da cuticula,
enguanto internamente induzem respostas imunes e alteram a expressao génica, alteracdo no
metabolismo de proteinas, lipidios e carboidratos, toxicidade celular e producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (SHAHZAD; MANZOOR, 2021). Todos esses processos

ocasionam a mortalidade ou efeitos subletais no desenvolvimento e na reproducéo do inseto.

No caso especifico de NPs metélicas incluindo Oxidos, sabe-se que uma vez dentro do
corpo do inseto, liberam ROS, os quais sdo regulados por varias enzimas desintoxicantes, como
superéxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase, ou por diferentes antioxidantes,

incluindo flavondides, acidos ascoérbicos, vitamina E e glutationa (DAYEM et al., 2017), isto
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ird gerar um estresse oxidativo no organismo do inseto. Os niveis de ROS que se produzem
dentro do organismo sdo dependentes do tamanho da particula, forma, area de superficie e
quimica (DAYEM et al., 2017).
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RESUMO

Na busca pela préatica de uma agricultura sustentavel tem se procurado cada vez mais o uso de
estratégias de controle de pragas inovadoras. Dentro dessa perspectiva, o uso de nanoparticulas
(NPs) na protecdo de plantas destaca-se como estratégia prioritaria. No presente estudo foram
avaliados os efeitos topico, ovicida, de deterréncia e de ingestdo de seis NPs de 6xidos metalicos
(ZnO de 20 e 60 nm; CuO de 25 e 40 nm e CeO- de 25 e 70 nm) na concentracdo realistica de
100 mg-L?, sobre a broca-do-café, Hypothenemus hampei (Coleoptera: Curculionidae:
Scolytinae). Os bioensaios foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢des, sendo cada uma composta por 10 fémeas acasaladas de H.
hampei, & excecdo do bioensaio da atividade ovicida em que foram utilizados 10 ovos.
Adicionalmente aos seis tratamentos, foram utilizados controles negativo (agua) e positivo
(ciantraniliprole), mais dois tratamentos brancos que continham os agentes estabilizantes das
NPs. No bioensaio de toxicidade topica e no primeiro bioensaio de deterréncia, as NPs foram
pulverizadas sobre os insetos e nos frutos de café para a avaliacdo da mortalidade e da
porcentagem de brocas que perfuraram o fruto na regido da coroa. No teste de ingestéo, as NPs
foram diluidas em dieta artificial na concentracdo a 10 mg-L™ de diluentes e ofertadas as brocas,
para avaliacdo da mortalidade e oviposicéo das fémeas sobreviventes. Nos bioensaios de efeito
ovicida e no segundo bioensaio de deterréncia, 0s ovos e os frutos foram imersos nas solucdes
de NPs para avaliagdo da eclosdo das larvas, do nimero de insetos atraidos e do nimero de
frutos perfurados. As NPs administradas via contato tépico e ingestdo, ndo reduziram a
sobrevivéncia de H. hampei, quando comparadas aos tratamentos brancos e o controle negativo.
Foi constatado leve efeito de deterréncia das NPs de ZnO (60 nm) e de ZnO (20 nm) sobre H.
hampei, sendo verificado baixa porcentagem de insetos perfurando o fruto e baixa porcentagem
de frutos perfurados, respectivamente. Efeito subletal foi evidenciado, com reducdo na
oviposicdo das fémeas que ingeriram dieta nos tratamentos em que se aplicaram NPs de ZnO
(20 e 60 nm), CuO (40 nm) e CeO2 (25 nm). As NPs ndo apresentaram efeito ovicida
significativo, porém houve redugdo na taxa de eclosdo de larvas de mais de 20% nos tratamentos
com NPs de CuO (25 e 40 nm) e de ZnO (60 nm). Dessa forma, os efeitos das NPs sobre a
broca-do-café variaram em funcdo da forma de aplicacdo (topica, ingestdo, deterrente) e
também com o estagio de desenvolvimento do inseto.

Palavras-chave: Nanoinseticidas, Atividade inseticida, Manejo Integrado de Pragas, Controle
de pragas, cafeeiro
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3.1 Introducéo

Um dos fatores que mais limitam a producdo de café sdo os artrépodes pragas, com
destaque para a broca-do-café, Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera:
Curculionidae: Scolytinae), por causar grandes danos econdmicos, devido a perda de peso e
de qualidade, queda dos frutos e a maturacdo forcada (CONAB, 2021). Além disso, a broca-
do-café é uma praga de dificil controle por varias razdes: habito criptico de permanecer
protegida dentro da semente a maior parte do tempo; ciclo multivoltino, com quatro a sete
geracOes por ano; razao sexual atipica de 10:1 (fémeas: machos) e longevidade das fémeas que
pode ser superior a 150 dias (DAMON, 2000). Ainda mais, em estados como Rondonia, a
populacdo de broca-do-café tem aumentado depois da proibi¢do do uso do endossulfan, assim
como em todo o territorio brasileiro (CONAB, 2020).

O controle da broca-do-café, comumente é realizado com o uso de inseticidas quimicos
ou microbioldgicos. No entanto, por se alojar dentro do fruto ha dificuldade em atingir a broca
na dose ou concentracdo do ingrediente ativo apropriados. Além disso, nos cultivos de forma
geral, mais de 90% dos inseticidas convencionais aplicados, sdo perdidos por evaporagédo
durante a aplicacdo e por meio de escorrimento para 0 solo (GAHUKAR; DAS, 2020). Outro
aspecto importante a ser considerado, € a selecdo de populacdes da broca-do-café resistentes
devido ao uso de inseticidas sem a rotacdo do ingrediente ativo (BRUN et al., 1989;
FFRENCH-CONSTANT; STEICHEN; BRUN, 1994), o0 que pode se acentuar pelo
comportamento de acasalamento entre irmdos e a haplodiploidia funcional dessa espécie
(BENAVIDES; GONGORA; BUSTILLO, 2012).

