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GOMES, Diego Genuario. Nanoparticulas metalicas e poliméricas com cobre:
promogao de crescimento e proteg¢ao contra estresses bidticos e abidticos em plantas.
2022. 158 f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina. 2022.

RESUMO

O crescimento populacional acelerado e as adversidades climaticas cada vez mais
frequentes pressionam a agricultura pela necessidade de atender a crescente
demanda por alimentos. Neste contexto, a nanotecnologia vem sendo empregada na
agricultura para aprimorar praticas convencionais de manejo, aliando maior eficiéncia
com uma produgado mais sustentavel. O presente trabalho objetivou investigar o efeito
das aplicagcbes de nanoparticulas metalicas e poliméricas contendo cobre na
promogao do crescimento e prote¢ao contra estresses biodticos e abidticos em plantas.
Para isso, foram utilizadas trés abordagens distintas: 1) avaliagdo do condicionamento
fisiolégico de sementes de milho (Zea mays cv. IPR 165) com nanoparticulas
poliméricas de quitosana contendo ions de Cu?* sobre a germinagédo, crescimento e
atividade fotossintética de mudas em condicdo de cultivo sem a incidéncia de
estresse, bem como a resposta antioxidante de plantulas germinadas de sementes
submetidas a deterioragdo controlada. 2) avaliagédo do condicionamento fisiolégico de
sementes de milho (Zea mays cv. Balu 787) com dois tipos diferentes de
nanoparticulas metalicas de 6xido de cobre (CuO) obtidas via sintese verde (acido
ascorbico - ACuO ou extrato de cha verde - GTCuO), aplicadas em diferentes
concentragdes (0; 14,5; 29; 58 e 116 mg Cu L") e, por meio de avaliagdes
morfofisioldgicas, verificar os efeitos na germinagao e crescimento inicial, bem como
a suscetibilidade das plantas ao déficit hidrico. 3) avaliacdo das respostas de defesa
induzidas pela aplicacdo de nanoparticulas poliméricas de quitosana contendo ions
de Cu?* em discos foliares (Coffea arabica cv. IPR 100) infectados com H. vastatrix,
testando a hipotese de que o cobre nanoencapsulado propicie uma melhor defesa
quando comparado aos demais tratamentos. Os resultados evidenciaram que: 1) o
condicionamento fisioldgico das sementes com ions de Cu?* livre ou nanoencapsulado
influenciou positivamente o desenvolvimento inicial, principalmente pelo aumento do
crescimento da parte aérea e do transporte fotossintético de elétrons, em comparacéao
com o controle. Além disso, o cobre nanoencapsulado destacou-se por aumentar a
atividade das enzimas antioxidantes. Em contraste, nanoparticulas sem cobre
induziram estresse oxidativo. 2) o condicionamento fisiolégico com nanoparticulas
metalicas proporciona efeitos dose-dependentes no crescimento inicial e na
suscetibilidade ao déficit hidrico. As plantas tratadas com GTCuO apresentaram
incremento da parte area em comparagao aos demais tratamentos. Por outro lado,
ACuO promoveu redugdo da parte aérea e aumento de raiz. A dose de 58 mg Cu L
proporcionou os melhores efeitos na atividade fotossintética das plantas para cada
uma das nanoparticulas, destacando-se ACuO por conferir a mesma atividade
fotossintética promovida pelo GTCuO, além de induzir alteragbes morfolégicas que
atenuassem os efeitos deletérios do déficit hidrico. 3) os tratamentos protegeram as
folhas de café; no entanto, as nanoparticulas poliméricas de quitosana contendo ions
de Cu?* se destacaram pela redugéo do estresse inicial, diminui¢cdo da fitotoxicidade
do cobre e manutencio da atividade fotossintética, além de aumentar as respostas
antioxidantes, conferindo protegao significativa contra a ferrugem do cafeeiro. Além



disso, em baixas concentragdes (1,25 mmol L"), cobre nanoencapsulado apresentou
maior bioatividade do que o cobre livre. No presente estudo, foi possivel verificar
respostas distintas entre os tratamentos com nanoparticulas a base de cobre.
Entretanto, esses efeitos foram dependentes de muitos fatores e, inevitavelmente, a
interacédo entre eles. Portanto, da mesma forma que o uso da nanotecnologia pode
promover uma gama de beneficios para agricultura, ela também pode prejudicar o
pleno desenvolvimento das culturas, visto que nem sempre os efeitos conferidos pelos
nanomateriais ao metabolismo vegetal sdo positivos

Palavras-chave: Quitosana; CuO; biopolimeros; sintese verde de nanoparticulas;
nanotecnologia.



GOMES, Diego Genuario. Metallic and polymeric nanoparticles with copper:
growth promotion and protection against biotic and abiotic stresses in plants. 2022.
158 f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina. 2022.

ABSTRACT

Accelerated population growth and climate change put pressure on agriculture due to
the need to meet the growing demand for food. In this context, agriculture uses
nanotechnology to improve conventional management practices, combining greater
efficiency with more sustainable production. The present work aimed to investigate the
effect of applications of metallic and polymeric nanoparticles containing copper in
promoting growth and protection against biotic and abiotic stresses in plants. For this,
three different approaches were used: 1) evaluation of the priming of maize seeds (Zea
mays cv. IPR 165) with chitosan polymeric nanoparticles containing Cu?* ions on
germination, growth and photosynthetic activity of seedlings in culture medium without
the incidence of stress, as well as the antioxidant response of seedlings germinated
from seeds subjected to controlled deterioration. 2) evaluation of the priming of maize
seeds (Zea mays cv. Balu 787) with two different types of metallic nanoparticles of
copper oxide (CuO) obtained via green synthesis (ascorbic acid - ACuO or green tea
extract - GTCuO), applied at different concentrations (0; 14.5; 29; 58 and 116 mg Cu
L") and, through morphophysiological evaluations, verify the effects on germination
and initial growth, as well as the susceptibility of plants to water deficit. 3) evaluation
of the defense responses induced by the application of polymeric chitosan
nanoparticles containing Cu?* ions in leaf discs (Coffea arabica cv. IPR 100) infected
with H. vastatrix, testing the hypothesis that nanoencapsulated copper provides better
defense when compared to to other treatments. The results showed that: 1) seed
priming with free or nanoencapsulated Cu?* ions positively influenced initial
development, mainly by increasing shoot growth and photosynthetic electron transport
compared to the control. In addition, nanoencapsulated copper increased the activity
of antioxidant enzymes. In contrast, copper-free nanoparticles induced oxidative
stress. 2) physiological conditioning with metallic nanoparticles provides dose-
dependent effects on initial growth and susceptibility to water deficit. The plants treated
with GTCuO showed an increase in shoot compared to the other treatments. On the
other hand, ACuO promoted shoot reduction and root enlargement. The dose of 58 mg
Cu L' provided the best effects on the photosynthetic activity of the plants for each of
the nanoparticles, with AcuO standing out for conferring the same photosynthetic
activity promoted by GTCuO, in addition to inducing morphological changes that
attenuated the deleterious effects of the deficit water. 3) the treatments protected the
coffee leaves; however, polymeric chitosan nanoparticles containing Cu?* ions stood
out for reducing initial stress, decreasing copper phytotoxicity, maintaining
photosynthetic activity, and increasing antioxidant responses, providing significant
protection against coffee leaf rust. Furthermore, at low concentrations (1.25 mmol L),
nanoencapsulated copper showed more significant bioactivity than free copper. In the
present study, it was possible to verify different responses between treatments with
copper-based nanoparticles. However, these effects depended on many factors and,
inevitably, the interaction between them. Therefore, in the same way, that using
nanotechnology can promote a range of benefits for agriculture, it can also harm the



full development of cultures since the effects conferred by nanomaterials on plant
metabolism are not always positive.

Keywords: Chitosan; CuO; biopolymers; green synthesis of nanoparticles;
nanotechnology.



Figura1 -

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

LISTA DE FIGURAS

Curva de correlagao de nanoparticulas de quitosana contendo ions
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Comprimento da parte aérea (CPA) de mudas de milho (Zea mays
cv. IPR 165) desenvolvidas a partir de sementes submetidas ao
condicionamento fisiologico com agua destilada, como controle
(CONT); nanoparticulas de quitosana/TPP contendo ions de Cu?*
(NPCu); nanoparticulas de quitosana/TPP (NP) e ions de Cu?* (Cu).
O CPA foi medido aos 9, 16 e 23 dias apds a semeadura (DAS). Os
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Area foliar (AF) (a), peso seco da parte aérea (MSPA) (b),
comprimento da raiz (CR) (c¢) e peso seco da raiz (MSR) (d) de
mudas de milho (Zea mays cv. IPR 165) desenvolvidas a partir de
sementes submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua
destilada, como controle (CONT); nanoparticulas de quitosana/TPP
contendo ions de Cu?* (NPCu); nanoparticulas de quitosana/TPP
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relativa de transporte linear de elétrons do fotossistema Il (rETR) (b)
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Figura 5 —
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Taxa fotossintética liquida (A) (a), condutancia estomatica (gs) (b) e
eficiéncia intrinseca no uso da agua (EIUA) (¢) de mudas de milho
(Zea mays cv. IPR 165) desenvolvidas a partir de sementes
submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua destilada,
como controle (CONT); nanoparticulas de quitosana/TPP contendo
ions de Cu?* (NPCu); nanoparticulas de quitosana/TPP (NP) e ions
de Cu?* (Cu). Os parametros foram medidos com 24 dias apds a
semeadura. Os dados representam a média + SE (n = 10). Letras

diferentes acima das colunas indicam valores significativamente

diferentes de acordo com o teste LSD (p < 0,05) ....ccceeiieiiiiiiiiiiieeenennn.

Germinacéao (%) (a) e peso seco de plantulas (MSP) (b) de milho
(Zea mays cv. IPR 165) desenvolvidas a partir de sementes ndo
submetidas ao condicionamento fisioldgico e que nao passaram pelo
teste de envelhecimento acelerado (TEST), sementes submetidas
ao condicionamento fisioldgico com agua destilada, como controle
(CONT); nanoparticulas de quitosana/TPP contendo ions de Cu?*
(NPCu); nanoparticulas de quitosana/TPP (NP) e ions de Cu?* (Cu).
Os parametros foram medidos sete dias apdés as sementes
condicionadas terem sido submetidas ao envelhecimento acelerado
sob alta umidade e temperatura. Os dados representam a média +

SE (n = 4). Letras diferentes acima das colunas indicam valores

significativamente diferentes de acordo com o teste LSD (p < 0,05) ....

Teores de peréxido de hidrogénio (H202) (a) e malondialdeido (MDA)
(b) de mudas de milho (Zea mays cv. IPR 165) desenvolvidas a partir
de sementes ndo submetidas ao condicionamento fisiolégico e que
nao passaram pelo teste de envelhecimento acelerado (TEST),
sementes submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua
destilada, como controle (CONT); nanoparticulas de quitosana/TPP
contendo ions de Cu?* (NPCu); nanoparticulas de quitosana/TPP
(NP) e ions de Cu?* (Cu). Os parametros foram medidos sete dias
apdés as sementes condicionadas terem sido submetidas ao
envelhecimento acelerado sob alta umidade e temperatura. Os
dados representam a média £ SE (n = 4). Letras diferentes acima

das colunas indicam valores significativamente diferentes de acordo

74



com o teste LSD (P < 0,05) oo
Figura 8 — Atividades das enzimas superéxido dismutase (SOD) (a), peroxidase
(POD) (b), ascorbato peroxidase (APX) (c) e catalase (CAT) (d) de
mudas de milho (Zea mays cv. IPR 165) desenvolvidas a partir de
sementes ndo submetidas ao condicionamento fisioldgico e que néo
passaram pelo teste de envelhecimento acelerado (TEST),
sementes submetidas ao condicionamento fisiologico com agua
destilada, como controle (CONT); nanoparticulas de quitosana/TPP
contendo ions de Cu?* (NPCu); nanoparticulas de quitosana/TPP
(NP) e ions de Cu?* (Cu). Os parametros foram medidos sete dias
apdés as sementes condicionadas terem sido submetidas ao
envelhecimento acelerado sob alta umidade e temperatura. Os
dados representam a média £ SE (n = 4). Letras diferentes acima
das colunas indicam valores significativamente diferentes de acordo
com o teste LSD (P < 0,05) .o
Figura 9 — Micrografia TEM de CuO NPs sintetizadas com extrato de cha verde
(GTCuO) (a) e com acido ascorbico (ACUO) (b) .....coevvvveeieeiiiiiiiiiinn.
Figura 10 —Massa seca de plantulas (MSP) de milho (Zea mays cv. Balu 787)
provenientes de sementes germinadas em condicdo sem restricao
hidrica (a ,b) e com polietilenoglicol-6000 (PEG) (c, d). As
nanoparticulas (ACuO; GTCuO) foram diluidas em agua destilada,
obtendo-se a concentracao correspondente de cobre (0; 14,5; 29; 58
e 116 mg L") nos tratamentos. O TEST & composto por sementes
nao submetidas ao condicionamento fisiolégico. O CONT é
composto por sementes submetidas ao condicionamento fisiolégico
com agua destilada (equivalente a concentragdo 0 mg L-'). Os
resultados sao expressos como média (n = 4) + erro padrdo. * =
diferenca significativa entre as nanoparticulas dentro de cada dose
de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05) e em relagéo ao TEST de
acordo com o teste de Dunnett (p < 0,05). ns = n&o significativo..........
Figura 11 —Intensidade de fétons de raios-X do elemento cobre nas sementes
de milho (Zea mays cv. Balu 787) (a, b), nas plantulas de
provenientes de sementes germinadas em condi¢gdo sem restricao
hidrica (¢, d) e com polietilenoglicol-6000 (PEG) (e, f). As



nanoparticulas (ACuO; GTCuO) foram diluidas em agua destilada,
obtendo-se a concentracao correspondente de cobre (0; 14,5; 29; 58
e 116 mg L") nos tratamentos. O TEST é composto por sementes
nao submetidas ao condicionamento fisiolégico. O CONT é
composto por sementes submetidas ao condicionamento fisiolégico
com agua destilada (equivalente a concentragdo 0 mg L-'). Os
resultados s&o expressos como média (n = 4) + erro padréo. * =
diferenca significativa entre as nanoparticulas dentro de cada dose
de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05) e em relagéo ao TEST de
acordo com o teste de Dunnett (p < 0,05) ......ooomiiiiiiiiiiiiice
Figura 12 —Plantas de milho (Zea mays cv. Balu 787) com 13 (a) e 20 (b) dias
apos a semeadura (DAS).......ooooiiiiiiiie
Figura 13 —Massa seca da parte aérea (a), massa seca de raiz (b,c) e razédo
raiz/parte aérea (d) de plantas de milho (Zea mays cv. Balu 787) com
24 dias apos a semeadura (DAS). As nanoparticulas (ACuO;
GTCuO) foram diluidas em 4agua destilada, obtendo-se a
concentragao correspondente de cobre (0; 14,5; 29; 58 e 116 mg L~
') nos tratamentos. O TEST é composto por sementes nao
submetidas ao condicionamento fisiolégico. O CONT é composto por
sementes submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua
destilada (equivalente a concentragdo 0 mg L"). Os resultados sdo
expressos como média (n = 4) * erro padrdao. * = diferenca
significativa entre as nanoparticulas dentro de cada dose e letras
diferentes nas colunas indicam diferengas significativas entre os
tratamentos de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). ns = ndo
SIGNIfICALIVO ...eeiieee e
Figura 14 —Taxa fotossintética liquida (A) (a,b), conduténcia estomatica (gs)
(c,d) e eficiéncia intrinseca no uso da agua (EIUA) (e,f) das plantas
de milho (Zea mays cv. Balu 787) com 13 dias apds a semeadura
(DAS) e cultivadas em condicdo sem restricdo hidrica. As
nanoparticulas (ACuO; GTCuO) foram diluidas em agua destilada,
obtendo-se a concentracao correspondente de cobre (0; 14,5; 29; 58
e 116 mg L") nos tratamentos. A dose 0 (mg Cu L") é composta por