A nanotecnologia, considerada um dos pilares da agricultura contemporanea, apresenta-
se como uma ferramenta para melhorar a agricultura em areas como a agricultura de precisao
com o0 uso de nanosensores para a deteccdo e degradacdo de contaminantes (BARUAH;
DUTTA, 2009), bioestimulantes, portadores de pesticidas e fertilizantes para a liberacdo
controlada (FU et al., 2020), protecdo contra patdgenos (DAE-YOUNG et al.,, 2017) e
nanoinseticidas (RODRIGUES et al., 2021). Nanoparticulas (NPs) de 6xidos metalicos séo
relatados com relevancia na agricultura, com destaque para 0xido de zinco (ZnO), oxido de
titanio (TiO2), oxido de cobre (CuO) e oxido de cério (CeO>) representando mais de um terco
de todas as NPs estudadas (RODRIGUES et al., 2021).

Como estratégia de controle de pragas, 0s nanoinseticidas apresentam-se como uma

alternativa promissora devido as propriedades fisico-quimicas que as diferenciam dos materiais
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de maior tamanho, com maior relacdo &rea superficial/volume, forca mecénica frente a
alteracOes, opticamente ativas e quimicamente reativas. Além disso, as NPs por serem muito
pequenas e apresentarem tamanho semelhante as proteinas celulares, séo capazes de ultrapassar
algumas das barreiras dos sistemas biolégicos (TUNCSOY, 2018). Este comportamento foi
observado mais frequentemente em nanofertilizantes, entre eles NPs de ZnO e CuO como
fertilizante foliar na cultura do café (WANG; NGUYEN, 2018; ROSSI et al., 2019; NAIK et
al., 2021), CeO; juntamente com o fertilizante NPK na cultura do repolho (ABDULHAMEED;
TAHA; ISMAIL, 2021), e outros aplicados como produto comercial (ELEMIKE et al., 2019).

Ha relatos de que NPs de ZnO causaram reducdo no nivel de proteinas, carboidratos e
lipideos em Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae) (IBRAHIM;
ALLI, 2018), reducdo da longevidade, fecundidade e o consumo de alimentos em Anopheles
stephensi Liston (1901) (Diptera: Culicidae) e Helicoverpa armigera (Hubner, 1827)
(Lepidoptera: Noctuidae) (MURUGAN et al., 2018). Também NPs de CuO apresentaram 100%
de mortalidade larval em Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) (SELVAN et al.,
2018), além de aumento na porcentagem de hemdcitos apoptoéticos e necroticos, estresse
oxidativo e efeitos negativos no metabolismo e no sistema imunolégico em Galleria mellonella
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae) (TUNCSOY et al., 2019; ESKIN; BOZDOGAN,
2021; TUNCSOY et al., 2021) e mortalidade de 86% das ninfas de Myzus persicae (Sulzer,
1776) (Hemiptera: Aphididae) (GHIDAN; AL-ANTARY; AWWAD, 2016). Em estudo
realizado por Castro et al. (2021) foi demonstrado que as NPs de CeO, ofertadas em dieta
artificial para lagartas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)
causaram reducdo de 60% na viabilidade dos ovos e de 4,8% no peso das pupas, aumento no
custo metabdlico e digestibilidade, além de efeitos transgeracionais.

Efeito de NPs sobre coledpteros, principalmente, pragas de graos armazenados também
sdo reportados na literatura. Estudos com Oxido de aluminio (Al.Oz) e silicio (SiOz)
nanoestruturado demonstraram alta mortalidade (100%) em Sitophilus oryzae Linnaeus (1763)
(Coleoptera: Curculionidae) (STADLER et al., 2012; EL-BENDARY; EL-HELALY, 2016),
assim como com NPs de prata (Ag) (SEDIGHI et al., 2019). Além da mortalidade, algumas
NPs sdo capazes de reduzir a fecundidade e a eclosdo das larvas (DIAGNE et al., 2019;
ABDEL-RAHEEM; REYAD; ALGHAMDI, 2020). Malaikozhundan e Vinodhini (2018)
avaliaram NPs de ZnO sobre Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1775) (Coleoptera:
Bruchidae) e descobriram que a atividade da enzima digestiva no intestino médio é afetada,

com prolongamento no periodo de desenvolvimento. Além disso, Salem et al. (2015)
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demonstraram que as NPs de Al.Oz e de ZnO reduziram significativamente o nimero de
descendentes na espécie Tribolium castaneum (Herbst, 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae).

Como mencionado anteriormente, as NPs, especialmente de 0xidos, apresentam efeitos
letais e subletais em coledpteros e outras espécies-praga, porém, ndo ha informaces a respeito
dos efeitos de NPs, que j& foram testados como nanofertilizantes ou nanofungicidas, sobre a
broca-do-café. Em funcdo disso, foi hipotetizado que NPs, em funcdo de sua forma de atuacéo,
podem causar efeitos letais e subletais sobre H. hampei nos diferentes estagios de

desenvolvimento.

Dessa forma, objetivou-se no presente trabalho avaliar o efeito tdpico, ovicida, de
deterréncia e de ingestdo das NPs de ZnO (20 e 60 nm), CuO (25 e 40 nm) e CeO, (25 e 70

nm), sobre a broca-do-café.
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3.2 Metodologia
3.2.1 Local do estudo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Ecotoxicologia e Manejo
Integrado de Pragas (LEMIP) do Departamento de Entomologia da Universidade Federal de
Lavras — UFLA, Lavras, MG.

As nanoparticulas (NPs) fornecidas pelo Laboratério de Instrumentacdo Nuclear do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) foram utilizadas em forma de dispersdes em
um meio aquoso, composto por dgua variando entre 86,9% e 87,8%, 0,1% de dispersante e
solucdo de goma variando entre 12% e 13%,; desenvolvidas com a finalidade de garantir

estabilidade por um periodo prolongado.

3.2.2 Criacdo da broca-do-café

Para iniciar a criacdo foram coletados frutos brocados nos cafezais localizados no
Campus da Universidade Federal de Lavras, MG, Brasil e em cafezais proximos ao municipio
de Lavras, todos sem aplicagdo de inseticidas. Os frutos coletados foram mergulhados em
NaCIO (5%) por um minuto e lavados em &gua corrente, com a finalidade de evitar
contaminacges flngicas e possiveis microrganismos entomopatogénicos aderidos aos graos
(HIROSE; NEVES, 2002). Posteriormente, para eliminar o excesso de umidade, os grdos foram
secos com papel toalha. A criacdo foi estabelecida em placas de Petri (9 x 1,5 cm) contendo
dieta artificial adaptada de Brun, Gaudichon e Wigley (1993) (Tabela 1), com uma populagéo
inicial de brocas de 40 fémeas e 4 machos (razdo sexual 10:1), e mantida em camara climética
atemperatura de 25+1 °C, umidade relativa de 60+5 % e escotofase de 24 horas. Com o objetivo
de manter a variabilidade genética dos insetos, a cada trés meses novas coletas foram realizadas

para insercdo de individuos selvagens na criagao.