sementes submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua



destilada. Os resultados s&o expressos como média (n = 8) % erro
padrdo. Letras diferentes acima das colunas indicam diferenca
significativa entre os tratamentos de acordo com teste de Tukey (p <
0,05). ns = N80 SIgNIfiCatiVO ........cooeeieeeeeeee
Figura 15 —Taxa fotossintética liquida (A) (a,b), condutancia estomatica (gs)
(c,d) e eficiéncia intrinseca no uso da agua (EIUA) (e,f) das plantas
de milho (Zea mays cv. Balu 787) com 20 dias apds a semeadura
(DAS) e cultivadas em condicdo sem restricdo hidrica. As
nanoparticulas (ACuO; GTCuO) foram diluidas em agua destilada,
obtendo-se a concentracao correspondente de cobre (0; 14,5; 29; 58
e 116 mg L") nos tratamentos. A dose 0 (mg Cu L") é composta por
sementes submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua
destilada. Os resultados séo expressos como média (n = 8) % erro
padrdo. Letras diferentes acima das colunas indicam diferenca
significativa entre os tratamentos de acordo com teste de Tukey (p <
0,05). ns = N0 SIgNIficatiVo.........cooooiiiieie
Figura 16 —Taxa fotossintética liquida (A) (a), condutancia estomatica (gs) (b) e
eficiéncia intrinseca no uso da agua (EIUA) (c,d) das plantas de
milho (Zea mays (L.) cv. Balu 787) com 24 dias apds a semeadura
(DAS) e cultivadas em condigdo com restricdo hidrica por quadro
dias. As nanoparticulas (ACuO; GTCuO) foram diluidas em agua
destilada, obtendo-se a concentragao correspondente de cobre (0;
14,5; 29; 58 e 116 mg L") nos tratamentos. A dose 0 (mg Cu L") é
composta por sementes submetidas ao condicionamento fisiolégico
com agua destilada. Os resultados sdo expressos como média (n =
8) % erro padrao. * = diferenca significativa entre as nanoparticulas
dentro de cada dose e letras diferentes nas colunas indicam
diferencas significativas entre os tratamentos de acordo com o teste
de Tukey (p < 0,05). ns = ndo significativo..........cccccevvvviiiiiiiiiiiiiiiinnnnn.
Figura 17 —Comparacao visual entre os tratamentos controle (CONT) e ACuO
(a), comparagao entre os tratamentos GTCuO e ACuO (b) e perda
de agua (c) das plantas de milho (Zea mays cv. Balu 787) com 24
dias ap6s a semeadura (DAS) e cultivadas em condicdo com

restricdo hidrica por quatro dias. As nanoparticulas (ACuO; GTCuO)



foram diluidas em agua destilada, obtendo-se a concentragao
correspondente de cobre (0; 14,5; 29; 58 e 116 mg L) nos
tratamentos. A dose 0 (mg Cu L") é composta por sementes
submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua destilada. Os
resultados sédo expressos como média (n = 8) + erro padréo. * =
diferencga significativa entre as nanoparticulas dentro de cada dose
e letras diferentes nas colunas indicam diferengas significativas
entre os tratamentos de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).........
Figura 18 —Clorofila (Chl) a (a,b), clorofila b (c,d) e relagao clorofila a/clorofila b
(e,f) dos discos foliares de Coffea arabica cv. IPR 100 aos 40 dias
apos o tratamento com agua destilada, como controle (CONT),
nanoparticulas de quitosana sem ions Cu?* (NP), nanoparticulas de
quitosana contendo ions Cu?* (NPCu) e ions Cu?* livres (Cu). As
formulacbes foram diluidas em agua destilada, obtendo-se as
concentragdes correspondentes de quitosana (CS) nos tratamentos
NP e NPCu (0,25; 0,5; 1 g L'') e de ions Cu?* (1,25; 2,5; 5 mmol L")
nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sao expressos como
média (n = 4) x erro padrao. O modelo e coeficiente de determinacao
(R?) também sao apresentados (p < 0,05). ns = nao significativo..........
Figura 19 —Clorofila total (Chl total) (a,b), carotenoides (Car) (c,d) e razéo
clorofila total/carotenoides (e,f) dos discos foliares de Coffea arabica
cv. IPR 100 aos 40 dias ap6s o tratamento com agua destilada, como
controle (CONT), nanoparticulas de quitosana sem ions Cu?* (NP),
nanoparticulas de quitosana contendo ions Cu?* (NPCu) e ions Cu?*
livres (Cu). As formulagbes foram diluidas em agua destilada,
obtendo-se as concentragdes correspondentes de quitosana (CS)
nos tratamentos NP e NPCu (0,25; 0,5; 1 g L™") e de ions Cu?* (1,25;
2,5; 5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sdo
expressos como média (n = 4) £ erro padrao. O modelo e coeficiente
de determinagéo (R2) também sao apresentados (p < 0,05). ns = nédo
SIGNIfICALIVO....eeeeeieeeeeeeeeeee
Figura 20 —Foto representativa da progressdao da doenga nos tratamentos
CONT (a), NP0.25 (b), NP0.5 (c), NP1 (d) e NPCu1.25 (e) de discos
(@ 16 mm) de folhas de café (Coffea arabica cv. IPR 100) aos 10,



15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias apods a infecgao (DAI) com H. vastatrix.
Antes da infecgdo, os discos foram tratados com agua destilada,
como controle (CONT), nanoparticulas de quitosanal/tripolifosfato de
sodio sem ions Cu?* (NP); nanoparticulas de quitosana /tripolifosfato
de sddio contendo ions Cu?* (NPCu), ions de Cu?* em sua forma
livre, ndo-encapsulado (Cu). As formulagdes foram diluidas em agua
destilada, obtendo-se a concentracédo correspondente de quitosana
no tratamento NP (0,25; 0,5; 1 g L") em relag&o a concentragéo de
ions de Cu?* (1,25; 2,5; 5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu.........
Figura 21 —Foto representativa da progressao da doenga nos tratamentos
NPCu2.5 (a), NPCu5 (b), Cu1.25 (c), Cu2.5 (d) e Cu5 (e) de discos
(@ 16 mm) de folhas de café (Coffea arabica cv. IPR 100) aos 10,
15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias apos a infeccao (DAI) com H. vastatrix.
Antes da infecgdo, os discos foram tratados com agua destilada,
como controle (CONT), nanoparticulas de quitosanal/tripolifosfato de
sodio sem ions Cu?* (NP); nanoparticulas de quitosana /tripolifosfato
de sddio contendo ions Cu?* (NPCu), ions de Cu?* em sua forma
livre, ndo-encapsulado (Cu). As formulagdes foram diluidas em agua
destilada, obtendo-se a concentracédo correspondente de quitosana
no tratamento NP (0,25; 0,5; 1 g L") em relagdo a concentragdo de
ions de Cu?* (1,25; 2,5; 5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu ........
Figura 22 —Incidéncia (a), esporulacdo (b) e severidade (c) da doenca de
Hemileia vastatrix em discos foliares de Coffea arabica cv. IPR 100
aos 15, 25 e 40 dias apos a infecgao (DAI). Antes da infecgao, os
discos foram tratados com agua destilada como controle (CONT),
nanoparticulas de quitosana sem ions Cu?* (NP), nanoparticulas de
quitosana contendo ions Cu?* (NPCu) e ions Cu?* livres (Cu). As
formulagcbes foram diluidas em agua destilada, obtendo-se as
concentragbes correspondentes de quitosana (CS) nos tratamentos
NP e NPCu (0,25; 0,5; 1 gL™") e de ions Cu?* (1,25; 2,5; 5 mmol L™")
nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sao expressos como
média (n = 4) = erro padrdo. Letras iguais nas colunas indicam que
ndo houve diferenca significativa pelo teste de Dunn (p < 0,05)...........

Figura 23 —Clorofila (Chl) a (a,b), clorofila b (c,d) e relacao clorofila a/clorofila b



(e,f) dos discos foliares de Coffea arabica cv. IPR 100 aos 40 dias
apos a infecgao (DAI) com H. vastatrix, Antes da infecgao, os discos
foram tratados com agua destilada como controle (CONT),
nanoparticulas de quitosana sem ions Cu?* (NP), nanoparticulas de
quitosana contendo ions Cu?* (NPCu), e ions Cu?* livres (Cu). As
formulacbes foram diluidas em agua destilada, obtendo-se as
concentragdes correspondentes de quitosana (CS) nos tratamentos
NP e NPCu (0,25; 0,5; 1 g L") e de ions Cu?* (1,25; 2,5; 5 mmol L")
nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sao expressos como
média (n = 4) x erro padrao. O modelo e coeficiente de determinacao
(R?) também sao apresentados (p < 0,05). ns = nao significativo.......... 135
Figura 24 —Clorofila total (Chl total) (a,b), carotenoides (Car) (c,d) e razéo
clorofila total/carotenoides (e,f) dos discos foliares de Coffea arabica
cv. IPR 100 dias apds a infecgao (DAI) com H. vastatrix. Antes da
infeccdo, os discos foram tratados com agua destilada como controle
(CONT), nanoparticulas de quitosana sem ions Cu?* (NP),
nanoparticulas de quitosana contendo ions Cu?* (NPCu) e ions Cu?*
livres (Cu). As formulagbes foram diluidas em agua destilada,
obtendo-se as concentragdes correspondentes de quitosana (CS)
nos tratamentos NP e NPCu (0,25; 0,5; 1 g L") e de ions Cu?* (1,25;
2,5; 5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sado
expressos como média (n = 4) £ erro padrao. O modelo e o
coeficiente de determinacao (R?) também sao mostrados (p < 0,05)....136
Figura 25 —Teor de perdxido de hidrogénio (H202) (a) e malondialdeido (MDA)
(b) de discos foliares de Coffea arabica cv. IPR 100 aos 5 e 15 dias
apos a infecgao (DAI) com H. vastatrix. Antes da infeccao, os discos
foram tratados com &agua destilada como controle (CONT),
nanoparticulas de quitosana sem ions Cu?* (NP), nanoparticulas de
quitosana contendo ions Cu?* (NPCu) e ions Cu?* livres (Cu). As
formulagbes foram diluidas em agua destilada, obtendo-se as
concentragdes correspondentes de quitosana (CS) nos tratamentos
NP e NPCu (0,25; 0,5 g L™") e de ions Cu?* (1,25; 2,5 mmol L") nos
tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sdo expressos como média

(n = 4) £ erro padrao. Letras iguais nas colunas indicam que néao



houve diferenca significativa no teste Scott-Knott (p < 0,05) no
MEeSMO PONTO de tEMPO....cuuiiiiiiiii e
Figura 26 —A atividade da Superoxido dismutase (SOD) (a), Catalase (CAT) (b),
Ascorbato peroxidase (APX) (c) e Peroxidase (POD) (d) dos discos
foliares de Coffea arabica cv. IPR 100 aos 5 e 15 dias apds a
infeccdo (DAI) com H. vastatrix. Antes da infecg¢ao, os discos foram
tratados com agua destilada como controle (CONT), nanoparticulas
de quitosana sem ions Cu?* (NP), nanoparticulas de quitosana
contendo ions Cu?* (NPCu) e ions Cu?* livres (Cu). As formulagdes
foram diluidas em agua destilada, obtendo-se as concentracdes
correspondentes de quitosana (CS) nos tratamentos NP e NPCu
(0,25; 0,5g L") e de ions Cu?* (1,25; 2,5 mmol L") nos tratamentos
NPCu e Cu. Os resultados sao expressos como média (n = 4)  erro
padrdo. Letras iguais nas colunas indicam que nao houve diferenga

significativa no teste Scott-Knott (p < 0,05) no mesmo ponto de

Figura 27 —Fo (a), Fv/Fm (b) e rETR (c) de discos foliares de Coffea arabica cv.
IPR 100 aos 5 e 15 dias apods a infecgao (DAI) com H. vastatrix.
Antes da infeccdo, os discos foram tratados com agua destilada
como controle (CONT), nanoparticulas de quitosana sem ions Cu?*
(NP), nanoparticulas de quitosana contendo ions Cu?* (NPCu) e ions
Cu?* livres (Cu). As formulagbes foram diluidas em agua destilada,
obtendo-se as concentragdes correspondentes de quitosana (CS)
nos tratamentos NP e NPCu (0,25; 0,5 g L™") e de ions Cu?* (1,25;
2,5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados séo
expressos como média (n = 4) + erro padrdo. Letras iguais nas
colunas indicam que nao houve diferenga significativa no teste Scott-
Knott (p < 0,05) no mesmo ponto de tempo........ccooevevviiiiiiiiieeeeeiiinn,

Figura 28 —A atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase (PAL) (a) e
polifenol oxidase (PPO) (b) dos discos foliares de Coffea arabica cv.
IPR 100 aos 5 e 15 dias apods a infecgao (DAI) com H. vastatrix.
Antes da infecgdo, os discos foram tratados com agua destilada
como controle (CONT), nanoparticulas de quitosana sem ions Cu?*

(NP), nanoparticulas de quitosana contendo ions Cu?* (NPCu) e ions



Cu?* livres (Cu). As formulagbes foram diluidas em agua destilada,
obtendo-se as concentragdes correspondentes de quitosana (CS)
nos tratamentos NP e NPCu (0,25; 0,5 g L™") e de ions Cu?* (1,25;
2,5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sdo
expressos como média (n = 4) + erro padrdo. Letras iguais nas
colunas indicam que nao houve diferenga significativa no teste Scott-

Knott (p < 0,05) no mesmo ponto de tempo........coooeevvviiiiiiiieieeeeiiinn.
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1 INTRODUGAO GERAL

As projecgdes realizadas pela Organiza¢ao das Nagdes Unidas (ONU)
sobre o crescimento populacional indicam um aumento acelerado e continuo nas
proximas décadas, impactando diretamente a demanda por alimentos em geral. De
acordo com a ONU, a populacdo mundial sera de aproximadamente 10 bilhdes de
pessoas até 2050, com um aumento mais significativo em paises subdesenvolvidos.
Em contraste com o crescimento populacional, a expansao da fronteira agricola é
limitada. Segundo a Organizagao das Nac¢des Unidas para Alimentagao e a Agricultura
(FAO), a disponibilidade de areas agricolas esta concentrada em poucos paises, de
forma que 90% dessas areas disponiveis para expansao agricola se concentra em
paises da América Latina e Africa-Subsaariana. Ademais, paises que figuram entre
0s maiores produtores agricolas, como EUA e China, ndo tém muita disponibilidade
de novas areas para exploragao agricola.

Na América Latina, o Brasil € fundamental na producéo de alimentos,
uma vez que € uma das poucas regides em que ainda é possivel aumentar a area
agricola. No pais, sao utilizadas extensas areas de terra para fins produtivos;
entretanto, a demanda por novas terras também enfrenta os desafios da conservacao
ambiental, levando em consideracido os efeitos do crescimento econbémico sobre o
meio ambiente e a necessidade de uma producdo mais sustentavel. Assim, a
demanda por alimentos deve ser atendida ndao somente pela ampliagdo da oferta,
como fora até algumas décadas atras, mas também em conformidade com as
preocupacdes socioambientais, tornando-se essencial a busca pelo equilibrio entre a
necessidade por recursos renovaveis consumidos e o efeito dessas atividades
humanas no meio ambiente. Diante das limitagdes, expandir a produtividade é o
caminho para a ampliagao da oferta sustentavel de alimentos.

Este preocupante contexto social e econbmico tem incentivado
pesquisas em torno de tecnologias mais sustentaveis, que vém demostrando acarretar
beneficios diversos aos sistemas de producéo. Dentre as diferentes possibilidades, a
aplicagao da nanotecnologia pode ser uma maneira promissora de otimizar as praticas
agricolas tais como: reducdo das doses aplicadas de insumos, aumento do
aproveitamento dos nutrientes pelas plantas; minimizacdo dos efeitos adversos

causados no ambiente e protecdo das plantas contra estresses bibticos e abidticos.
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A producéao agricola mundial é afetada por diversos fatores abioticos
de estresse, como déficit hidrico, temperaturas extremas, salinidade e contaminagao
de areas agricolas por xenobioticos, além dos agentes bidticos, como insetos-pragas,
fungos patogénicos, bactérias, virus e nematoides. Estes agentes estressores séo
responsaveis por consideraveis perdas econémicas tanto para pequenos quanto para
grandes produtores e, devido as recentes mudangas climaticas, os efeitos causados
por estresses nas areas agricolas podem ser agravados. Neste cenario de problemas
socioambientais, as diferentes possibilidades conferidas pela nanociéncia tém
potencial de aliar inovagdo a sustentabilidade, conceitos essenciais para o
desenvolvimento agrario do pais.

A abordagem nanotecnolégica pode revolucionar, por exemplo, as
praticas de fertilizacdo, que ao longo dos anos vém sendo praticadas com baixo
aproveitamento dos insumos aplicados. E grande o nimero de produtores rurais que
usam fertilizantes de qualidade duvidosa e misturas desnecessarias, além de
dispensar a assisténcia técnica de profissionais qualificados antes do plantio,
ignorando as boas praticas agricolas. Outra importante contribuicdo da
nanotecnologia para agricultura € proporcionar redugcao na quantidade aplicada do
ativo ou otimizar seu uso por meio de mecanismos de liberacdo controlada. Por
exemplo, os micronutrientes. A adubacdo com micronutrientes envolve um risco
técnico muito maior do que a adubagao com macronutrientes, pois a linha entre corrigir
o teor dos micronutrientes presentes no solo e a toxidez por excesso € muito sutil.
Uma alternativa para evitar esse transtorno é a utilizacao de fertilizantes de liberacao
mais lenta em adubacgbes preventivas para que nao elevem os teores de
micronutrientes no solo rapidamente.