A dieta artificial envolveu a juncdo de duas misturas. Inicialmente, gar bacterioldgico
dissolvido em &gua fervente (mistura 1). Apos resfriamento a 60 °C, a mistura 1 foi adicionado
a mistura 2 composta por agua, levedura de cerveja, caseina, agucar, café verde em po, leite em
po, acido benzoico, acido ascoérbico, colesterol, mistura de sais, alcool, formaldeido,
antibioticos (streptomicina, penicilina) e vitaminas. A mistura final foi removida até sua
uniformizacédo, dando como resultado a dieta artificial. A dieta apos resfriada (40 °C) foi vertida
em placas de Petri (9 x 1,5 cm), 45 mL em cada, formando uma camada de 0,7 cm de

profundidade, e posteriormente, esterilizada sob raios UV por 12 h.
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Tabela 2. Ingredientes utilizados na elaboracdo da dieta artificial para a criacdo em
laboratorio da broca-do-café

INGREDIENTES QUANTIDADE
Mistura 1
e Agua 1000 mL
e Agar bacterioldgico 329
Mistura 2
* Agua 35 mL
e Levedura de cerveja 20 g
e Leite em po 159
e Caseina 15 g
e Aculcar 209
o Cafe verde em pd 150 g
e Acido benzoico 1,759
e Sais de Wesson 1,29
e Acido ascorbico 280
e Colesterol 1g
e Alcool 15mL
e Formaldeido 3mL
e Penicilina 350 mg
e Streptomicina 350 mg
lg

Vitaminas Vanderzants

Adaptado de Brun, Gaudichon e Wigley (1993)

3.2.3 Tratamentos

Os tratamentos foram constituidos de dispersdes de NPs de trés 6xidos metalicos e dois

tamanhos nanométricos diferentes, na concentracio de 100 mg-L* (Tabela 2), considerada por
autores como uma concentracdo realistica (SIMONIN et al., 2018; SONG; KIM, 2020). Como

controle negativo foi utilizado dgua e como controle positivo o inseticida ciantraniliprole

(Benevia®, na dose maxima recomendada pelo fabricante - 3,75 mL-L* de 4gua), considerado

efetivo no controle da broca-do-café (COSTA et al., 2020). No bioensaio de contaminagéo por

ingestdo, a concentracdo especificada dos tratamentos, quanto do controle positivo foi reduzida

em dez vezes. Também foram incorporados dois tratamentos-branco, contendo o solvente
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(dgua), um dispersante e uma solugdo de goma adicionados nas dispersdes de NPs para garantir

sua estabilidade (Tabela 2).

Tabela 3. Descricao dos tratamentos testados nos bioensaios.

TRATAMENTO ESPECIFICACAO TAMANHO
DAS NPs (nm)

TO Controle negativo (Agua)

BRANCO 1 (a4gua 86,8%; dispersante
Tl 0,1%; agua 0,1% substituindo as NPs do

T3, T5, T7 e T8; solucéo de goma 13%)

BRANCO 2 (4gua 87,8%; dispersante

T2 0,1%; agua 0,1% substituindo as NPs do
T4 e T6; solucdo de goma 12%)

T3 ZnO 60
T4 Zn0O 20
T5 CuO 40
T6 CuO 25
T7 CeO> 70
T8 CeO2 25
T9 Controle positivo (ciantraniliprole)

3.2.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado nos bioensaios foi o inteiramente casualizado

com quatro repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo composta por dez fémeas

acasaladas jovens da broca-do-café, a excecdo do bioensaio de acdo ovicida, no qual foram

utilizados dez ovos por repeticao.

Todos os bioensaios foram realizados em camara climatica regulada a temperatura de

25+1 °C, umidade relativa de 6515 % e escotofase de 24 horas.

3.2.5 Efeito da aplicacéo topica das nanoparticulas aos adultos da broca-do-café

A toxicidade das NPS foi medida pela porcentagem de mortalidade apds contato tdpico.

As pulverizagdes foram realizadas via torre de Potter (Auto-Load; Burkard Scientific)
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(POTTER, 1952) a uma pressao de 100 kPa (PASSOS et al., 2018). Para esse processo foram
utilizadas placas de Petri (20 x 2,5 cm) contendo dez insetos em cada, e aplicados 2 mL de cada
tratamento. Em seguida, os dez insetos foram transferidos para placas de Petri menores (5 x
1,0 cm) contendo dieta artificial (pedago discoidal de 3,57 cm de diametro x 0,5 cm de
espessura) e cobertas por filme de PVVC com microfuro, para permitir troca de gases com 0 meio
externo. Foram realizadas quatro avaliagdes as 24, 48, 72 e 96 horas apds a pulverizacdo por

meio da contagem dos insetos mortos.

3.2.6 Deterréncia das nanoparticulas sobre adultos da broca-do-café

Foram realizados dois bioensaios utilizando frutos ndo brocados de café do cultivar

Mundo Novo, no estagio “chumbao”.

Em um primeiro bioensaio, a regido da coroa de dez frutos por cada repeticéo, receberam
2 mL da solucdo de cada tratamento via torre de Potter (Material suplementar 1). Foi escolhida
a coroa devido a preferéncia da broca para o broqueamento dessa regido. Em seguida, os frutos
pulverizados, foram colocados em placas de Petri (9 x 1,5 cm) contendo dez brocas acasaladas
na propor¢ao de um fruto para cada broca (1:1) e vedadas com filme de PVC.

No segundo bioensaio, dez frutos por cada repeticdio foram mergulhados nos
tratamentos. Posteriormente, os frutos contaminados foram colocados também em placas de
Petri (9 x 1,5 cm) contendo dez brocas acasaladas na mesma proporgdo que no primeiro

bioensaio e vedadas com filme de PVC.