Dentre os micronutrientes, encontra-se o cobre, o qual exerce
influéncia sobre o metabolismo vegetal devido a sua presenga em diversas
biomoléculas e sua participagdo em inumeras rotas metabdlicas na planta. Além da
sua essencialidade na nutricdo vegetal, o cobre vem sendo comumente utilizado ao
longo dos anos como ingrediente ativo de fungicidas para o controle de doengas em
plantas causadas por fungos patogénicos, visando a melhoria da produtividade. Estes
produtos fitossanitarios a base de cobre possuem baixa penetragcdo na planta,
formando uma camada protetora da superficie do tecido vegetal. Isso torna necessaria
a aplicacdao de uma grande quantidade de produto para uma boa cobertura da

superficie foliar e garantia da protecao das plantas.
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Entretanto, o uso continuo de fungicidas cupricos e a baixa mobilidade
do cobre no solo resulta em acumulo deste metal nas camadas superficiais em regides
onde a espécie cultivada tem o cobre como um dos principais ingredientes ativos para
o controle de doengas, como no caso da viticultura e citricultura.

Para mitigar esse tipo de problema, a nanotecnologia vem sendo
estudada na agricultura com a finalidade de aumentar a eficiéncia de diferentes
agroquimicos, como fertilizantes e defensivos agricolas, além de diminuir a
contaminagdo ambiental. Os nanomateriais podem ser utilizados para criacdo dos
nanofertilizantes  (nutrientes de tamanho nanométrico ou fertilizantes
nanoencapsulados) e nanopesticidas (nanomateriais inorganicos ou ingredientes
ativos nanoencapsulados). Eles podem ser aplicados via tratamento de sementes,
pulverizagao foliar e/ou através do solo para promover uma liberacao
direcionada/controlada de nutrientes ou defensivos, fornecendo de forma mais precisa
a dosagem recomendada para as culturas e reduzindo os impactos ambientais. Ao
otimizar a produgéo agricola e mitigar estresses, a nanotecnologia viabiliza a obtengao
de uma agricultura mais eficiente e sustentavel, a fim de atender a demanda por
alimentos de uma populagdo em constante crescimento.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo investigar o
potencial de nanoparticulas a base de cobre em plantas, incluindo a promogéao do
crescimento e a protegao contra estresses abidticos ( na cultura do milho) e bidtico
(na cultura do cafeeiro). Mais especificamente, este estudo objetivou:

1) avaliagdo do condicionamento fisiologico de sementes de milho
(Zea mays cv. IPR 165) com nanoparticulas poliméricas de quitosana contendo ions
de Cu?* sobre a germinagéo, crescimento e atividade fotossintética de mudas em
condicdo de cultivo sem a incidéncia de estresse, bem como a resposta antioxidante
de plantulas germinadas de sementes submetidas a deterioragao controlada (Capitulo
);

2) avaliagdo do condicionamento fisiolégico de sementes de milho
(Zea mays cv. Balu 787) com dois tipos diferentes de nanoparticulas metalicas de
oxido de cobre (CuO) obtidas via sintese verde (acido ascorbico - ACuO ou extrato de
cha verde - GTCuO), aplicadas em diferentes concentragbes (0; 14,5; 29; 58 e 116
mg Cu L") e, por meio de avaliagbes morfofisioldgicas, verificar os efeitos na
germinagao e crescimento inicial, bem como a suscetibilidade das plantas ao déficit
hidrico. (Capitulo Il);
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3) avaliagdo das respostas de defesa induzidas pela aplicagdo de
nanoparticulas poliméricas de quitosana contendo ions de Cu?* em discos foliares
(Coffea arabica cv. IPR 100) infectados com Hemileia vastatrix (Capitulo III).

Para todas as condi¢des estudadas, foi testada a hipdétese de que as
nanoparticulas a base de cobre propiciem um maior crescimento vegetal e/ou maior
protecao contra estresses bidticos e abidticos nas culturas do milho ou cafeeiro,

quando comparadas com os demais tratamentos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DO MILHO

O cereal é cultivado em todas as regides do Brasil em diferentes
épocas do ano, em virtude das condigbes climaticas das regides. O cultivo de verao,
também denominado 12 safra, € o semeio concentrado na primavera/verao. O cultivo
de milho semeado apds a colheita da soja, com semeio concentrado no verao/outono,
convencionalmente é denominado de safrinha ou milho de 22 safra (CONTINI et al.,
2019). O avango tecnoldgico proporcionou para safrinha a utilizagao de cultivares de
ciclos precoces e com alto potencial produtivo, adaptados as condi¢gdes climaticas
mais restritivas a cultura. Além disso, a intensificagdo do sistema de producéao,
construcao da fertilidade do solo, adocao do sistema de plantio direto e a rotacéo de
culturas, proporcionaram ganhos consideraveis na produg¢ao do milho ao longo dos
anos, tanto na 12 safra quanto na 22 safra (PEIXOTO, 2022).

Embora as condi¢des climaticas adversas durante o cultivo da 12 safra
impactaram o desempenho nas lavouras, estima-se colher 112,34 milhdes de
toneladas de milho, representando um aumento de 29% em relagdo a 2020/21. A
previsdo € de pouca diferenga na 12 safra, comparando-a com a safra passada,
ficando em torno de 24 milhdes de toneladas. Por outro lado, para 22 safra, é esperado
um incremento de 47% na colheita, podendo chegar a 86 milhdes de toneladas. Em
relagdo ao mercado, calcula-se que 35 milhdes de toneladas serdo exportadas e, além
disso, baseando-se nas perspectivas otimistas para uma boa 22 safra de milho no
Brasil, o estoque final da safra 2021/22 é estimado em 10 milhdes de toneladas
(CONAB, 2022a).

No Brasil € possivel a realizagdo de uma 32 safra acontecendo
principalmente nos estados da regido conhecida como Sealba, compreendendo areas
nos estados de Sergipe, Alagoas e areas produtoras situadas no nordeste da Bahia,
além de Pernambuco e Roraima. O Brasil cultivou 585,3 mil hectares com 32 safra de
milho no ano agricola de 20/21, gerando uma produg¢ao de 1586,9 mil toneladas. A
estimativa para o ano de 2021/22 é de uma area equivalente, com perspectiva de
produzir 1856,1 mil toneladas. Quanto a produtividade para safra 2021/22, espera-se
algo proximo de 5,37 t ha™! (- 5,5%) para o milho 12 safra, 5,38 t ha™! (+ 32,94%) para
o milho 22 safra e 3,17 t ha™' (+16,97%) para o milho 32 safra (CONAB, 2022a).
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Todas as mudancgas ocorridas nas praticas de cultivo do milho ao
longo dos anos, vém proporcionando um aumento consideravel na produgao.
Entretanto, apesar desse aumento de produgéo, a média brasileira ainda é baixa (5,51
t ha') quando comparada a dos Estados Unidos (10,51 t ha'') e a da China (6,32 t ha
1), no ano safra de 2019/20, mas sendo esta uma tendéncia que se repete ao longo
dos anos (USDA, 2022). Esta produtividade considerada baixa tem como justificativa
a disparidade na utilizagdo da tecnologia ao longo dos anos, ndo ocorrendo de
maneira uniforme nas regides produtoras. Embora exista regides com alta tecnologia,
ainda existem muitos nucleos ou regides de baixa tecnologia e, consequentemente,
influenciando a produtividade média (PEIXOTO, 2022).

A producdo de milho se destina aos mais variados fins, atendendo
uma grande e diversificada demanda mundial. Além da relevancia no aspecto de
seguranga alimentar, na alimentagdo humana e, principalmente, animal, € possivel
produzir com o milho uma infinidade de produtos, tais como combustiveis, bebidas e
polimeros (MIRANDA, 2018). Diante do aspecto social, o milho & considerado como
alimento de baixo custo, pela viabilidade de cultivo tanto em grande quanto em
pequena escala (GALVAO et al., 2014). Deste modo, a cultura integra uma das mais
importantes atividades do cenario agricola brasileiro, com consideravel importancia
socioecondmica (XAVIER et al., 2014). Embora o mercado brasileiro de milho venha
apresentando crescimento ano apds ano, o setor ainda precisa superar algumas
adversidades que impedem um maior dinamismo, destacam-se a falta de clareza na
formacao de precos, entraves para conseguir financiamentos privados e empecilhos

na comercializagcao (CONTINI et al., 2019).

2.2 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DO CAFEEIRO

Com uma area total de 2,2 milhdes de hectares destinadas a
cafeicultura, em 2021 o Brasil apresentou 1,80 milhdes destes hectares em producao,
sendo os outros 391,557 mil hectares em formacéo, representando uma reducéo de
4,4% em relacao ao periodo anterior. A expectativa é colher 46,87 milhdes de sacas
de café beneficiado, montante que sinaliza uma reducgao de 25,7% em comparacgao a
safra passada. Embora 2021 tenha sido um ano de bienalidade negativa para a safra
brasileira de café, reduzindo a area em producao, as condicdes climaticas adversas
observadas em diferentes localidades produtoras contribuiram negativamente para

impactar a area produtiva, bem como no rendimento médio. A area cultivada com café
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arabica representa cerca de 80% do total destinado a cafeicultura nacional, sendo que
70% destas areas estdo concentradas no estado de Minas Gerais. Neste estado a
producao foi estimada em 21,4 milhdes de sacas, uma reducao de 38,1% em
comparagao ao montante total colhido na safra de 2020. No Espirito Santo, a
expectativa de producgao foi de 14 milhdes de sacas. O estado de Sao Paulo colheu
aproximadamente 4 milhées de sacas de café, indicando também uma redugao em
comparagao ao ano de 2020. Na Bahia a produgéo foi estimada em 3,5 milhdes de
sacas de café. Rondonia produziu 2,2 milhées de sacas, enquanto o Parana, 873 mil
sacas de café beneficiado. O Rio de Janeiro estimou algo préoximo de 236 mil sacas,
Goias, 212 mil sacas e Mato Grosso, um volume de 194 mil sacas (CONAB, 2022b).

As exportag¢des dos oito primeiros meses da safra 2021/22 chegaram
a 26,491 milhdes de sacas, representando um declinio de 18,2% na comparagao com
o periodo de julho de 2020 a fevereiro de 2021. Por outro lado, a receita cambial com
embarques atuais aumentou 23,6%, atingindo o patamar de US$ 4,998 bilhdes, sendo
o melhor desempenho das ultimas cinco safras. No primeiro bimestre de 2022, o maior
importador do café brasileiro foram os Estados Unidos com a aquisicado de 1,350
milhdes de sacas (- 5,4%), seguido da Alemanha, com 1,174 milhdes de sacas (-
15,9%); Bélgica com 774.207 sacas (+ 17,6%); Italia com 565.154 sacas (- 4%) e o
Japao com 344.582 sacas (-14,3%), com queda nas exporta¢des para a maioria dos
principais compradores do café brasileiro, em comparagdo com as exportagcdes no
mesmo periodo em 2021 (CECAFE, 2022).

O café possui uma ampla capacidade produtiva, diversificando a
produgao brasileira em relacdo a qualidade de graos, permitindo o pais atender as
diferentes demandas mundiais referente ao paladar e aos precos, além de tornar o
pais o maior produtor e exportador do grdao (MACHADO et al., 2020). No primeiro
bimestre de 2022, o Brasil apresentou aumento de 9,2% na exportagédo de cafés
diferenciados, exportando 1,120 milhdes de sacas, com um pregco médio de US$
300,54 por saca, gerando uma receita total de US$ 336,5 milhdes (+ 22,1% em
comparagao ao mesmo periodo de 2021). Em relagdo ao café verde, o café arabica
foi 0 mais exportado, com envio de 5,985 milhdes de sacas ao exterior, 0 que
corresponde a 87,6% do total. O canéfora, considerando a soma do robusta mais
conilon, o envio foi de 226.540 sacas ao exterior, representando 3,3% do total. Além

disso, o seguimento de produto soluvel embarcou o equivalente a 611.686 sacas, com
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9% das exportacdes, e o produto torrado e torrado moido, um equivalente a 6.154
sacas, representando 0,1% das exportagdes (CECAFE, 2022).

Entretanto, a bienalidade de producdo € um fator presente na
cafeicultura brasileira, podendo gerar diferengas expressivas na producéo de frutos e
nas safras colhidas. O ciclo bienal é uma caracteristica inerente do cafeeiro e,
anualmente, pode ocorrer entre talhdes de lavouras, entre plantas da mesma lavoura
e, ainda, dentro da mesma planta, uma parte com producéo alta de frutos em um ano
e a outra no ano seguinte. O diferencial produtivo pode ser provocado por condigdes
de cultivo diferentes como, por exemplo, parte das plantas em condi¢cao de pleno sol,
induzindo uma carga alta de frutos, resultando no carreamento de reversas para a
frutificacdo, em detrimento do crescimento vegetativo dos ramos, diminuindo a area
produtiva no ano seguinte. Além disso, fatores estressantes podem intensificar o efeito
da bienalidade, gerando um diferencial produtivo entre plantas em um mesmo talhao
ou, mesmo, dentro de cada planta (MATIELLO, 2021a).

A bienalidade do cafeeiro pode ser acentuada pelo cultivo intensivo,
reduzindo o vigor das plantas apos alguns ciclos de produgédo, sendo necessaria a
renovacgao dos ramos por meio da poda para retomar a capacidade produtiva da planta
(THOMAZIELLO, 2021). Portanto, como o cafeeiro ndo consegue produzir reservas
suficientes para frutificacdo e crescimento ao mesmo tempo, este fendbmeno afeta a
produtividade da cafeicultura, influenciando na oferta do produto e,
consequentemente, provoca certa instabilidade de pregcos de mercado, exigindo
planejamento de estocagem e carregamento de uma safra para outra para nao
prejudicar sua rentabilidade (SILVA & REIS, 2013).

Além dos fatores inerentes ao cafeeiro e das condi¢des ambientais, a
ferrugem alaranjada do cafeeiro causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk & Broome
€ um dos principais fatores limitantes da producao de café arabica, devido a intensa
desfolha e seca dos ramos, causada de forma precoce pelo fungo e,
consequentemente, diminuindo consideravelmente o rendimento das lavouras
(SOARES et al., 2022; SILVA et al., 2022). Segundo Junior et al. (2015), quando néo
controlada, a ferrugem alaranjada pode reduzir em até 50% a produtividade,
dependendo das condi¢des climaticas e do nivel de resisténcia do genotipo.
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2.3 MICRONUTRIENTES

As plantas sdao organismos sésseis cujo 0 crescimento e
desenvolvimento sdo dependentes, substancialmente, de um fluxo continuo de sais
minerais que desempenham papel crucial em uma série de reacdes bioquimicas e
estruturais. Dentre estes sais minerais, os micronutrientes sdo essenciais para
garantir o pleno desenvolvimento do vegetal, sendo requeridos em menor quantidade
quando comparados aos chamados macronutrientes. Por exemplo, ferro, cobre, zinco,
manganés e molibdénio que s&o micronutrientes metalicos presentes em varias
reagoes metabdlicas das plantas. O boro, um metaloide, apresenta propriedades entre
0s metais e ndo-metais, destacando-se seus papéis estruturais dentro do metabolismo
celular. O cloro, um anion abundante e n&o toxico que atua para o equilibrio elétrico e
osmético (WILLIAMS, 2015).

Ainda tem os elementos como cobalto, niquel, silicio, sédio e selénio
que sao considerados micronutrientes benéficos que estimulam o crescimento dos
vegetais, mas que ndo sdo essenciais ou sua essencialidade é para somente algumas
espécies de plantas ou sob determinadas condigdes. Apesar de serem exigidos em
uma menor quantidade quando comparados com outros elementos como nitrogénio,
fésforo e potassio por exemplo, os micronutrientes ndo podem ser negligenciados. A
disponibilidade de micronutrientes para as plantas € regulada pelas caracteristicas
fisico-quimicas e biologicas do solo (MARSCHNER, 2012) e sua deficiéncia pode
induzir varias disfungdes fisiolégicas comprometendo o metabolismo vegetal e,
posteriormente, podendo reduzir a qualidade e rendimento das plantas cultivadas
(TRIPATHI et al., 2015). Portanto, fontes de micronutrientes aprimoradas visando um
melhor aproveitamento, mais seguras ao ambiente e, além de tudo, acessiveis ao
produtor, sdo fundamentais para garantir uma suplementagdo adequada e eficiente
destes elementos cruciais para o desenvolvimento pleno das plantas cultivadas (LIU
& LAL, 2015; MONREAL et al., 2016; SERVIN et al., 2015).

2.3.1 Cobre

Assim como os demais elementos minerais essenciais, 0 cobre € pre-
requisito para o crescimento e desenvolvimento das plantas superiores. Apesar de ser
encontrado em abundancia na crosta terrestre, a maior concentracdo do elemento
esta em sua forma mineral n&o disponivel (YRUELA, 2013). Sendo metal de transigéao,

possui dois estados de oxidagdo em condigdes fisiologicas, Cu?* e Cu*, resultando em
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participagdo como cofator de numerosas enzimas envolvidas em reacgbes de
transporte de elétrons na fotossintese e respiracao (BURKHEAD et al., 2009). O cobre
atua ainda como constituinte e sinalizador da transcricdo de proteinas, metabolismo
da parede celular e sinalizacdo hormonal, além de enzimas que atuam na protecao
contra o estresse oxidativo (YRUELA, 2009).

Além de sua essencialidade como nutriente, o cobre vem sendo
usado ha anos como ingrediente ativo de fungicidas para o controle de fungos
patogénicos. As formulagbes mais comuns de fungicidas a base de cobre contém
sulfato de cobre, hidroxido de cobre, oxicloreto de cobre ou carbonato de cobre
(HUSAK, 2015). Estes fungicidas cupricos possuem baixa penetracdo na planta,
formando uma camada protetora da superficie do tecido vegetal e,
consequentemente, sendo necessario a aplicagdo de uma grande quantidade de
produto para uma boa cobertura da superficie foliar para garantir a protecéo das
plantas (LAMICHHANE et al., 2018). Nessas condi¢cées, a jungcao da limitada
mobilidade do elemento no solo, as caracteristicas dos fungicidas cupricos de alta
taxa de aplicagédo, uso frequente aliado a uma tecnologia de aplicagao ineficaz,
resultou no acumulo desse metal nas camadas superficiais do solo em regides em
que a espécie cultivada tem o cobre como um dos principais ingredientes ativo para o
controle de doengas, como no caso da viticultura e citricultura. Esse acumulo se deu
em decorréncia da aplicacao direta, deriva, restos culturais ou escorrimento da
superficie foliar (FAN et al., 2011; BRUNETTO et al., 2016; AMLAL et al., 2020).

Embora possua papel crucial no metabolismo vegetal, excesso de
cobre nos solos causa efeitos toxicos nas plantas (ADREES et al., 2015),
comprometendo o crescimento e desenvolvimento em um todo, entretanto, com
efeitos mais acentuados no sistema radicular (GOMES et al., 2020; 2021). Como um
metal redox ativo, o cobre catalisa a superprodugao de espécies reativas de oxigénio
(ERO), induzindo ao estresse oxidativo e, potencialmente, promovendo danos ao
DNA, membranas lipidicas e proteinas (HOSSAIN et al., 2020; NAZIR et al., 2019).
Devido a sua persisténcia e estabilidade apds a dispersao no meio ambiente (CHENG
etal., 2017), o excesso de cobre representa uma séria ameacga a seguranga alimentar,
limitando o crescimento das culturas e com potencial de contaminar a cadeia alimentar
humana (ALl et al., 2015; KELLER et al., 2015).
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2.4 CONDICIONAMENTO FISIOLOGICO DE SEMENTES

O condicionamento fisiolégico de sementes (no inglés: seed priming)
€ um método que envolve a hidratagdo controlada e posterior secagem das sementes,
suficiente para promover alteracbes metabdlicas, sem permitir a protusdo da raiz
primaria (WAQAS et al., 2019). Normalmente realizado com agua, o condicionamento
osmotico induz diferentes efeitos nas sementes (como aumento do potencial de
sintese de proteinas e modificacbes pobs-traducionais, maior capacidade de
mobilizacdo das reservas e alteragbes na parede celular), os quais promovem
melhorias como uma germinagdo mais rapida e uniformidade do estande de plantas
(PEREIRA et al., 2021). Diferentes relatos na literatura evidenciam que a utilizagao da
técnica confere diversas vantagens econbémicas e agronémicas. Além do
favorecimento de um rapido e uniforme estabelecimento das culturas no campo e,
com ele, todos os beneficios atrelados, também vem sendo observado uma maior
resisténcia contra estresses (LUTTS et al., 2016). Essa protecéo contra estresses esta
vinculada com as etapas de hidratag&o controlada e posterior secagem, as quais vao
induzir um estresse moderado e, com ele, a ativacado de diferentes mecanismos de
defesa, como o antioxidante. Essas respostas resultam em protegdo cruzada contra
diferentes fatores estressantes, garantindo uma maior resisténcia contra estresses
abioticos e bidticos, o que reflete em melhorias para o sistema produtivo (PEREIRA et
al., 2021).

Frente aos desafios provocados pelas condicbes de estresse cada
vez mais frequentes, o condicionamento fisiolégico pode ser um aliado importante
para mitigar os seus efeitos deletérios, por ser uma técnica viavel e de baixo custo
(MARTHANDAN et al.,, 2020). Existem diferentes variagcbes do condicionamento
osmotico de sementes, sendo divididos em métodos convencionais e avangados.
Dentre as técnicas tradicionais, podem ser utilizados: agua, uma solu¢éo contendo
nutrientes, composto quimico de interesse agronémico, reguladores de crescimento e
extratos vegetais. Por outro lado, os métodos avangados incluem o condicionamento
osmotico com nanoparticulas e aplicagao de agentes fisicos, como a radiagao UV,
radiacdo gama e raios X (WAQAS et al., 2019). Apesar das diferentes possibilidades,
o tratamento ideal é dependente de varios fatores como, por exemplo, espécie de
planta, cultivar e até mesmo lote de sementes, requerendo cuidados na escolha da

melhor estratégia para cada situagdo (LUTTS et al., 2016).
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2.5 ESTRESSES ABIOTICOS

As condicbes ambientais exercem um papel importante no
desempenho agronémico das plantas cultivadas e, nos ultimos anos, apesar dos
avangos proporcionados pela biotecnologia no desenvolvimento de cultivares mais
eficientes e produtivas, as plantas ainda continuam altamente suscetiveis aos
diferentes tipos de estresses abiodticos (BHUSAL et al., 2021), tornando o aumento da
producado agricola um verdadeiro desafio a ser superado, ja que as previsdes futuras
indicam redugdo continua de terras araveis, escassez de recursos hidricos e
temperaturas extremas provocadas pelas mudancas climaticas (LOBELL et al., 2011).
As plantas frequentemente estdo expostas as condicbes ambientais adversas, como
salinidade, seca, contaminacao por xenobiéticos, entre outros e, atualmente, 90% das
areas cultivadas ao redor do mundo s&o suscetiveis a um fator isolado, ou mais
comumente, a combinacao de diferentes estresses abidticos, limitando o crescimento
e desenvolvimento das plantas, além de promover perdas massivas na produgao das
plantas cultivadas (WAQAS et al., 2019).

A combinagdo de diferentes fatores abidticos que incidem
simultaneamente sobre o vegetal pode ser sentida pelo mesmo érgao ou diferentes
partes (ou tecidos) das plantas e, para suportar as condi¢cdes desfavoraveis causadas
pelos estresses, elas desenvolveram mecanismos robustos de percepgao e
sinalizagcdo até as respostas fisioldgicas, permitindo-lhes sobreviver a diferentes
condigdes estressantes (ZANDALINAS et al., 2020). Frente as dificuldades impostas
pelas alteragdes climaticas, a seca se torna um dos estresses abidticos mais critico,
podendo reduzir severamente a produgao agricola (JEANDROZ & LAMOTTE, 2017).

2.5.1 Deterioracdo de Sementes

A genética € uma importante caracteristica para determinar a
viabilidade e a longevidade das sementes, entretanto, da colheita até a utilizagao na
lavoura, a viabilidade e Ilongevidade das sementes sao substancialmente
influenciadas por outros fatores importantes como danos mecéanicos, incidéncia direta
e prolongada de luz solar, teor de agua, tratamento de semente, umidade relativa e
temperatura (SELVI & SARASWATHY, 2017). Para alguns tipos de sementes, a
deterioragdo por umidade pode ser oriunda da variagdo do grau de umidade nas
sementes, decorrentes de chuvas, neblina e orvalho, principalmente quando

associadas com temperaturas elevadas, provocando rugas no tegumento na regido



38

oposta ao hilo. Esse enrugamento é proveniente de sucessivos ciclos de hidratacéo e
desidratacdo do tegumento em proporgdes diferentes (FRANCA-NETO et al., 2016).
Em decorréncia do processo de deterioragdo, ocorrem alteragdes citologicas,
fisiologicas, bioquimicas e fisicas nas sementes, diminuindo a germinacéo, vigor e,
eventualmente, causando a morte das sementes (JYOTI & MALIK, 2013).

A deterioracdo é caracterizada pela autoxidagdo das sementes,
causando a producao de ERO, resultando em peroxidagao lipidica, oxidacdo de
proteinas e danos ao DNA, sendo estes, as principais reagdes bioquimicas envolvidas
na deterioracdo associada ao envelhecimento das sementes (LOPEZ-FERNANDEZ
et al., 2018). Durante o armazenamento, a umidade relativa do ar e a temperatura séo
os fatores mais determinantes para a longevidade das sementes. Armazenamento sob
umidade relativa do ar inadequada e temperaturas elevadas, aceleram o processo de
deterioragdo das sementes (WANG et al.,, 2018). Entretanto, destaca-se que a
intensidade e velocidade da deterioragcédo variam com a espécie (KRZYZANOWSKI &
FRANCA-NETO, 2021). A taxa de deterioragdo também é dependente da capacidade
da semente em resistir as mudancgas de degradacdo e aos mecanismos de protecao,
que sdo especificos para cada espécie de planta (LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2018).
Apesar de ser um efeito natural e inevitavel, as condicbes ambientais adversas
aceleram o processo de deterioragcdo das sementes e, sendo assim, a melhor
estratégia é garantir um manejo adequado das sementes desde a colheita e em todas
as etapas de armazenamento e transporte, visando controlar e diminuir o ritmo da
degradagao das sementes (JYOTI & MALIK, 2013).

2.5.2 Déficit Hidrico

Entre os diferentes fatores de estresse que podem incidir sobre os
agrossistemas, a seca € uma das mais preocupantes, uma vez que, inevitavelmente,
as mudangas climaticas agravadas pelo aquecimento global podem dobrar a escassez
de agua (MUNIA et al., 2020). Isso deve tornar o déficit hidrico cada vez mais
frequente em todas as regides produtoras, fazendo a seca deixar de ser um problema
tipico de regides aridas e semiaridas (HOLMAN et al., 2021). A partir do momento em
que exigéncia de agua pela planta ndo pode ser totalmente suprida em funcao da
quantidade reduzida de agua disponivel no solo, comprometendo a absorgdo normal
pelas raizes, cria-se a situagcdo em que a agua perdida pelo processo de

evapotranspiragdo excede a quantidade de agua absorvida, caracterizando a
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condicao de déficit hidrico (KAPOOR et al., 2020). Em decorréncia ao déficit hidrico,
ocorre a redugao do potencial hidrico da folha e da pressao de turgor, induzindo o
fechamento estomatico e gerando impactos em processos fisioldgicos e bioquimicos
importantes como fotossintese, sintese de clorofilas, absorcéo e translocacio de ions,
respiracao e metabolismo de carboidratos (HUSSAIN et al., 2018).

Como os demais estresses abidticos, a escassez de agua também
induz a superproducao de ERO, resultando no dano oxidativo e, consequentemente,
afetando reacgdes fisioldgicas importantes, induzindo a diminuigdo do crescimento
(SUN et al., 2020). Em virtude ao estresse induzido pelo déficit hidrico, as plantas
exibem respostas morfo-anatémicas, fisiolégicas e bioquimicas, visando tornar as
plantas mais tolerantes a seca (KAPOOR et al., 2020).

As respostas das plantas ao estresse hidrico variam desde o nivel
molecular até o nivel vegetal, que envolve meios para evitar, escapar e tolerar o
estresse, criando as trés principais estratégias de sobrevivéncia das plantas. Entre as
estratégias de prevencgédo ao estresse pela escassez de agua, as plantas adotam a
reducdo da condutancia estomatica e o aumento da absorgdo de agua através de
sistemas radiciais bem estabelecidos, garantindo a manutencao do potencial hidrico
das plantas. Para escapar dos danos causados pelo estresse hidrico, algumas plantas
utilizam mecanismos que envolvem o rapido desenvolvimento, reducéo do ciclo de
vida, auto-reproducéo e crescimento sazonal evitando o periodo de seca. Dentre estes
mecanismos, a antecipagdo do florescimento € um dos melhores mecanismos
adaptativos de escape possivel nas plantas, embora, possa implicar em uma redugao
consideravel na duracao do periodo de crescimento da planta e na produtividade final
da planta em alguns casos (SELEIMAN et al., 2021).

Por outro lado, mecanismos de tolerancia podem envolver redugao na
area foliar, limitacdo na expansao de novas folhas, produgao de tricomas em ambos
os lados das folhas que vao reduzir a temperatura foliar e aumentar a taxa de reflexao
da luz no limbo foliar, além de ser mais uma camada de resisténcia a perda d’agua.
No entanto, alteracdes na arquitetura das raizes que incluem uma maior taxa de
crescimento, bem como, uma maior proliferacado, representam a principal estratégia
para enfrentar as adversidades provocadas pela escassez de agua. Outros
mecanismos como ajuste osmoético e mecanismos de defesa antioxidante, também
permitem as plantas tolerar o déficit hidrico (SELEIMAN et al., 2021).
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Estresses abidticos interagem n&o apenas entre si, mas também com
outros estresses bidticos, potencializando os efeitos dos fatores estressantes sob as
plantas (MARIANI & FERRANTE, 2017). Inevitavelmente, devido as alteracdes
climaticas potencializadas pela agdo do aquecimento global, sera cada vez mais
frequente a combinagdo de multiplos fatores estressantes que irdo incidir sobre as
lavouras, impactando negativamente a produtividade e producédo agricola. Por
exemplo, temperaturas extremas e falta d’agua prejudicando a fisiologia das culturas,
acentuando a competicdo com plantas daninhas, ja que muitas destas apresentam
maior eficiéncia no uso da agua em comparagao com as plantas cultivadas, além de
fatores que podem influenciar e comprometer diferentes mecanismos de defesa
(PANDEY et al., 2017).

2.6 ESTRESSES BIOTICOS

As plantas frequentemente estdo sujeitas as condi¢cdes de estresse
desencadeadas por fatores bidticos, fazendo-as desenvolver mecanismos de
protecdo para superar 0s prejuizos e garantir sua sobrevivéncia contra o ataque de
agentes fitopatogénicos (IQBAL et al., 2021). As plantas contam com um sistema de
defesa avangado, conferindo diferentes formas de protecdo. A primeira linha de
defesa é constituida de barreiras fisicas como as ceras, cuticulas e tricomas, evitando
que insetos ou patdégenos se instalem no vegetal, bem como, sucessivos eventos e
sinalizagdo que se iniciam no reconhecimento pela planta do agente agressor,
culminando com a ativagao de barreiras quimicas envolvidas no processo. Dentre as
defesas utilizadas pelas plantas estao a resposta hipersensitiva, resisténcia sistémica

adquirida e indugao de proteinas relacionadas a patogénese (GIMEZEZ et al., 2018).

2.6.1 Ferrugem do Cafeeiro

Causada por um fungo, a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix
Berk & Broome) é considerada a doenga mais importante da cafeicultura, uma vez
que pode causar intensa desfolha na planta, condicionando a produtividade em todas
as regides produtoras de café no mundo (PEREIRA et al., 2019). O fungo infecta as
folhas causando pustulas, que inicialmente diminuem a area foliar ativa e, em seguida,
progredindo para queda das folhas atacadas. Com a desfolha, as plantas perdem suas

reservas, prejudicando o desenvolvimento da parte nova dos ramos laterais, além de
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influenciar negativamente no pegamento da flora futura, resultando em perdas
produtivas na safra seguinte (MATIELLO, 2021b).