Em cada um dos bioensaios foram realizadas trés avaliacdes, as 24, 48 e 72 horas apds
0 contato dos insetos com os frutos, contando-se o nimero de frutos perfurados e de brocas que
conseguiram perfurar o fruto. Os tratamentos foram classificados como deterrentes ou nao
deterrentes em funcdo da férmula adaptada de Abbott (1925) e pela classificacdo de Oliveira e
Santos (2020):

NIFC — NIFT

indice de preferéncia (IP) = NIFC

Onde:

NIFC: NUumero de insetos nos frutos controle;

NIFT: Numero de insetos nos frutos contaminados com os tratamentos;
Tratamento atraente: IP, -1,0 a -0,10;

Tratamento neutro: IP, -0,1 a +0,10;

Tratamento deterrente: IP, +0,10 a +1,0.
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3.2.7 Efeito das nanoparticulas sobre adultos da broca-do-café em teste de ingest&do

As NPs na concentragdo de 10 mg-L™ de dieta fresca foram oferecidas aos adultos da
broca-do-café. Essa concentracdo foi conseguida utilizando 1 mL da solucdo estoque dos
tratamentos (100 mg-L ™) e 9 mL de dieta artificial fresca a 40 °C de temperatura, que depois
foram misturados até alcancar sua uniformizacéo. A dieta contaminada foi dividida em pedacos
discoidais de 5 cm de diametro e 0,5 cm de espessura, oferecidos aos insetos adultos em placas
de Petri (5 x 1 cm) vedadas com filme de PVC. Para o controle positivo, de igual forma que
nos tratamentos, a concentracao do inseticida foi reduzida em dez vezes, utilizando 1 mL da
solugdo estoque de 3,75 mL-L e 9 mL de dieta fresca a 40 °C, para adquirir uma concentragéo
final de 0,375 mL-L* de dieta. O nimero de individuos mortos as 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a
exposicdo da dieta as brocas foi avaliado, além da contagem do ndmero de ovos colocados

(efeito subletal) pelas fémeas que sobreviventes, dez dias ap0ds a aplicacdo dos tratamentos.

3.2.8 Efeito ovicida das nanoparticulas sobre adultos da broca-do-café

Frutos ndo brocados coletados no campo foram infestados com fémeas acasaladas da
broca, provenientes da criacdo de laboratorio, duas brocas para cada fruto. Apds trés dias os
frutos foram abertos para a coleta dos ovos. A coleta foi feita com um pincel com fios finos
para evitar a danificacdo dos ovos. Os ovos com até 72 horas de idade foram contaminados por
imersdo em cada tratamento, por um periodo de 10 segundos e, em seguida, colocados em
placas de Petri (5 X 1 cm) com a base coberta com papel-filtro umedecido, dez ovos em cada
placa. A umidade do papel-filtro foi mantida com 1 mL de 4gua destilada em cada placa por
dia, aplicada durante o periodo do bioensaio. Foram realizadas avalia¢cdes do quarto até o nono
dia, contabilizando o numero de larvas eclodidas, sendo que as mesmas foram transferidas para
placas de Petri (5 x 1 cm), contendo uma camada de 0,5 cm de espessura de dieta artificial, e

observadas até o décimo quarto dia quanto a sua sobrevivéncia.

3.2.9 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o software estatistico R (R Core Team
2021). Inicialmente, os dados do efeito de deterréncia e ovicida e 0 niUmero de ovos/fémea apos
ingestdo de dieta artificial contaminada, foram submetidos aos testes de normalidade do erros
(SHAPIRO; WILK, 1965) e homogeneidade das variancias (BARTLETT, 1937).

Curvas de sobrevivéncia dos insetos tratados pelas vias de contato e ingestdo foram

estimadas pelo metodo de Kaplan-Meier. O teste Log-Rank, utilizado para verificar o efeito
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geral dos tratamentos na sobrevivéncia, foi seguido por teste de comparagdo multipla entre as
curvas (teste de Holm-Sidak). Esses procedimentos foram realizados através de fungdes dos

pacotes survival e survminer.

Os dados de nimero de ovos/fémea, foram ajustados a modelos lineares generalizados
(GLM) com distribuicdo de erros Quasi-poisson, para explicar a sobredisperséo. Para a anélise
dos dados relacionados com a deterréncia, foram usados GLM com distribuicdo de erros Quasi-
binomial. A significancia dos tratamentos foi determinada usando o teste F. As médias dos
tratamentos no nimero de ovos/fémea, porcentagem de insetos que perfuraram a coroa, de
insetos atraidos e de frutos brocados foram comparadas por meio do teste de comparacdo

multipla de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Os dados do efeito ovicida foram analisados usando modelos lineares generalizados
mistos (GLMM, funcédo glmer do pacote Ime4) para verificar o efeito do tempo apds aplicacdo
dos tratamentos, dos tratamentos e da interacdo tempo x tratamento na eclosdo das larvas
(BATES et al., 2015). Os modelos incluiram ‘repeticdo’ como fator aleatério no intercepto
(1/repeticdo) para corrigir a dependéncia temporal das avaliagdes. O modelo foi ajustado com
distribuicdo binomial (apropriada para dados proporcionais) e funcdo de ligacdo logit. A
significancia dos fatores (tempo, tratamento e interacdo tempo x tratamento) foi determinada
usando teste de chi-quadrado (¥2) da razdo de verossimilhanca (funcdo Anova do pacote car)
(FOX; WEISBERG, 2019).
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3.3 Resultados
3.3.1 Toxicidade topica das nanoparticulas aos adultos de Hypothenemus hampei

A sobrevivéncia foi afetada pelos tratamentos (teste Log-Rank; ¥%(9) = 97,5; p < 0,001)
ao longo das avaliagdes. No entanto, as NPs testadas ndo causaram reducdo da sobrevivéncia
em comparacdo com os demais tratamentos, a excecao do controle positivo (ciantraniliprole),
apos 96 horas de exposicdo das fémeas da broca, o qual permitiu menos de 20% de

sobrevivéncia (Figura 1).
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Figura 1 - Curvas de sobrevivéncia de Hypothenemus hampei quando exposta aos tratamentos
via aplicacdo tdpica. A linha horizontal tracejada indica que pelo menos um tratamento causou
reducdo de 50% na sobrevivéncia dos insetos.