As condi¢des climaticas que favorecem a ferrugem sao temperaturas
entre 20 e 22 °C e chuvas acima de 30 mm. Por outro lado, temperaturas maximas
médias mensais acima de 30 °C e minimas médias mensais abaixo de 15 °C, séo
desfavoraveis para o desenvolvimento da doenca (PEREIRA et al.,, 2008). Nas
condigbes da cafeicultura brasileira, a ferrugem tem um ciclo bem definido, repetindo-
se a cada ano. De modo geral, o aumento da infecgdo ocorre a partir de
novembro/dezembro até abril/maio e com pico da doenga acontecendo em
julho/agosto, posteriormente decaindo pela desfolha natural e pela colheita
(MATIELLO, 2021b).

No Brasil, os métodos de controle sao utilizados para atenuar as
perdas econdmicas decorrentes da doenga, destacando-se o uso de variedades
resistentes associados ou néo a aplicagao de fungicidas registrados para cultura do
cafeeiro (VAN DER VOSSEN et al., 2015). Sdo utilizados fungicidas protetores
cupricos e sistémicos para o controle quimico da ferrugem do cafeeiro. A combinagao
ou uso alternado de fungicidas sistémicos com protetores, & essencial para
potencializar o controle sobre a doenga, diminuindo o risco de ineficacia de controle

por meio da selegao de populacdes resistentes aos fungicidas (ZAMBOLIM, 2016).

2.7 PROTECAO CONTRA ESTRESSES

A condicao de estresse prejudica o funcionamento normal das plantas
e, no caso das culturas, afetam o crescimento e desenvolvimento impactando
negativamente a produtividade e qualidade da colheita. Estresses ambientais induzem
a superproducado de ERO dentro das células, comprometendo o equilibrio entre a
sintese e remog¢ao de ERO devido ao rapido acumulo destas espécies reativas e/ou
reducao na atividade antioxidante. Quando a producédo de ERO excede a capacidade
da planta de eliminar o excesso produzido, cria-se a condi¢ao caracterizada como
estresse oxidativo, prejudicando processos morfologicos, fisioldgicos e metabdlicos
das células, podendo acarretar em morte celular (QAMER et al., 2021). Os principais
locais de producédo das ERO em células vegetais sdo os cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos. O peroxido de hidrogénio (H20:2), radicais superdxidos (*O27), radical

hidroxila ("OH) e oxigénio singleto ('O2) sdo exemplos de ERO que podem causar
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danos em membranas lipidicas, acidos nucléicos, carboidratos e proteinas por causa
de sua natureza altamente reativa (APEL & HIRT, 2004).

As plantas lidam principalmente com o estresse oxidativo através de
um mecanismo de defesa que é constituido por diferentes enzimas, tais como:
superoéxido dismutase (SOD); catalase (CAT); ascorbato peroxidase (APX); glutationa
redutase (GR), peroxidase (POD), dentre outras. Ainda na protecao contra o estresse,
as plantas contam com mecanismos nao enzimaticos, utilizando substancias
oxidaveis com alto poder redutor como por exemplo a-tocoferol, B-caroteno,
ascorbato, glutationa reduzida (GSH) e compostos fendlicos, que vao reagir
rapidamente com ERO, antes que possam danificar as células (HASANUZZAMAN et
al., 2020).

A SOD é a primeira a agir entre as enzimas antioxidantes, catalisando
a formagao de oxigénio e H202 a partir de "O2". Em seguida, as moléculas de H202
produzidas pela acdo da SOD, sao removidas pela CAT e APX. A enzima APX ainda
atua dentro do ciclo ascorbato-glutationa juntamente com a GR e diversos outros
componentes enzimaticos, onde s&o responsaveis pela regeneragado do ascorbato e
da GSH (GILL & TUTEJA, 2010), que ambos sdo metabdlitos importantes para
eliminacao dos radicais ‘OH, considerados as mais reativas e danosas formas das
ERO (FOYER & NOCTOR, 2011). Além disso, a remog¢ao em baixas concentragdes
de H202 é executada pela APX, permitindo o controle dessa ERO na ordem de uM e
em locais mais especificos que a CAT (MITTILER, 2002). Além de também neutralizar
0 H202 convertido pela SOD, em plantas, a POD possui varias isoformas envolvidas
em diversos processos celulares, algumas sendo constitutivamente expressas,
enquanto outras s&o induzidas por estresses ambientais, estando localizada
principalmente na parede celular e no vacuolo das células (TIECHER, 2016a e 2016b).

Portanto, a sobrevivéncia do sistema sob condicbes de estresse
depende do equilibrio entre a geragao e a desintoxicacdo de ERO, executado pelo
sistema de defesa antioxidante. A fenilalanina-amoénia-liase (PAL), além de contribuir
para desintoxicagao de ERO (ASTANEH et al., 2018), € fundamental na biossintese
de fenilpropandides, catalisando a transformacao, por desaminacédo, do aminoacido
L-fenilalanina, em acido trans-cindmico e amébnia, sendo o primeiro passo para
biossintese de compostos como lignina, suberina, fitoalexinas, estilbenos e
cumarinas, dentre outros fendlicos dependentes da atividade da PAL (ZHANG et al.,

2017). Dessa forma, a atividade PAL tem uma funcao chave nas plantas por canalizar
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o carbono do metabolismo primario para o secundario (BARNABY et al., 2017). A PAL
esta relacionada com a resisténcia de plantas a patdogenos, notoriamente, por estar
envolvida no primeiro passo da sintese de compostos como fitoalexinas e,
principalmente, lignina, que confere maior resisténcia a parede celular das plantas aos
patdogenos (NAKAZAWA et al., 2001).

Outra enzima envolvida na defesa contra patdégenos sado as
polifenoloxidases (PPO), que sdo um grupo de enzimas que contém cobre em seu
centro ativo. Elas atuam sobre uma grande quantidade de substratos, catalisando dois
tipos de reagdes envolvendo oxigénio. A PPO promove a hidroxilagdo de monofendis
formando orto-difendis e também a oxidagao de orto-difendis formando orto-quinonas
(GOMES et al., 2001). A PPO esta relacionada a deterioragdo dos tecidos vegetais
durante processos como senescéncia, danos mecanicos, interacdo com pragas e
patdgenos manuseio durante o processamento e armazenamento pos-colheita,
levando ao escurecimento dos tecidos. Estando presente nos cloroplastos, as
enzimas estdo separadas de seus substratos fendlicos (localizados no vacuolo), de
modo que o escurecimento enzimatico ocorre apenas quando as células sao
danificadas e a compartimentacdo subcelular é perdida. Além disso, a PPO
normalmente esta presente em maiores concentragcées em tecidos infectados. Apds a
infeccdo por patégenos, o aumento da concentracdo de compostos fendlicos
oxidados, resultantes da atividade da enzima, podem servir como barreira fisica e/ou
causar toxicidade ao patdgeno, inibindo sua proliferagdo nos tecidos vegetais
(TARANTO et al., 2017)

2.8 NANOTECNOLOGIA NA AGRICULTURA

Uma populagdo mundial em constante crescimento e, juntamente com
as mudancgas climaticas, desafiam diariamente o setor agrario a incrementar a
produgao agricola para atender a crescente demanda por alimentos. Este cenario
impulsiona o consumo de agroquimicos e, consequentemente, a potencial liberagao
de compostos téxicos no ambiente (PRASAD et al., 2017; PANDEY, 2018; ACHARYA
& PAL, 2020). A situagao comumente encontrada em diversas regides produtoras ao
redor do mundo é a presenga de solos com baixa concentracdo de um ou mais
nutrientes ou apresentando problemas que vao impossibilitar ou restringir a
disponibilidade dos nutrientes como os casos de acidez, salinidade, além da

possibilidade dos nutrientes serem perdidos por lixiviagdo, erosdo ou até mesmo pela
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pratica incorreta da incorporacdo de fertilizantes e corretivos agricolas
(MARSCHNER, 2012). Entretanto, apesar do passo primordial ser a corregdo da
deficiéncia, as praticas de adubagdo e correcdo de solos realizada de forma
inadequada, provocam a baixa eficiéncia de uso dos fertilizantes convencionais e,
normalmente, acabam nao suprindo de forma apropriada a demanda das plantas,
comprometendo todo o sistema produtivo (VOORTMAN & BINDRABAN, 2105;
MONREAL et al., 2016). Neste cenario, a nanotecnologia vem contribuindo com uma
agricultura mais sustentavel, visando conciliar melhorias nos sistemas produtivos com
uma maior producgao agricola, criando por exemplo, nanofertilizantes e nanopesticidas
que possuem como caracteristica uma maior eficacia de uso e a redugcédo na
quantidade aplicada, quando comparados com as fontes convencionais (USMAN et
al., 2020).

Os nanofertilizantes s&do a forma sintetizadas ou modificadas de
fertilizantes tradicionais (LEON-SILVA et al., 2018), podendo ser: (i) fertilizantes em
nanoescala (nanoparticulas que contém nutrientes); (ii) aditivos em nanoescala
(fertilizantes tradicionais com aditivos em nanoescala) e (iii) revestimento em
nanoescala (fertilizantes tradicionais revestidos ou carregados com nanoparticulas)
(MIKKELSEN, 2018; CHHIPA, 2017), apresentando vantagens em relacao as fontes
convencionais, como uma absor¢ao mais rapida e, além disso, um risco menor de
perdas por fatores ambientais como a lixiviagdo (MORALES-DIAZ et al., 2017).
Ademais, nanofertilizantes dotados de mecanismos com liberagdo lenta, podem
liberar o nutriente com maior precisdo (MANJUNATHA et al, 2016) e com
desempenho superior, melhorando a nutrigdo e, consequentemente, o
desenvolvimento das plantas de forma mais efetiva que os fertilizantes convencionais
(SIDDIQUI et al., 2015).

Em nanoescala o micronutriente tem a sua biodisponibilidade para as
plantas melhorada, incrementando o crescimento e a qualidade nutricional. Pradhan
et al. (2015) avaliaram as respostas de plantas de feijao moyashi (Vigna radiata cv.
Sonali) submetidas a aplicagdo de nanoparticulas de cobre, comparando-a com o
tratamento de uma formulacdo comercial de sulfato de cobre. Em condicbes de
laboratério, obtiveram resultados que mostraram um aumento da atividade
fotossintética, fotofosforilacdo, cadeia transportadora de elétrons e assimilacdo de
carbono. As nanoparticulas ainda promoveram um maior crescimento, conteudo de

pigmentos e maior atividade antioxidante quando comparadas ao sulfato. Em adicéao,
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doses elevadas de sulfato de cobre foram toxicas para as plantas enquanto que, as
nanoparticulas na mesma concentragao nao apresentaram efeito toxicologico.

Hafeez et al. (2015) avaliaram o potencial de nanoparticulas de cobre
em aumentar o crescimento e o rendimento de cultivares de trigo ( Triticum aestivum
cv. Millat-2011) em condigdes controladas. Em um experimento in vitro, o meio de
cultura enriquecido com concentragdes até 1,0 ppm, proporcionaram incremento no
crescimento das plantulas, conferindo um maior conteudo de clorofilas, uma maior
area foliar e um maior acumulo de massa seca. Por outro lado, a concentracéo de 2,0
ppm desencadeou efeitos deletérios no trigo, inibindo o crescimento. Aplicagbes via
substrato das nanoparticulas de cobre ndo causaram efeitos fitotdxicos nas plantas,
sendo possivel observar que a concentragao de 30 ppm aumentou significativamente
o conteudo de clorofilas, area foliar e, principalmente, a produgdo de grdos nas
condi¢des estudadas.

Saharan et al. (2016) e Choudhary et al. (2017a) investigaram os
efeitos de nanoparticulas de quitosana contendo cobre no processo germinativo e
posterior desenvolvimento de plantulas de milho. Em condic&o de laboratério, ambos
trabalhos realizaram um tratamento de sementes na concentragao de 0,01 a 0,16%.
As sementes foram colocadas para germinar em placas de petri com papel filtro
umedecido com 5 mL de agua destilada e foram alocadas em camara escura a 28°C
por 10 dias. Foi detectado incremento nos parametros morfolégicos das plantulas e
aumento da atividade das enzimas a-amilase e proteases. Os autores sugerem que o
maior crescimento das plantulas esta relacionado com a mobilizagdo das reservas,
principalmente amido, através do incremento da atividade da a-amilase.

A associagao entre a nanotecnologia e a bioatividade do cobre vem
demostrando resultados promissores na sintese de nanofertilizantes que tem como
objetivo conferir uma melhor eficiéncia de uso deste micronutriente pelas plantas,
promovendo o crescimento e desenvolvimento das mesmas (CHOUDHARY et al.,
2017b; LEONARDI et al., 2021). Além disso, esta associagdo também vem sendo
explorada para o desenvolvimento de nanopesticidas para o controle de patdégenos
de plantas. Li et al. (2020) avaliaram a protegéo conferida pela aplicagao foliar de um
nanocomposito de cobre e dissulfeto de molibdénio (MoS2) na protecéao de uma
cultivar de arroz (Oryza sativa cv. Huanghuazhan) contra o patdégeno Xanthomonas
oryzae pv. oryzae. Os autores reportaram que a severidade da doenga diminui de

86,25% para 7,5%, além de aumentar o conteudo de molibdénio e clorofilas, promove
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a inducdo da atividade de enzimas antioxidantes e a melhoria no crescimento das
plantas.

Quiterio-Gutiérrez et al. (2019) investigaram o efeito protetor
combinado da aplicacgédo foliar de nanoparticulas de cobre e selénio em uma variedade
de tomateiro (Solanum lycopersicum cv. El Cid F1) contra agdo do patégeno Alternaria
solani. Foi constatado que a combinagdo das nanoparticulas diminuiu a severidade
da doencga, sendo que as doses mais altas (cobre 50 mg L' + selénio 20 mg L")
induziram a atividade de enzimas antioxidantes e o conteudo de clorofilas nas folhas,
além de aumentar a concentragdo nos frutos de compostos antioxidantes néao
enzimaticos como ascorbato, glutationa, fendis e flavonoides.

Saharan et al. (2015) observaram que o tratamento de sementes de
tomate (Solanum lycopersicum cv. Suverna navodhya) com nanoparticulas de
quitosana contendo cobre influenciou positivamente a germinagcao das sementes e o
crescimento inicial das plantulas, além de inibir a germinagdo de esporos e o
crescimento micelial dos fungos Alternaria solani e Fusarium oxysporum, em modelo
in vitro. Sathiyabama e Manikandan (2018) avaliaram os efeitos do tratamento de
sementes, bem como a combinagao do tratamento de sementes com a aplicagao foliar
de nanoparticulas de quitosana contendo cobre no controle da brunose (Pyricularia
grisea) em plantas de milheto (Eleusine coracana). Para ambas as formas de
tratamento, observaram alteracdes no perfil de crescimento das plantas tratadas como
maior numero de folhas, area foliar e acumulo de massa seca, sendo a combinacao
do tratamento de sementes com a aplicacdo foliar mais efetiva no aumento do
desenvolvimento das plantas. Ainda, as plantas tratadas com as nanoparticulas
apresentaram supressao no desenvolvimento da doenca quando comparadas ao
controle, estando este efeito correlacionado a uma maior atividade de enzimas
relacionadas com a protegao contra patégenos.

A quitosana vem sendo utilizada na agricultura devido sua capacidade
de induzir o crescimento de plantas, bem como pela resposta de defesa vegetal contra
patdgenos, além da sua versatilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. A
quitosana possui também propriedades mucoadesivas, facilitando o transporte desses
compostos ativos através das membranas celulares, o que implica um grande
potencial para uso na industria agroquimica, além de ser considerada um excelente
biopolimero para preparagdo de micro e nanoparticulas (KUMARASWAMY et al.,

2018). Na associacao do cobre com a quitosana para sintese de nanoparticulas, é a
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arquitetura porosa da quitosana a responsavel pela liberagdo gradual do cobre da
nanoestrutura, sendo observado a deposi¢gdo do cobre na superficie dos poros,
tornando o contato das células vegetais com o cobre duradouro. Esta caracteristica
estrutural faz a quitosana possuir uma grande afinidade com o cobre, quando
comparado a outros metais, o que permite a obtencdo de uma alta eficiéncia de
encapsulacdo (SAHARAN et al., 2015).

Apesar do potencial em melhorar consideravelmente diferentes
processos fisioldgicos das plantas, nem sempre os efeitos conferidos pelos
nanomateriais ao metabolismo vegetal sdo positivos, sendo muitas vezes observados
efeitos negativos, comprometendo todo o crescimento e desenvolvimento de
diferentes espécies vegetais (AHMAD et al., 2022). Portanto, os efeitos induzidos
pelos nanomateriais sdo dependentes de muitos fatores e, por consequéncia, a
interacdo entre eles. Fatores inerentes ao nanomaterial como, propriedades fisico-
quimicas, tamanho, forma e concentragao, interagindo com a espécie vegetal, local
e/ou forma de aplicagdo das nanoparticulas, tempo de exposicdo aos nanomateriais

e com o ambiente de cultivo ou crescimento das plantas (AHMAD et al., 2022).

2.8.1 Nanotecnologia Verde

As aplicagdbes de nanomateriais na agricultura precisam ser
ecologicamente corretas, ndo gerando danos ao meio ambiente (MAHAKHAM et al.,
2017). Neste sentido, a sintese de nanoparticulas metdlicas utilizando extratos
bioldgicos de plantas, fungos ou bactérias pode ser uma alternativa para a preparagao
destes nanomateriais de uma maneira mais viavel ecologicamente em comparagao
com o0s métodos quimicos convencionais, proporcionando uma maior
biocompatibilidade e bioatividade, além da redugao ou auséncia de fitotoxicidade e do
uso de compostos agressivos ao ambiente (PEREIRA et al., 2021). A sintese verde
de nanomateriais baseia-se em rotas de sintese que tem como fonte primaria ou
iniciador da rota um organismo bioldégico ou partes dele (6rgaos, tecidos, células,
biomoléculas ou metabdlitos), por meio de processos de oxirredu¢do em meio aquoso.
As biomoléculas presentes nos organismos (ex: polissacarideos, proteinas,
peptideos, aminoacidos, acidos nucléicos e vitaminas) atuam como agentes redutores
do composto de interesse (ions metalicos, por exemplo), resultando na formagao das
nanoparticulas. Em alguns casos, quando se visa a obtengcdo de uma suspensao

coloidal, esses compostos podem formar uma camada estabilizante (chamada de
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capping), servindo como uma espécie de cobertura na superficie das nanoparticulas

metalica, evitando que as mesmas se agreguem (SILVA et al., 2017).
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CAPITULO |

3. CONDICIONAMENTO FISIOLOGICO DE SEMENTES COM NANOPARTICULAS
DE QUITOSANA CONTENDO COBRE PROMOVE O CRESCIMENTO INICIAL E
DEFESA ANTIOXIDANTE ENZIMATICA DE MUDAS DE MILHO (Zea mays L.)"

RESUMO

As caracteristicas unicas das nanoparticulas podem melhorar a eficacia do
condicionamento de sementes com ions metalicos, estimulando o crescimento da
planta e a resposta de defesa. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
do condicionamento de sementes de milho (Zea mays cv. IPR 165) com
nanoparticulas de quitosana contendo ions cobre (NPCu) no crescimento e na
atividade fotossintética de mudas nao estressadas, bem como na germinacado e
resposta antioxidante de sementes sofrendo deterioragdo causada por alta umidade
relativa e temperatura. O condicionamento de sementes com ions de Cu?* ou
nanoencapsulado influenciou o desenvolvimento inicial de mudas de milho cultivadas
em casa de vegetacao, principalmente por aumentar o crescimento da parte aérea e
a taxa relativa de transporte linear de elétrons do fotossistema Il, comparados ao
controle. Nanoparticulas de quitosana sem cobre (NP) induziram respostas
morfofisiolégicas menores. No ensaio de laboratorio com sementes submetidas ao
estresse, NPCu se destacou por aumentar fortemente a atividade de enzimas
antioxidantes. Por outro lado, o condicionamento fisioldgico com NP induziu estresse
oxidativo nas mudas de milho. Em condi¢gdes normais de crescimento, ions de Cu?*
promoveram o crescimento inicial de mudas de milho independentemente do
nanoencapsulamento. Na condicdo de estresse causada pelo processo de
deterioragdo, o NPCu combinou as propriedades da quitosana com a essencialidade

do Cu?*, promovendo a resposta antioxidante enzimatica.

Palavras-chave: bioquimica; biodegradavel; metais pesados; fisiologia; planta; pré-

tratamento.
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INTRODUGAO

Espera-se que a demanda por alimentos cresca substancialmente nos
proximos 30 anos devido ao aumento constante da populacdo mundial. Os sistemas
convencionais de produgao agricola com alto consumo de recursos nao podem
fornecer alimentos por meio da produgao sustentavel, portanto, a criacdo de praticas
agricolas inovadoras que protegem a base de recursos naturais e aumentam a
produtividade € de extrema importancia (USMAN et al., 2020). Nesse contexto, a
nanotecnologia tem sido aplicada na agricultura para aumentar a eficiéncia de
diferentes agroquimicos, visando melhorar a produtividade e a qualidade das lavouras
(KUMARASWAMY et al., 2018). Os nanomateriais podem ser utilizados em diferentes
etapas da produgado agricola, como armazenamento de sementes (protecdo contra
patdgenos), condicionamento de sementes (melhor viabilidade e envelhecimento
controlado), germinagcédo (aumento da velocidade e uniformidade), desenvolvimento
inicial (promogéo do crescimento), protecéo de plantas (controlado liberagao e maior
eficiéncia de agrotoxicos) e pds-colheita (aumento da vida util dos produtos agricolas)
(SHUKLA et al., 2019).

O condicionamento fisiolégico das sementes € um tratamento pré-
semeadura com hidratagao-desidratacdo das sementes sem permitir a emergéncia e
tem se mostrado uma ferramenta 0til para promover uma germinagao rapida e
uniforme, resultando em melhor qualidade das sementes, estabelecimento de mudas
e rendimento da cultura, bem como no aumento da tolerdncia a estresses ambientais
(LUTTS et al.,, 2016). Atualmente, existem diversas técnicas de condicionamento
fisiologico de sementes, amplamente divididas em métodos convencionais e
avancados. As técnicas convencionais compreendem hidrocondicionamento,
osmocondicionamento, condicionamento nutricional, condicionamento quimico,
biocondicionamento, preparo com reguladores de crescimento vegetal e preparo com
extratos vegetais, enquanto as técnicas avangadas incluem preparo de sementes com

nanoparticulas e agentes fisicos (WAQAS et al., 2019).

O nanopriming € uma abordagem baseada na combinagdo do
condicionamento fisiolégico e tratamento com nanoparticulas, representando uma
técnica eficiente para aumentar a germinacdo e o crescimento de mudas
(MAHAKHAM et al., 2017; ACHARYA et al., 2020). Os mecanismos por tras dessa
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combinagdo estdo relacionados as propriedades unicas das nanoparticulas, que
podem permitir maior penetracao no tegumento para liberagao de principios ativos e
melhoria na absorg¢ao de nutrientes e agua pela semente (DUTTA et al., 2018). Varias
nanoparticulas de metal (FeNPs, AgNPs, TiO2NPs, AuNPs, CuNPs, FeS2NPs, ZnNPs,
ZnONPs) e a base de carbono (nanotubos de carbono e fulereno) tém sido usadas
como agentes de nanopriming, aumentando a germinagcdo de sementes, o
crescimento de mudas e a tolerancia a condigbes ambientais adversas (SHUKLA et
al., 2019).

Outra possibilidade que tem sido explorada nos ultimos anos € o uso
de nanoparticulas poliméricas contendo nutrientes como agentes do condicionamento
fisiologico de sementes. Dentre a grande variedade de materiais, a quitosana é um
dos principais polimeros utilizados para sintetizar nanoparticulas devido a sua
versatilidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (MINCEA et
al., 2012). A quitosana também atua como agente promotor do crescimento vegetal,
apresenta propriedades antimicrobianas e pode induzir a resposta de defesa da planta
contra o estresse bidtico e abidtico (HIDANGMAYUM et al., 2019). Além disso, a
quitosana pode facilitar o transporte de compostos ativos através das membranas
celulares devido as suas propriedades mucoadesivas (HARISH PRASHANTH &
THARANATHAN, 2007).

A quitosana possui alta afinidade pelos ions cobre (Cu?*) quando
comparada a outros metais, o que permite a obtencdo de alta eficiéncia de
encapsulamento (SAHARAN et al., 2015). Além disso, as nanoparticulas de quitosana
poderiam distribuir melhor o cobre nos tecidos vegetais (PEREZ-DE-LUQUE, 2017),
aumentando a eficacia desse micronutriente no metabolismo vegetal. Alguns estudos
relataram que o tratamento de sementes de tomate e milho com nanoparticulas de
quitosana contendo ions de Cu?* melhorou o crescimento das mudas por induzir a
mobilizagdo de reservas de sementes, bem como aumentar a resposta de defesa
contra fungos patogénicos (SAHARAN et al., 2015, SAHARAN et al.,, 2016;
CHOUDHARY et al., 2017a; 2017b). No entanto, a adequagao das nanoparticulas de
quitosana contendo ions de Cu?* como agentes do condicionamento fisioldgico de
sementes para promover a tolerancia ao estresse abiotico néo foi abordada. Isso é

particularmente relevante, pois o processo de condicionamento em si, induz estresse,
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que nao pode ser eliminado mesmo quando as sementes sdo secas até a umidade
original (CHEN et al., 2013).

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do
condicionamento fisioldgico de sementes com nanoparticulas de quitosana contendo
ions de Cu?* sobre o crescimento inicial e a atividade fotossintética de mudas de milho
nao estressadas em comparagdo com ions de Cu?* livre e nanoparticulas de quitosana
sem conter ions de Cu?". Também analisamos o ganho proporcionado pela
nanoencapsulagdo de Cu?* em melhorar a germinagdo e a resposta antioxidante de
sementes de milho submetidas a deterioracdo sob alta umidade relativa e

temperatura.

MATERIAL E METODOS

Sintese de nanoparticulas de quitosana contendo ions Cu?*

Nanoparticulas de quitosana contendo Cu?* (NPCu) foram preparadas
pelo processo de gelificagao ionotropica (PELEGRINO et al., 2017). Resumidamente,
a solugao de quitosana (3 mL, 1 mg mL™") foi preparada em acido acético a 1% e
misturada com uma solugdo aquosa de CuCl2 (3 mL, 2,7 mol L") em agitagdo
magnética por 90 min a temperatura ambiente (pH ~ 4) . Uma solugéo de TPP (2 mL,
2,4 mg mL™") foi transferida para um tubo conectado a uma unidade controladora de
bomba automatica (Marte, MPV-500) e precipitada na solugao de quitosana/CuCl2 (a
uma taxa de fluxo fixa de 132 yL min'). O volume da solugdo de TPP seguiu a
proporgao volumétrica de 3 para 1 (quitosana/CuCl2:TPP). A mistura final foi agitada
por 60 min a temperatura ambiente para permitir a formagado de NPCu (1000 ug de
quitosana mL™") contendo CuCl2 em uma concentragido final de 1 mmol L.
Nanoparticulas de quitosana sem ions de Cu?* (NP) foram sintetizadas seguindo o
mesmo procedimento descrito, sem a adigao de CuCla.
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Medi¢bes do espalhamento dindmico de luz (DLS)

O diametro hidrodindmico médio (% por intensidade), indice de
polidispersado (PDI) e potencial zeta das NPCu foram obtidos por DLS (Nano ZS
Zetasizer, Malvern Instruments Co, Reino Unido). As medi¢des foram realizadas em
triplicata para dois experimentos independentes (n=6) a 25 °C, usando um angulo fixo
de 173° em células zeta capilares dobradas, descartaveis e com comprimento de
caminho de 10 mm em suspensao aquosa (LOPES-OLIVEIRA et al., 2019).

Determinacdo da eficiéncia de encapsulamento das nanoparticulas de quitosana

contendo ions de Cu?*

A eficiéncia de encapsulamento dos ions de Cu?* em nanoparticulas
de quitosana foi quantificada usando espectrometria de massa com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS) (Agilent 7900, Hachioji, Japdo). Os ions Cu?* livres (ndo
encapsulados) foram separados das nanoparticulas por ultracentrifugagéo usando um
dispositivo de filtro centrifugo Microcon (MWCO 10.000, Millipore). Para analise de
ICP-MS, aliquotas de 50 pL das amostras foram diluidas em 1 mL de solugdo aquosa
de acido nitrico a 2% (HNO3). As andlises foram realizadas em ftriplicata, e a
porcentagem de ions Cu?* encapsulados foi determinada pela equagdo (1)
(PELEGRINO et al., 2017; ROLIM et al., 2019):

Eficiéncia de encapsulamento (%) = 100 x (Cu?* total - Cu?* livre)/Cu?* total (1)

Material biolégico e tratamentos

O Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana (IDR, Londrina, PR,
Brasil) forneceu as sementes de Zea mays cv. IPR 165 usado neste estudo. Os
tratamentos foram: agua deionizada como controle (CONT), nanoparticulas de
quitosana/TPP contendo ions de Cu?* (NPCu), nanoparticulas de quitosana/TPP sem
ions de Cu?* (NP) e ions de Cu?* livre (Cu). Antes do inicio dos tratamentos nas
sementes destinadas aos testes de laboratério, o tegumento foi esterilizado com
hipoclorito de sddio 2% por 3 min sob imersao e agitagao, e em seguida lavado cinco
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vezes com agua deionizada para evitar a proliferagdo de microrganismos no

tegumento durante o processo de envelhecimento acelerado.

Com base nos resultados de um teste dose-resposta anterior, as
formulagdes de NPCu e Cu foram diluidas com agua para obter 0,0625 mmol L' de
ions de Cu?*. Seguindo a mesma diluicdo no caso do tratamento NP. As sementes
foram tratadas por imersao, sendo a proporgédo do volume da formulagéo calculada
em funcdo da umidade inicial da semente (12%). No total, 50 sementes foram
acondicionadas em potes plasticos herméticos de 60 mL, e cada tratamento foi
aplicado com 2,5 mL da formulagao, elevando a umidade das sementes para 22%. Os
potes plasticos contendo as sementes foram agitados continuamente a 200 rpm em
um agitador circular horizontal TS-2000A (Benchmark, Edison, NJ, EUA). Apos a
absorcao das formulagdes, as sementes foram secas em temperatura ambiente por
12 h.

Experimento de casa de vegetagdo

Foi conduzido um experimento em casa de vegetagao pertencente ao
Departamento de Biologia Animal e Vegetal (Universidade Estadual de Londrina,
Parana, Brasil), para avaliar o desenvolvimento inicial de mudas de milho provenientes
das sementes submetidas ao condicionamento fisiolégico com os tratamentos
anteriormente descritos. Copos de isopor de 946 mL (15,2 cm de altura x 12,2 cm de
diametro) preenchidos com areia e, contendo duas mudas de milho, foram usados
como unidade experimental (10 repeti¢cdes). Imediatamente apds a semeadura das
sementes nos copos, foram adicionados 50 mL de agua. Posteriormente, 50 mL de
agua foram aplicados quando necessario para evitar a dessecagao (quase a cada dois
dias). As plantas foram mantidas em condicbes de sombreamento parcial (50%) e
temperatura natural. A temperatura média do ar e a umidade relativa do ar durante o
experimento foram 24,6 + 2,81 °C e 59,1%, respectivamente (dados cedidos pela
estacdo meteorolégica do Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana — IDR,
Londrina, PR, Brasil). As temperaturas médias minimas e maximas diarias foram de
18,6 £ 1,82 °C e 31,6 + 3,95 °C, respectivamente. Aos 12 dias apds a semeadura
(DAS), as mudas receberam 50 mL de solug&o nutritiva (1,6 mmol L-' KNO3, 0,8 mmol
L' (NH4)2S04, 0,4 mmol L' KH2PO4, 0,8 mmol L' K2SO4, 0,8 mmol L' MgS04.7H20,
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0,6 ymol L' CuCl2.2H20, 0,8 ymol L' CaCl2.2H20, 100 pmol L' FeS04.7H20, 92 ymol
L' H3BO3s, 18 ymol L' MnCl2.4H20, 42 ymol L' ZnCl2 e 0,4 ymol L-' Na2Mo0O4.2H20),

em vez de agua.

As variaveis de trocas gasosas foram medidas aos 24 DAS, quando
as mudas estavam no estagio V3 e, a folha mais jovem totalmente expandida,
preenchia a camara de medigdo 6400-02B de um analisador de gas infravermelho
portatil LI-6400 XT (LI-COR® Biosciences, Lincoln, NE, EUA). As medigdes foram
realizadas das 9:00 h as 11:30 h, utilizando radiagdo fotossinteticamente ativa
saturante (PAR = 1.500 pmol m2 s') e a taxa de fluxo de 500 mL min-'. A taxa
fotossintética liquida (A) e a condutancia estomatica (gs) foram determinadas, e a

eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA) foi calculada como A/gs.