3.3.2 Efeito de deterréncia das nanoparticulas sobre adultos de Hypothenemus hampei

Quando os frutos tiveram a regido da coroa tratadas e ofertados aos insetos, verificou-
se que NPs de CeO2 (25 nm) e ZnO (60 nm) apresentaram efeito deterrente, sendo semelhantes
ao controle positivo (F = 12,95, g.I. =9, p < 0.001). As NPs de ZnO (20 nm), CeO2 (70 nm) e
CuO (25 e 40 nm), ndo apresentaram deterréncia, sendo semelhantes aos tratamentos brancos.
Referente ao controle positivo (ciantraniliprole), observou-se diminui¢cdo do ataque aos frutos,
demostrando efeito de deterréncia. A capacidade de ataque das fémeas adultas aos frutos

tratados ndo se alterou nas avaliagdes de 48 e 72 h ap0s exposicdo as NPs (Tabela 3).
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Tabela 3 — Porcentagem de fémeas de Hypothenemus hampei que perfuraram a coroa, 24 h ap6s

aplicacdo das nanoparticulas

Nanoparticulas (100 mg-L™) Meédia (x EP)
Agua (Controle negativo) 42,50 + 5,53a
Branco 1* 40,00 £ 8,16a
ZnO (60 nm) 17,50 + 2,89bc
CuO (40 nm) 45,00 + 7,45a
CeO2 (70 nm) 30,00 £ 4,71ab
CeOz (25 nm) 15,00 + 3,33bc
Branco 2* 35,00 + 3,33ab
ZnO (20 nm) 30,00 £ 4,71ab
CuO (25 nm) 50,00 £ 4,71a
Ciantraniliprole (Controle positivo) 0,00 = 0,00c
g.l. 9

F 12,95
p-valor <0,001

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
* Branco 1 e 2 correspondem aos agentes utilizados na estabilizacdo das dispersdes de NPs. As
comparacg0es das dispersdes de NPs foram realizadas com os respectivos brancos.

Quando os frutos foram imersos nas solugdes dos tratamentos (NPs), constatou-se que
0 numero de insetos que perfuraram os frutos foi semelhante aos tratamentos brancos e ao
controle negativo. Foi observado menor nimero de insetos que perfuraram os frutos tratados
com o controle positivo em comparagdo com os demais tratamentos (F = 14,16, gl. =9, p <
0.001), sendo que apenas 12,50% dos insetos atacaram os frutos (Tabela 4). Baseado no indice
de preferéncia, as NPs de ZnO (60 nm) foram classificadas como deterrentes, assim como o

inseticida ciantraniliprole (Figura 2)
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Tabela 4 — Porcentagem de insetos que perfuraram os frutos (%) 24 horas apés aplicacdo dos
tratamentos, indice de preferéncia (IP) e classificacdo dos compostos

Nanoparticulas

% (+ EP)
(100 mg-LY)

Agua (Controle negativo) 90,00 * 4,08a
Branco 1* 92,50 + 2,50a
ZnO (60 nm) 67,50 + 13,77a
CuO (40 nm) 92,50 £ 4,79
CeO2 (70 nm) 92,50 £ 2,50a
CeO2 (25 nm) 85,00 £ 9,57a
Branco 2* 87,50 = 2,50a
ZnO (20 nm) 90,00 * 4,08a
CuO (25 nm) 97,50 £ 2,50a
Ciantraniliprole (Controle positivo) 12,50 + 9,46b
g.l. 9

F 14,16
p-valor <0,001

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
* Branco 1 e 2 correspondem aos agentes utilizados na estabilizacdo das dispersdes de NPs. As
comparacg0es das dispersdes de NPs foram realizadas com os respectivos brancos.

Atraente; Meutro | Deterente

Branco 1

Zn0 (60 nm)
CuQ (40 nm)
CeQ;(70 nm)
Ce02(25 nm)
Branco 2

Zn0 (20 nm)
CuO (25 nm)

Ciantraniliprole ,
-0,3 0.1 01 03 0,5 0.7 0.9
indice de preferéncia

Figura 2. indice de preferéncia (IP) estimada pela formula adaptada de Abbott (1925) e
classificacdo dos compostos segundo Oliveira e Santos (2020)
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Quanto ao numero de frutos perfurados, as NPs de ZnO (20 e 60 nm), CeO2 (25 nm) e
CuO (40 nm), apresentaram menores médias em comparagdo ao controle negativo. No entanto,
0 Unico tratamento que se diferenciou do respectivo branco, apresentando menor numero de
frutos brocados foi 0 ZnO (20 nm). Por outro lado, apenas 5% dos frutos expostos ao controle
positivo (ciantraniliprole) foram perfurados pela broca, diferindo-se dos demais tratamentos
(Tabela 5).

Tabela 5- Porcentagem de frutos de café perfurados por fémeas de Hypothenemus hampei ap6s
24 horas de exposi¢éo aos frutos.

Nanoparticulas Média (+ EP) de frutos
(100 mg-L1) perfurados
Agua (Controle negativo) 87,50 + 2,50a
Branco 1* 75,00 £ 6,45ac
ZnO (60 nm) 52,50 + 4,79bc
CuO (40 nm) 60,00 £+ 7,07bc
CeO2 (70 nm) 62,50 £+ 7,50ac
CeO2 (25 nm) 57,50 = 7,50bc
Branco 2* 77,50 £ 6,29ab
ZnO (20 nm) 47,50 + 8,54¢
CuO (25 nm) 65,00 £ 2,89ac
Ciantraniliprole (Controle positivo) 5,00 + 2,89d
g.l. 9

F 13,10
p-valor <0,001

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
* Branco 1 e 2 correspondem aos agentes utilizados na estabilizacao das dispersdes de NPs. As
comparag0es das dispersdes de NPs foram realizadas com os respectivos brancos.

3.3.3 Efeito das nanoparticulas sobre Hypothenemus hampei em teste de ingestéo

As NPs acrescentadas a dieta artificial ndo reduziram a sobrevivéncia dos insetos. Por
outro lado, houve reducdo significativa na sobrevivéncia no tratamento com o inseticida
ciantraniliprole quando comparada com os demais tratamentos (teste Log-Rank; ¥*(9) = 104,0;

p < 0,001), ao longo das avaliagdes. As médias de sobrevivéncia observadas nos tratamentos
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com as NPs foram superiores a 90%; por outro lado, no controle positivo foi verificado

sobrevivéncia de apenas 60% dos insetos (Figura 2).
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Figura 3 - Curvas de sobrevivéncia de Hypothenemus hampei quando alimentadas com dieta
artificial tratada com as NPs.