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram medidos em
folhas intactas usando um fluorémetro portatil OS1p (Opti-Sciences, Hudson, NY,
EUA). O rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm) foi medido ao
amanhecer em folhas adaptadas ao escuro (BAKER, 2008). O rendimento quantico
efetivo do fotossistema Il (AF/Fm') foi medido as 10h30 em folhas adaptadas a luz
(PAR = 1.050 pmol m2 s' no momento das analises) e taxa relativa de transporte

linear de elétrons do fotossistema Il (rETR) foi calculado como (BAKER, 2008):

rETR = AF/Fmx PAR x 0,5 x 0,84 (2)

Para as variaveis biométricas, foi utilizada a média das duas mudas
como valor de cada repeticdo. Aos 24 DAS foram obtidos o peso seco da parte aérea
(MSPA), comprimento de raiz (CR), peso seco de raiz (MSR) e area foliar (AF). Para
o comprimento da parte aérea (CPA), os valores foram obtidos aos 9, 16 e 23 DAS
em escala (desde o nivel do substrato até a juncdo da ultima folha expandida). A AF
foi medida com um medidor portatil de area foliar LI-3000C (LI-COR® Biosciences,
Lincoln, NE, EUA). Para determinagéao do peso seco, o material vegetal foi separado
em parte aérea e raizes e mantido a 60 °C até atingir peso constante.

Experimento de laboratorio

Foi conduzido um experimento no Laboratério de Analise de
Sementes do Departamento de Agronomia (Universidade Estadual de Londrina,

Parana, Brasil) para avaliar o efeito protetor do condicionamento fisiolégico contra a
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deterioragdo das sementes. Para isso, sementes previamente submetidas ao
condicionamento fisiolégico com os tratamentos descritos anteriormente, foram
utilizadas no teste de envelhecimento acelerado (MARCOS FILHO, 1999). Durante
esse processo, as sementes sdo expostas a alta temperatura (42 °C) e umidade
relativa do ar (proxima a 100%), o que aumenta consideravelmente o indice de
deterioragdo (MONTEIRO et al., 2017; SILVA et al.,, 2020). As sementes foram
distribuidas em camada Unica pelo método da caixa plastica (Gerbox®; 11 x 11 x 3
cm). Apos a adi¢cdo de agua deionizada (40 mL) ao fundo das caixas plasticas, elas
foram mantidas em camara de envelhecimento acelerado a 42 °C por 72 h. Quatro
repeticoes de 25 sementes envelhecidas foram entdo distribuidas em papéis de
germinagao (Germitest) umedecidos com agua destilada (2,5 vezes a massa do papel
seco). Um tratamento extra com sementes ndo condicionadas que ndo passaram pelo
envelhecimento acelerado (TEST) foi adicionado para comparagao. Os rolos de papel
foram mantidos em camara de germinacdo Mangelsdorf (5500-6J.Prolab, Dsylab,

Parana, Brasil) na posigéo vertical a 25 °C por sete dias.

Ao final do experimento, foram avaliados o percentual de germinagéo
e a massa seca de plantulas (MSP). Foram coletados 0,1 g de material vegetal por
repeticéo, selecionando a muda ao acaso e imediatamente imergindo o material em
nitrogénio liquido. O material ficou armazenado a -80 °C até a utilizagdo para as
avaliagdes bioquimicas. Parametros que indicam a ocorréncia de estresse oxidativo
foram medidos por meio da determinacgao do teor de peréxido de hidrogénio (H202) e
malondialdeido (MDA), seguindo as metodologias descritas por Alexieva et al. (2001)

e Camejo et al. (1998), respectivamente.

Para determinar as atividades das enzimas antioxidantes, as
amostras foram homogeneizadas em 1 mL de tamp&o de extragdo (1 mmol L-' EDTA,
tamp3ao fosfato de potassio 0,1 M pH 7,5, 2% polivinil-polipirrolidona, g L-') seguido de
centrifugagéo a 15.645x g (4 °C por 20 minutos). A atividade da ascorbato peroxidase
(APX, EC 1.11.1.11) foi determinada de acordo com Nakano e Asada (1981),
monitorando o consumo de ascorbato a 290 nm na presenca de H202. A atividade da
catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada segundo Aebi (1984), Anderson et al.
(1995) e Peixoto et al. (1999), acompanhando a diminuicao da absorbancia de H202
em 240 nm. A atividade da peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) foi determinada segundo

Peixoto et al. (1999), acompanhando o aumento da absorbédncia em 420 nm
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decorrente da oxidacao do pirogalol na presenga de H20:2. A atividade da superoéxido
dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi determinada de acordo com Giannopolitis € Ries
(1977), medindo a capacidade do extrato em inibir a fotorredu¢do do cloreto de azul

nitro de tetrazolio.

Analises estatisticas

Para ambas as condigbes, o delineamento experimental foi
inteiramente casualizado. Primeiramente, aplicamos testes e analises graficas dos
residuos para verificar normalidade, homogeneidade de varidncia e independéncia.
Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F e,
quando significativos, as médias foram comparadas pelo teste LSD (p < 0,05). As
analises foram realizadas com auxilio do programa R (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2020), utilizando o pacote estatistico ExpDes.pt.

RESULTADOS E DISCUSSAO

DLS e eficiéncia de encapsulamento das nanoparticulas de quitosana contendo ions
de Cu?*

As analises de DLS mostraram que NPCu tem um tamanho
hidrodinamico de 174,2 £ 1,5 nm, PDI de 0,43 £ 0,01 e potencial zeta de 28,8 £ 2,0
mV. A Figura 1 mostra a curva de correlagdo obtida por medi¢cdes de DLS, na qual
decai em ca. 103 ys. A auséncia de disturbios sugere uma boa correlagéo para esta
medida. O ICP-MS revelou uma eficiéncia de encapsulamento de ions de Cu?* em

nanoparticulas de quitosana de 97,6 £+ 0,2%.
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Figura 1 Curva de correlagdo de nanoparticulas de quitosana contendo ions de Cu?*, obtida por

medicdo do espalhamento dindmico de luz. A concentragdo de Cu?* nas nanoparticulas foi de 1 mmol
L.

Esses resultados indicam a formacao de particulas em nanoescala
com PDI moderado a baixo e valor de potencial zeta positivo devido aos grupos amino
da quitosana. A magnitude do valor do potencial zeta sugere estabilidade consideravel
da suspensao coloidal. Além disso, observamos alta eficiéncia de encapsulamento de
Cu®* em nanoparticulas de quitosana. Essas nanoparticulas sdo formadas por
interagdes eletrostaticas de quitosana, TPP e Cu?', e a alta eficiéncia de
encapsulamento dos ions pode ser atribuida a suas interagdes positivas. A quitosana
€ conhecida por ter uma alta afinidade por metais, incluindo cobre (INOUE et al., 1993;
NGAH et al., 2002), e a deposigédo de cobre na superficie porosa das nanoparticulas
de quitosana tem sido observada (SAHARAN et al., 2015; CHOUDHARY et al.,
2017b). Nossos resultados estao de acordo com estudos anteriores que descrevem a
preparacéo de nanoparticulas de quitosana carregadas com Cu?* para aplicagbes
agricolas (CHOUDHARY et al., 2017b).

Experimento de casa de vegetacdo

Para o desenvolvimento inicial de mudas de milho em casa de
vegetacdo, detectamos diferencas significativas no CPA a partir de 9 DAS (Fig. 2).

Ambos os tratamentos com cobre (NPCu; Cu) apresentaram maior CPA do que NP e



69

CONT aos 9 e 16 DAS. No entanto, apenas NPCu resultou em maior CPA do que
CONT aos 23 DAS.

OCONT aNPCu @NP @Cu
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Figura 2 Comprimento da parte aérea (CPA) de mudas de milho (Zea mays cv. IPR 165) desenvolvidas
a partir de sementes submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua destilada, como controle
(CONT); nanoparticulas de quitosana/TPP contendo ions de Cu?* (NPCu); nanoparticulas de
quitosana/TPP (NP) e ions de Cu?* (Cu). O CPA foi medido aos 9, 16 e 23 dias apds a semeadura
(DAS). Os dados representam a média + SE (n = 10). Letras diferentes acima das colunas indicam
valores significativamente diferentes de acordo com o teste LSD (p < 0,05).

NPCu também aumentou AF em 15% em comparagao com CONT,
enquanto NP diminuiu esse parametro (Fig. 3a). NPCu e Cu apresentaram maior
MSPA do que NP (cerca de 22%), mas apenas Cu levou a aumento de MSPA em
comparagao com CONT (Fig. 3b). O CR foi 9% maior em plantas NP do que em CONT
(Fig. 3c). Em relagdo ao MSR, nado houve diferencas significativas entre os

tratamentos (Fig. 3d).

Esses resultados sugerem que o condicionamento fisiolégico de
sementes com ions de Cu?* livre ou nanoencapsulado, impactaram positivamente o
crescimento inicial de mudas de milho, mesmo que o meio de cultivo incluisse esse
elemento. Pode-se supor que esses tratamentos aumentaram a disponibilidade de Cu
em locais de alta demanda por esse micronutriente. Corroborando, foi observado que
o condicionamento de sementes com sulfato de cobre (CuSOs4) melhora o
estabelecimento do estande de milho, o rendimento de graos de trigo e a germinacgao
de Brassica rapa (MONDAL & BOSE, 2019).
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Figura 3 Area foliar (AF) (a), peso seco da parte aérea (MSPA) (b), comprimento da raiz (CR) (c) e
peso seco da raiz (MSR) (d) de mudas de milho (Zea mays cv. IPR 165) desenvolvidas a partir de
sementes submetidas ao condicionamento fisiologico com agua destilada, como controle (CONT);
nanoparticulas de quitosana/TPP contendo ions de Cu?* (NPCu); nanoparticulas de quitosana/TPP
(NP) e ions de Cu?* (Cu). Os parametros foram medidos com 24 dias apés a semeadura. Os dados
representam a média + SE (n = 10). Letras diferentes acima das colunas indicam valores
significativamente diferentes de acordo com o teste LSD (p < 0,05).

Neto et al. (2020) verificaram que nanoparticulas de CuO promoveram
maior acumulo de biomassa em mudas de milho do que CuO e CuCl2, sugerindo que
0 nanopriming € uma alternativa mais eficiente para a entrega de micronutrientes.
Além disso, Choudhary et al. (2017a) demonstraram que as sementes tratadas com
nanoparticulas de quitosana contendo ions de Cu?' proporcionaram maior
crescimento das plantas em comparagao com tratamentos com CuSO4 e quitosana.
Este efeito foi relacionado a estimulacdo das atividades de a-amilase e protease,
levando a uma mobilizacdo mais significativa das reservas das sementes. Em
contraste com esses estudos anteriores (nos quais o crescimento das mudas ocorreu
in vitro em um meio sem cobre), aqui, ions de Cu?* livre e nanoencapsulado
melhoraram de forma semelhante o crescimento da parte aérea das mudas de milho.
Em outro estudo in vivo, o nanopriming de sementes com nanoparticulas de quitosana
contendo ions de Cu?" combinadas com uma pulverizagdo foliar do mesmo
tratamento, foi mais eficiente do que o Cu?* livre em melhorar o crescimento e

rendimento do milho (Choudhary et a. 2017b). No entanto, ndo esta claro se o ganho
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proporcionado pela nanoencapsulacdo foi mais relacionado ao nanopriming da

semente ou do tratamento foliar.

Apesar de possuir atividade promotora do crescimento vegetal, as
respostas bioldgicas desencadeadas pela quitosana dependem de sua concentragéo,
da espécie vegetal e do estagio de desenvolvimento (HIDANGMAYUM et al., 2019).
Foi detectado apenas efeitos menores proporcionado pelo NP aos parametros
biométricos avaliados, sugerindo que a concentragdo de quitosana aplicada nao foi
ideal para o milho. Assim, os efeitos do NPCu no crescimento do milho provavelmente

estdo relacionados a nanoencapsulagéo de Cu?* e n&o a quitosana em si.

Alguns parametros fisiolégicos das mudas de milho foram avaliados
para verificar se estes, poderiam estar relacionados ao crescimento melhorado
induzido pelo condicionamento fisioldgico das sementes. Enquanto Fv/Fm n&o mostrou
mudancgas significativas entre os tratamentos (Fig. 4a), NPCu e Cu aumentaram a

rETR de mudas de milho em comparagdo com NP (Fig. 4b).
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Figura 4 Rendimento quantico maximo do fotossistema Il (F./Fm) (a) e taxa relativa de transporte linear
de elétrons do fotossistema Il (rETR) (b) de mudas de milho (Zea mays cv. IPR 165) desenvolvidas a
partir de sementes submetidas ao condicionamento fisiol6gico com agua destilada, como controle
(CONT); nanoparticulas de quitosana/TPP contendo ions de Cu?* (NPCu); nanoparticulas de
quitosana/TPP (NP) e ions de Cu?* (Cu). Os parametros foram medidos com 24 dias apés a semeadura.
Os dados representam a média + SE (n = 10). Letras diferentes acima das colunas indicam valores
significativamente diferentes de acordo com o teste LSD (p < 0,05).

Além disso, o Cu se destacou por promover um aumento de 10% no
rETR em relagdo ao CONT. Essa estimulagado da rETR esta de acordo com a alta
demanda de cobre pela cadeia de transporte de elétrons no fotossistema Il (YRUELA,
2013). O cobre € um componente da plastocianina, que é a proteina contendo cobre
mais abundante nos cloroplastos e desempenha um papel vital na transferéncia de
elétrons durante as reagdes fotossintéticas de luz (YRUELA, 2009). De fato, Pradhan
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et al. (2015) demonstraram os efeitos positivos das nanoparticulas de Cu na cadeia
de transporte de elétrons e na fotofosforilagcdo de plantas de feijao moyashi (Vigna

radiata), associados a um melhor crescimento.

Ao avaliar os parametros de trocas gasosas, foi observado que A e EIUA nao
diferiram entre os tratamentos, mas houve redugdes significativas na gs induzida por
NPCu e NP (11 e 13%, respectivamente, em relagcédo ao CONT) (Fig. 5).
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Figura 5 Taxa fotossintética liquida (A) (a), condutancia estomatica (gs) (b) e eficiéncia intrinseca no
uso da agua (EIUA) (c) de mudas de milho (Zea mays cv. IPR 165) desenvolvidas a partir de sementes
submetidas ao condicionamento fisioldgico com agua destilada, como controle (CONT); nanoparticulas
de quitosana/TPP contendo ions de Cu2* (NPCu); nanoparticulas de quitosana/TPP (NP) e ions de
Cu?* (Cu). Os parametros foram medidos com 24 dias apds a semeadura. Os dados representam a
média + SE (n = 10). Letras diferentes acima das colunas indicam valores significativamente diferentes
de acordo com o teste LSD (p < 0,05).
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Embora os tratamentos nédo tenham alterado a assimilagdo de CO2 por area
foliar, o NPCu foi o unico a aumentar a AF (Fig. 3a), o que significa maior fotossintese
total por planta. A diminuicdo de gs em plantas tratadas com NPCu e NP esta de
acordo com os efeitos antitranspirantes da quitosana (KUMARASWAMY et al., 2018;
HIDANGMAYUM et al., 2019). Em condigbes normais e de estresse, o teor de acido
abscisico aumenta nas folhas pulverizadas com quitosana, levando ao fechamento
dos estdbmatos. No entanto, a quantidade de quitosana fornecida pelo
condicionamento fisiolégico das sementes n&do induziu ao fechamento drastico dos
estdmatos nas mudas de milho, mantendo o EIUA inalterado em comparagdo com o

controle.

Experimento de laboratdério

O teste de envelhecimento acelerado sob alta umidade relativa e
temperatura € amplamente utilizado para avaliar o vigor de sementes. Essa técnica
induz estresse severo em diferentes espécies vegetais, impondo redugéo significativa
na germinagcdo das sementes (SANTOS et al., 2003; DE MORAIS & ROSSETTO,
2013; PEREIRA et al., 2015). Utilizando sementes de milho, Zucareli et al. (2011)
obtiveram redugdo média de 60% na germinagao apds o teste de envelhecimento
acelerado. No presente estudo, aplicamos os tratamentos de condicionamento
fisiologico das sementes antes do teste de envelhecimento acelerado para avaliar se
os tratamentos poderiam proteger as sementes do processo de deterioragcdo. Como
esperado, a porcentagem de germinacgao foi baixa em todos os tratamentos em
comparagao com as sementes que ndo passaram pelo processo de envelhecimento
acelerado (tratamento TEST) (Fig. 6a). Embora ndo sendo possivel detectar
diferengas significativas entre as sementes envelhecidas, NPCu e Cu tenderam a
aumentar a porcentagem de germinacao e, NP, a de reducdo em relagdo ao CONT.
NPCu e Cu também apresentaram maior MSP do que NP (cerca de 40%), mas nao
diferiram de CONT e TEST (Fig. 6b).
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Figura 6 Germinacao (%) (a) e peso seco de plantulas (MSP) (b) de milho (Zea mays cv. IPR 165)
desenvolvidas a partir de sementes ndo submetidas ao condicionamento fisiolégico e que nao
passaram pelo teste de envelhecimento acelerado (TEST), sementes submetidas ao condicionamento
fisiolégico com agua destilada, como controle (CONT); nanoparticulas de quitosana/TPP contendo ions
de Cu?* (NPCu); nanoparticulas de quitosana/TPP (NP) e ions de Cu?* (Cu). Os parametros foram
medidos sete dias apds as sementes condicionadas terem sido submetidas ao envelhecimento
acelerado sob alta umidade e temperatura. Os dados representam a média + SE (n = 4). Letras
diferentes acima das colunas indicam valores significativamente diferentes de acordo com o teste LSD
(p < 0,05).