Referente a capacidade de oviposi¢do, constatou-se que as NPs reduziram o nimero de
0vos em comparacao ao controle negativo (F = 9,70, g.l. 9, p < 0,001), porém, NPs de CeO>
(70 nm) e de CuO (25 nm) apresentaram numero de ovos semelhante ao seus respectivos
brancos. O inseticida ciantraniliprole (controle positivo) inibiu a oviposicdo das fémeas

sobreviventes (Tabela 7).
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Tabela 7 — NUmero de ovos (+ EP) colocado por fémea de Hypothenemus hampei sobrevivente

aos 10 dias ap0s exposicdo a dieta artificial tratada com as NPs

Nanoparticulas (100 mg-L1) N° de ovos/fémea N° de fémeas
Agua (Controle negativo) 9,00 £0,41a 40
Branco 1* 7,50 £ 1,04ab 39
ZnO (60 nm) 0,25 £ 0,25d 38
CuO (40 nm) 0,75+ 0,75d 40
CeO2 (70 nm) 3,25 + 1,60bcd 38
CeO2 (25 nm) 1,5+ 0,50cd 39
Branco 2* 5,75+ 1,31ac 39
ZnO (20 nm) 1,25 + 0,25d 40
CuO (25 nm) 2,50 + 1,50bcd 40
Ciantraniliprole (Controle positivo) 0,00 £ 0,00d 24
g.l. 9

F 9,70

p-valor <0,001

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
* Branco 1 e 2 correspondem aos agentes utilizados na estabilizacdo das dispersdes de NPs. As
comparacg0es das dispersdes de NPs foram realizadas com os respectivos brancos.

3.3.4 Efeito ovicida das nanoparticulas sobre Hypothenemus hampei

O numero de larvas eclodidas aumentou no decorrer das avaliacdes (x2(1) = 576,65; p
< 0,001); no entanto, ndo ocorreram diferencas significativas entre os tratamentos (¥2(9) =
14,51; p = 0,10). Verificou-se também que os tratamentos a base de NPs de CuO (25 e 40 nm)

e de ZnO (60 nm) apresentaram médias inferiores a 75% no nono dia (Figura 3).
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Figura 4 — Porcentagem de larvas eclodidas (média = EP) em funcdo do tempo (4 a 9 dias pos
tratamento) e do tratamento.

Aos quatorze dias da imersdo dos ovos da broca nas soluc@es dos tratamentos, observou-
se que 0 100% das larvas eclodidas estavam vivas, ao passo que no controle positivo, as larvas
eclodidas sobreviveram por apenas poucas horas.

Referente a duracdo do periodo embrionario, ndo houve efeito negativo das NPs em
comparagdo com os tratamentos brancos e com os controles (F = 0,829, g.l. = 9, p > 0,05),
sendo que as médias variaram de 6,59 dias no controle negativo a 7,31 dias no tratamento
branco 2 (Material suplementar 2).
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3.4 Discussao

A atividade inseticida das NPs por meio do contato tdpico, ingestdo e em ensaios de
deterréncia e outros meios de contato j& foi reportada para varias espécies de insetos-praga
(GOSWAMI et al., 2010; ZAHIR et al., 2012; ZIAEE; GANJI, 2016; PRADHAN;
MAILAPALLI, 2020). Neste trabalho procurou-se estudar se NPs testadas como
nanofertilizantes e nanofungicidas, causam efeitos letais e subletais sobre a broca-do-café, para
possivel uso em programas de manejo integrado de pragas.

Entre as NPs utilizadas, nenhuma mostrou reducdo significativa na sobrevivéncia por
meio de exposicdo tdpica. Embora alguns autores destacam que o efeito das NPs possa estar
relacionado com o tamanho das particulas (FOLDBJERG et al., 2015; RODRIGUES et al.,
2021) e também com a concentracdo (SAYED; KIM; BEHLE, 2017), neste estudo com a
utilizacdo de NPs de tamanhos diferentes ndo foi verificado nenhum efeito sobre a
sobrevivéncia da broca-do-café. Segundo Auffan et al. (2009), as propriedades Unicas das NPs
estdo associadas aos diametros de 30 nm ou menos. Ha relatos na literatura de que NPs de CeO>
de 5 a 20 nm apresentam alta atividade larvicida sobre A. aegypti (GOPINATH et al., 2015).
No entanto, é importante destacar que mesmo sem efeito na sobrevivéncia em todos 0s
tratamentos com NPs, ocorreu reducdo na locomocao dos insetos, 0s quais demandaram mais
tempo para iniciar a alimentacdo. Possivelmente, estas mudangas comportamentais foram
derivadas dos efeitos subletais, como ja reportado em lagartas de S. frugiperda (CASTRO et
al., 2021), visto que as NPs ao penetrarem no exoesqueleto interagem com as biomoléculas

funcionais (BENELLI, 2018), alterando a fisiologia normal do inseto.

Referente aos efeitos do consumo de dieta tratada com NPs, nenhum dos tratamentos
causou mortalidade superior a 10%, mesmo as 96 horas de exposicdo. De modo geral, a
toxicidade das NPs estd diretamente relacionada a concentracdo, como demonstrado por
Keratum et al. (2015), quando aplicaram NPs de ZnO sobre S. oryzae. Em outros estudos,
também com S. oryzae, foi constatada mortalidade proxima a 50% aplicando-se NPs de ZnO,
unicamente na dose 2000 mg por cada kg de arroz (GOSWAMI et al., 2010; DAS; YADAYV,
DEBNATH, 2019). Para NPs de CuO na concentracdo de 300 mg por 100 g de trigo, foram
observadas mortalidades inferiores a 40% para Sitophilus granarius (Coleoptera:
Curculionidade) e Rhyzopertha dominica (Coleoptera: Bostrichidae), quatro dias ap6s o contato
com o trigo tratado (BADAWY et al., 2021). E importante salientar que no bioensaio de

ingestdo, foram testadas NPs na concentragéo de 10 mg-L™, dez vezes inferior aquela utilizada
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nos demais testes, o que pode ter comprometido o efeito direto sobre a sobrevivéncia. Sabe-se
que a membrana celular é seletivamente permeével e controla 0 movimento de pequenas e
grandes moléculas para o interior de células. Desta forma, as espécies que vivem em ambientes
contendo NPs geralmente sdo contaminados, visto que as NPS penetrardo em seus COrpos,
principalmente pelo intestino, se acumulando dentro da célula (TUNCSOY, 2018). Dessa
forma, acreditou-se que mesmo em baixas concentragcdes as NPs administradas por meio da
dieta artificial se acumulariam no intestino com reflexos na sobrevivéncia dos insetos. Além
disso, as NPs podem ter sofrido alteracdes em relagdo ao tamanho com o passar do tempo,
mesmo tendo o cuidado de se utilizar agentes estabilizantes (tratamento branco). Como
mencionado por Rodrigues et al. (2021), as NPs tendem a se aglomerar dependendo das
interacdes fisico-quimicas, o que faz com que o tamanho das particulas determinado por
microscopia eletrénica ndo expresse necessariamente o tamanho real em que chegardo aos
tecidos vegetais, ou mesmo nos tecidos dos insetos que foram alimentados com dieta artificial
tratada com as NPs. O sucesso da efetividade de NPs depende tanto da sua sintese, quanto da
sua modificacdo superficial, isto é, da sua funcionalizacdo que pode alterar suas propriedades
fisicas, quimicas ou mecanicas, além de sua estrutura superficial (FERRARI et al., 2012); a

funcionalizacdo pode melhorar as caracteristicas das NPs, por exemplo, evitar a aglomeragé&o.

Por outro lado, foi observado reducdo consideravel na oviposi¢do das fémeas que se
alimentaram de dieta artificial tratada com NPs. Durante as avaliacdes no periodo de 10 dias,
ocorreu necessidade de manuseio dos ovos e se constatou contaminacéo fungica, o que pode ter
influenciado nos resultados apresentados. O efeito subletal mencionado, pode estar relacionado
também ao tempo de exposicao (10 dias) a dieta artificial contaminada, como demonstrado por
Keratum et al. (2015) e Das et al. (2019). Além disso deve-se considerar que no inicio,
normalmente, as NPs sdo acumulados no sistema digestivo (ROCHE et al., 2015; MARUCCI
etal., 2019), e s6 a partir dai inicia-se a producao de espécies reativas de oxigénio e uma baixa
eficiéncia dos mecanismos de compensacdo do estresse oxidativo, podendo causar efeito
negativo no sistema reprodutivo do inseto (DZIEWIECKA et al., 2018).

Em relacdo a deterréncia, foi possivel constatar sua ocorréncia para NPs de ZnO (60
nm) com menor numero de insetos perfurando os frutos e ZnO (20 nm) com menor ndmero de
frutos sendo brocados. Compostos volateis como metilciclohexano, etilbenzeno, nonano, 1-
octen-3-ol, (R)-limoneno e (R)-3-etil-4-metilpentanol sdo usados para a broca-do-café localizar
os frutos (MENDESIL et al., 2009). Como mencionado por Shah e Tokeer (2010), NPs de ZnO
sdo efetivas como agentes anti-odor, o que pode ter bloqueado os volateis emitidos pelos frutos
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de café, dificultando a localiza¢do dos frutos pelas brocas e, consequentemente, evitando a
elevada porcentagem de frutos brocados.

E importante mencionar que na literatura ndo hé relatos de NPs de 6xidos metalicos com
efeito de deterréncia ou repeléncia contra espécies-praga, ao contrario de alguns oleos
essenciais, 0s quais foram usados como repelentes em forma de NPs (HEMALATHA,
KUMAR, 2021). Frequentemente, utilizam-se as NPs para preparar compostos deterrentes ou
repelentes contendo Oleos essenciais como principio ativo, para uma melhor eficacia
(BENELLI; CASELLI; CANALE, 2017), nesse caso as NPs funcionam como carriers ou
transportadores de 6leos essenciais (PUGLIA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2016; OLIVEIRA
etal., 2018; CACERES et al., 2019; KELIDARI et al., 2021).

O efeito ovicida néo foi evidente nos tratamentos a base de NPs, ao contrario de outros
estudos que relatam o efeito ovicida destas NPs sobre mosquitos da familia Culicidae (AL-
DHABI; VALAN ARASU, 2018; SURESH et al., 2020). Ha& relatos na literatura de que pode
ocorrer também mudangas na morfologia dos ovos apds contaminacdo com NPs de éxido de
grafeno (DZIEWIECKA et al., 2018), aspecto também constatado no presente estudo por meio
de mudanca na cor e perda de turgidez do corion (Material suplementar 3). A baixa atividade
ovicida das NPs testadas pode ser atribuida a barreira que representa o corion, uma estrutura de
protecdo formada por varias camadas, que evita que o embrido seja atingido por uma dose
suficiente inviabilizar o embrido. No entanto, em alguns casos como mencionado por
Dziewigcka et al. (2018), pode se formar uma estrutura de resisténcia mecénica no corion que

impeca a ecloséo das larvas ou mesmo a troca gasosa entre 0 embrido e o meio externo.

Um fato que chamou atencdo em relacdo ao efeito ovicida foi que o controle positivo a
base de ciantraniliprole, apresentou resultado similar ao controle negativo. Esse fato pode ser
explicado pelo modo de acdo deste inseticida, que afeta diretamente a regulacdo da contracao
muscular do inseto (LAHM et al., 2005), entrando nas larvas e nos adultos ndo somente por

ingestdo, mas também por contato.

Em linhas gerais, 0os mecanismos de toxicidade das NPs a base dxidos incluem, ruptura
de membranas, oxidacdo de proteinas, alteracbes no DNA, interrupcdo da transducdo de
energia, formacdo de espécies reativas de oxigénio e liberagdo de constituintes toxicos no
interior do organismo do inseto (TUNCSOY, 2018). A maioria desses mecanismos pode ser

considerado como efeitos subletais, 0 que representa um aspecto positivo das NPs, no que diz
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respeito ao impacto das NPs sobre os inimigos naturais. Acredita-se que predadores e
parasitoides, provavelmente, ndo serdo atingidos diretamente as mesmas concentragdes de NPs,
ja que ndo terdo contato direto com as estruturas vegetais tratadas. No entanto, estudos futuros

se fazem necessarios para avaliar o impacto das NPs sobre o terceiro nivel trofico.

Em funcdo do exposto, acredita-se que os efeitos subletais das NPs testadas sobre
adultos e ovos de H. hampei sejam mais relevantes do que efeitos letais assim como observado
em outras espécies com NPs de ZnO, CeO e CuO (IBRAHIM; ALI, 2018; MURUGAN et al.,
2018; CASTRO et al., 2021; ESKIN; BOZDOGAN, 2021). Isto demostra que as NPs testadas
claramente podem ser utilizadas como nanofertilizantes ou nanofungicidas sem causar efeitos
letais significativos sobre a entomofauna presente na cultura do café. Ainda mais, entre os
aspectos positivos em se utilizar as NPs como inseticidas destacam-se, a baixa concentracdo
requerida para causar toxicidade nas pragas, quando comparado com inseticidas convencionais
(SAINI et al., 2014), modo de acao especifico (BENELLI, 2018), seletividade (ANJALI et al.,
2010), decomposicdo no solo, além de que em muitos casos as NPs podem ser reutilizadas
pelas plantas como nutrientes (RODRIGUES et al., 2021), ou até podem contribuir para a
degradacéo de alguns inseticidas convencionais, como os organofosforados, no caso das NPs
de CeO; (KHAKSAR et al., 2017; SALERNO et al., 2017).

Além de constatar a toxicidade das NPs é de fundamental importancia compreender 0s
mecanismos de toxicidade das NPs, para projeta-los melhor como inseticidas, seja por meio de
mudancas de componentes ou mesmo de rotas sintéticas, para obter sistemas com minimos
efeitos colaterais ambientais (RODRIGUES et al., 2021), incluindo a populacdo dos inimigos

naturais nos sistemas agroecologicos.

3.5 Conclusoes

Verificou-se que ndo houve efeito tdpico e de ingestdo das NPs testadas sobre a
sobrevivéncia de H. hampei, nem efeito ovicida. Porém, constatou-se efeito subletal com
consequente reducdo do numero de ovos colocados por fémeas que se alimentaram com dieta
tratada com as NPs de ZnO (20 e 60 nm), CuO (40 nm) e CeO (25 nm), além de leve efeito de
deterréncia de NPs de ZnO (60 nm) sobre H. hampei com baixa porcentagem de insetos
perfurando os frutos e de ZnO (20 nm) com baixa porcentagem de frutos brocados. Esses
resultados mostram que os efeitos letais dos nanofertilizantes e nanofungicidas testados, em

concentragOes realisticas, ndo sdo significativos sobre a populacéo de brocas.
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Material suplementar 1 — Disposi¢do dos frutos de café para serem pulverizados na regido da

coroa

Material suplementar 2 - Periodo de incubacéo de ovos de dois dias de Hypothenemus hampei

tratados com nanoparticulas.

Nanoparticulas (100 mg-L™?)

Média (= EP)(dias)

Agua (Controle negativo) 6,70 £ 0,34
Branco 1 6,89 £ 0,12
Zn0O 60 nm) 6,97 £ 0,31
CuO (40 nm) 7,23+0,23
Ce02 (70 nm) 6,64 £ 0,32
Ce02 (25 nm) 6,78 £ 0,16
Branco 2 7,31+0,24
ZnO (20 nm) 6,88 £ 0,35
CuO (25 nm) 7,06 £ 0,25
Cyantraniliprole (Controle positivo) 6,59 + 0,25
g.l. 9

F 0,829
p-valor >0,05
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Material suplementar 3 — Mudanga da cor e perda de turgidez do cérion em ovos de

Hypothenemus hampei ap6s exposi¢do as nanoparticulas.
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CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho buscou-se avaliar o uso de NPs, testadas como nanofertilizantes e
nanofungicidas, como potenciais inseticidas para o controle da broca-do-café, uma das pragas
de maior importancia na cultura do cafeeiro e, consequentemente, avancar no desenvolvimento
de novas alternativas para o controle desta praga, que sejam efetivas na redugdo dos danos

econdmicos, seletivas aos inimigos naturais e seguras ao meio ambiente.

Embora existam muitos trabalhos que abordam o tema nanofertilizantes e
nanofungicidas, a maioria mostra apenas estudos superficiais dos efeitos das NPs, sem
aprofundar aspectos como seu efeito nos insetos, sejam pragas ou organismos benéficos. No
presente trabalho constatou-se que a toxicidade das NPs testadas, estd mais relacionada com
efeitos subletais. Especificamente, encontrou-se que as NPs afetam negativamente a oviposi¢do
das fémeas alimentadas com dieta artificial tratada com NPs e que NPs de ZnO apresentam leve
efeito de deterréncia sobre H. hampei. Esses achados mostram que as NPs testadas ao serem
aplicadas como nanofertilizantes ou nanofungicidas, ndo causardo efeitos letais sobre a

populacdo de H. hampei e provavelmente também sobre outras espécies.

No presente estudo, houve dificuldade na comparacdo dos resultados obtidos com os
demais trabalhos cientificos disponiveis na literatura, devido a falta de padronizacdo da
metodologia empregada para testar as NPs com efeito inseticida. E importante destacar que o
uso dos nanoinseticidas para 0 manejo de pragas, atualmente estd em uma fase inicial, e seu
emprego em larga escala ainda é um desafio futuro para a Entomologia. Aspectos como a
validacdo dos nanoinseticidas em condicdes de campo, a técnica de aplicacdo, a
funcionalizacdo, a sinergia quando aplicados em mistura com outros compostos, ainda devem
ser estudados, monitorando sempre sua estabilidade, o destino no meio ambiente e seus efeitos
em organismos ndo-alvo como microrganismos do solo, inimigos naturais e plantas. Além
disso, 0s mecanismos responsaveis pela toxicidade das NPs em insetos precisam ser estudados
com profundidade, podendo ser usadas técnicas inovadoras como a nutrigendmica. Outro
aspecto fundamental, é o estudo sobre a toxicidade em vertebrados, especialmente em humanos,
com a finalidade de ter conhecimento do seu uso correto ou manuseio no laboratério, quando

sdo estabelecidos os bioensaios.