Além de apresentar o menor MSP, NP quase dobrou os niveis de H202 e MDA
de mudas de milho em comparagédo com os outros tratamentos (Fig. 7a, 7b). NPCu e
Cu ndo alteraram essas variaveis em comparagao com CONT e TEST. Embora o H202
possa atuar como uma molécula sinalizadora que regula a expressao de varios genes
envolvidos no processo germinativo (EL-MAAROUF-BOUTEAU et al., 2013), o
aumento acentuado de seu conteudo induzido pela NP provavelmente esta associado
ao estresse oxidativo, como sugerido pelo aumento do conteudo de MDA (um
marcador de peroxidacao lipidica). Geralmente, o nanopriming induz o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) apds a internalizagao das nanoparticulas através
do revestimento da semente, levando a varias rea¢cdes em cascata (GUHA et al.,
2018). O tratamento com quitosana pode induzir a produgdo de diferentes
mensageiros intracelulares, como H202, Ca?* e 6xido nitrico, que atuam nas respostas
de sinalizagao de estresse (HIDANGMAYUM et al., 2019). No entanto, o estresse
severo aplicado provavelmente excedeu a capacidade de sinalizagdo da quitosana,

resultando em dano oxidativo, o que nao ocorreu no tratamento com NPCu.
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Figura 7 Teores de perdxido de hidrogénio (H202) (a) e malondialdeido (MDA) (b) de mudas de milho
(Zea mays cv. IPR 165) desenvolvidas a partir de sementes ndo submetidas ao condicionamento
fisioloégico e que ndo passaram pelo teste de envelhecimento acelerado (TEST), sementes submetidas
ao condicionamento fisiolégico com agua destilada, como controle (CONT); nanoparticulas de
quitosana/TPP contendo ions de Cu?* (NPCu); nanoparticulas de quitosana/TPP (NP) e ions de Cu?*
(Cu). Os parametros foram medidos sete dias apds as sementes condicionadas terem sido submetidas
ao envelhecimento acelerado sob alta umidade e temperatura. Os dados representam a média £ SE (n
= 4). Letras diferentes acima das colunas indicam valores significativamente diferentes de acordo com
o teste LSD (p < 0,05).

O envelhecimento acelerado reduziu a atividade de SOD em
comparagao com TEST, com exceg¢dao das sementes tratadas com NPCu, que
mostraram maior atividade de SOD (Fig. 8a). Da mesma forma, NPCu estimulou a
atividade de POD em cerca de 1,4 vezes em comparagao com TEST, 2,6 vezes em
comparagao com CONT e Cu e 6 vezes em comparagao com NP (Fig. 8b). Exceto
para NPCu, todas as outras sementes envelhecidas (CONT, Cu e NP) apresentaram
menor atividade da POD em relagéo ao tratamento TEST. O Cu foi o Unico tratamento
que diminuiu a atividade de APX (25%) em comparagéo com TEST (Fig. 8c). NP e Cu
reduziram a atividade de APX em relacdo a CONT (29 e 33%, respectivamente),
enquanto NPCu néo diferiu de CONT. O CONT aumentou a atividade da CAT (30%)
em comparagdo ao TEST (Fig. 8d). Em contraste, os tratamentos NPCu e Cu
diminuiram a atividade de CAT em comparagdgo com CONT (37 e 41%,

respectivamente).

No geral, esses resultados sugerem que a associagao de
nanoparticulas de quitosana com ions de Cu?* otimizou a maquinaria enzimatica
antioxidante das mudas de milho desenvolvidas sob estresse. Da mesma forma,
Choudhary et al. (2017b) relataram que o nanopriming de sementes juntamente com
a pulverizagao foliar com nanoparticulas de quitosana contendo ions de Cu?*
induziram maiores atividades de SOD e POD do que o tratamento somente com

quitosana, quando pulverizados nas folhas de milho. Ambas as enzimas tém papéis
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importantes nas respostas das plantas a estresses bioticos e abidticos. A SOD é uma
enzima chave que remove o anion superoxido, enquanto a POD remove os perdxidos
(incluindo H202) (HIDANGMAYUM et al., 2019). Vale ressaltar que a isoforma SOD
estromal possui Cu em sua constituicdo (YRUELA, 2009).
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Figura 8 Atividades das enzimas superéxido dismutase (SOD) (a), peroxidase (POD) (b), ascorbato
peroxidase (APX) (c) e catalase (CAT) (d) de mudas de milho (Zea mays cv. IPR 165) desenvolvidas a
partir de sementes ndo submetidas ao condicionamento fisiolégico e que ndo passaram pelo teste de
envelhecimento acelerado (TEST), sementes submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua
destilada, como controle (CONT); nanoparticulas de quitosana/TPP contendo ions de Cu?* (NPCu);
nanoparticulas de quitosana/TPP (NP) e ions de Cu?* (Cu). Os parametros foram medidos sete dias
apos as sementes condicionadas terem sido submetidas ao envelhecimento acelerado sob alta
umidade e temperatura. Os dados representam a média + SE (n = 4). Letras diferentes acima das
colunas indicam valores significativamente diferentes de acordo com o teste LSD (p < 0,05).

Alguns estudos anteriores demonstraram a ativacdo da SOD e CAT
em diversas sementes submetidas ao nanopriming e cultivas em condigdo sem
estresse (CHANDRASEKARAN et al., 2020). No presente estudo, a diminuicdo da
atividade da CAT pode ser explicada pela alteragdo na sintese ou montagem das
subunidades enzimaticas em condi¢cdes estressantes (VERMA & DUBEY, 2003;
SRIVASTAVA et al.,, 2006). Além disso, a concentragdo de cobre contida nos
tratamentos NPCu e Cu pode ter sido suficiente para inibir a atividade da CAT. Ye et
al. (2014) demonstraram que o excesso de cobre inibe a atividade da CAT em

sementes descascadas de arroz (Oryza sativa L. cv. Yangdao 6) devido a supressao
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da expressao do gene OsCATa. Apesar de diminuir a atividade CAT, NPCu permitiu
a manutencao da atividade APX semelhante ao visualizado no tratamento CONT. A
APX também desempenha um papel crucial na desintoxicacdo de ROS durante
condigbes estressantes, tendo maior afinidade por H202 do que a CAT (TIWARI &
SARANGI, 2015). Em contraste, o Cu inibiu as atividades de CAT e APX.

Em conjunto, esses resultados demonstram os beneficios da
nanoencapsulagdo dos ions de Cu?* na regulagdo de enzimas antioxidantes em
sementes de milho submetidas a estresse abidtico. No tratamento NPCu, a
associagédo entre ions de Cu?* e quitosana garantiu maior bioatividade do que os
compostos separados, quando submetidos a condigao de estresse severo. Saharan
et al. (2015) demonstraram que as nanoparticulas de quitosana possuem poros nos
quais os ions de Cu?* adere, prolongando o contato das células vegetais com o Cu?*.
A quitosana também possui propriedades mucoadesivas, melhorando o transporte de
compostos ativos através das membranas celulares e sua distribuicdo nos tecidos
vegetais (HARISH PRASHANTH & THARANATHAN, 2007).

CONCLUSAO

Sob condigdes favoraveis, o condicionamento fisiolégico de sementes
com ions de Cu? livre ou nanoencapsulado influenciou positivamente o
desenvolvimento inicial de mudas de milho, principalmente promovendo o crescimento
da parte aérea e maior taxa relativa de transporte linear de elétrons do fotossistema
II. Na condigcao estressante causada pelo processo de deterioragdo das sementes, as
nanoparticulas de quitosana contendo ions de Cu?* se destacaram em relagéo aos
ions de Cu?* livre na ativagéo da resposta antioxidante enzimatica. Nanoparticulas de
quitosana/TPP sem cobre promoveram apenas efeitos morfofisiolégicos menores em
condigbes normais e, sob condigdo de estressante, induziram ainda mais estresse

oxidativo nas sementes de milho submetidas a deterioragao acelerada.
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CAPITULOII

4. AVALIAGAO DO CONDICIONAMENTO FISIOLOGICO DE SEMENTES DE
MILHO COM NANOPARTICULAS DE OXIDO DE COBRE E SUSCETIBILIDADE
DAS PLANTAS AO DEFICIT HIiDRICO

RESUMO

O condicionamento fisiolégico de sementes com nanoparticulas tem emergido como
ferramenta para aumentar a tolerancia de plantas aos estresses ambientais,
contribuindo para uma agricultura mais eficiente e sustentavel. Neste contexto,
objetivou-se avaliar os efeitos do condicionamento fisiolégico de sementes de milho
(Zea mays cv. Balu 787) com duas nanoparticulas de CuO obtidas via sintese verde
(acido ascorbico - ACuO ou extrato de cha verde - GTCuO) no desenvolvimento inicial
das plantulas e na suscetibilidade ao déficit hidrico. Tanto no experimento de
laboratério quanto no de casa de vegetacao, foi seguido o delineamento inteiramente
casualizado, com os tratamentos sendo constituidos por doses de ambas
nanoparticulas (0; 14,5; 29; 58 e 116 mg Cu L™"). A dose 0 mg Cu L-" foi o tratamento
controle, sendo feito o condicionamento fisiolégico das sementes com &agua
deionizada. Em laboratério, por espectrometria de fluorescéncia de raio-X dispersiva
em energia (EDXRF), foi detectada a intensidade de fétons de raio-X do cobre nas
sementes tratadas e nas plantulas crescidas em condigdo sem restricdo hidrica ou
sob déficit hidrico simulado com solugao de polietilenoglicol-6000, visando a obtengéo
de um potencial osmoético de -0,3 MPa (a 25 °C). Ja no experimento em casa de
vegetacao, foram avaliados parametros fisioldgicos das plantas com 13, 20 e 24 dias
apo6s semeadura. Do 20.° ao 24.° dia apds a semeadura, as plantas foram submetidas
ao déficit hidrico severo, com interrupgao total da irrigagao. Ao final do experimento,
foi obtido os valores do crescimento em massa seca (parte aérea e raiz) e a razédo
entre a massa seca da raiz e da parte aérea. Os resultados evidenciaram efeitos dose-
dependentes das nanoparticulas no crescimento inicial e na suscetibilidade ao déficit
hidrico. Nas sementes tratadas, a maior dose de ACuO (116 mg Cu L") promoveu
uma intensidade de cobre 77% maior que a promovida pela GTCuO na mesma
concentracédo. As plantas tratadas com GTCuO apresentaram incremente da parte
area em comparagao aos demais tratamentos. Por outro lado, ACuO promoveu
reducdo da parte aérea e aumento de raiz. A dose de 58 mg Cu L' proporcionou os
melhores efeitos na atividade fotossintética das plantas para cada uma das
nanoparticulas, destacando-se ACuO por conferir a mesma atividade fotossintética
promovida pelo GTCuO, além de induzir alteragdes morfolégicas que atenuassem os
efeitos deletérios do déficit hidrico. Entretanto, ambas nanoparticulas de 6xido de
cobre (CuO NPs) apresentaram potencial para alterar o crescimento das plantas
oriundas das sementes tratadas, podendo resultar em diferentes efeitos ao
desenvolvimento subsequente e, em resposta as condigdes do meio de cultivo,
impactar de forma positiva ou negativa todo o metabolismo vegetal.

Palavras-chave: Zea mays; restrigcao hidrica; CuO; sintese verde de nanoparticulas;

nanotecnologia.
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INTRODUGAO

O déficit hidrico deixou de ser um problema tipico de regides aridas e
semiaridas, passando a ocorrer também em outras regides produtoras (HOLMAN et
al., 2021). Sendo o setor da economia mais vulneravel as mudancgas climaticas, a
agricultura constantemente lida com situagdes adversas que comprometem todo o
processo produtivo e, inevitavelmente, elevam os custos de producado, além de
diminuir a quantidade e qualidade dos produtos ofertados (KUWAYAMA, 2022).
Embora os avangos tecnoldgicos ao longo dos anos tenham possibilitado melhorias
consideraveis na agricultura, a agua ainda continua sendo o fator critico que limita a
producao global de alimentos (D’ODORICO et al., 2018).

Este cenario vem incentivando o desenvolvimento de nanomateriais
para agricultura, visando a obtencdo de novos produtos, otimizacdo dos antigos,
praticas agricolas mais sustentaveis e maior tolerancia das culturas aos variados tipos
de estresses, conciliando produtividade com uma agricultura mais eficiente (USMAN
et al., 2020). Os nanomateriais podem ser incorporados ao agrossistema por
intermédio de diferentes técnicas e para distintas fungdes. Dentre as técnicas
possiveis, a utilizacdo de nanoparticulas para a realizagcdo do condicionamento
fisiolégico de sementes se mostra uma promissora maneira de uso desses materiais,
fazendo com que as propriedades dos nanomateriais potencializem os beneficios do
condicionamento fisiolégico de sementes convencional (LUTTS et al., 2016; WAQAS
et al., 2019).

Por exemplo, a associagao entre a nanotecnologia e a bioatividade do
cobre, vem demostrando resultados significativos como nanofertilizante e
nanopesticida (MALANDRAKIS et al.,, 2019; PARIONA et al., 2019; QUITERIO-
GUTIERREZ et al., 2019; SAFAEI et al., 2019; MA et al., 2020; SATHIYABAMA et al.,
2020; LEONARDI et al., 2021; GOMES et al., 2021). No geral, os nanofertilizantes
fornecem o nutriente com maior preciséo e desempenho (MANJUNATHA et al., 2016),
melhorando o aproveitamento do elemento e, consequentemente, o desenvolvimento
das plantas de forma mais efetiva que os fertilizantes convencionais (SIDDIQUI et al.,
2015). Outra vantagem enaltecida da aplicacdo da nanotecnologia na agricultura é
reduzir as perdas do bioativo por fatores ambientais como a lixiviagdo (MORALES-

DIAZ et al., 2017), mitigando os impactos da producéo agricola ao meio ambiente.
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As nanoparticulas a base de cobre também demostram potencial para
mitigar os efeitos de estresses abidticos, mediante a modulagédo da expressao génica
e de alteragbes morfoldgicas que proporcionam beneficios diante desta condi¢cao
estressante (LINH et al., 2020). Yang et al. (2018) verificaram que nanoparticulas de
oxido de cobre e de zinco (CuO NPs; ZnO NPs) nao prejudicaram a tolerancia a seca
conferida pela colonizagao das raizes com bactéria Pseudomonas chlororaphis OB,
em mudas de trigo (Triticum aestivum cv. Doloris). As nanoparticulas proporcionaram
alteragcdes morfolégicas benéficas, além de aumentar a expressdo de genes
relacionados a tolerancia ao déficit hidrico e aos metais pesados, evidenciando que
as nanoparticulas podem conferir, simultaneamente, protecdo contra multiplos
estresses. No entanto, Potter et al. (2018) verificaram que, apesar de CuO NPs e
outras nanoparticulas de o6xido de metal aplicadas no meio de cultivo
(nutricionalmente balanceado) nao terem interferido na colonizagao das raizes pela
Pseudomonas chlororaphis O6, as nanoparticulas nao proporcionaram nenhuma
melhoria na resposta a seca de uma cultivar de trigo ja tolerante (Triticum aestivum

cv. Juniper).

Da mesma forma que o uso da nanotecnologia pode promover uma
gama de beneficios para agricultura, ela também pode prejudicar o pleno
desenvolvimento das culturas, visto que nem sempre os efeitos conferidos pelos
nanomateriais ao metabolismo vegetal sdo positivos. Portanto, os efeitos induzidos
sao dependentes de muitos fatores e, por consequéncia, a interacdo entre eles.
Podem ser citados fatores inerentes ao nanomaterial (como tipo, tamanho, forma,
carga e concentracado), e fatores como a espécie vegetal utilizada, método de
aplicagao, tempo de exposicdo aos nanomateriais € o0 ambiente de cultivo da planta
(AHMAD et al., 2022).

Uma das maneiras de atenuar os potenciais impactos ambientais
causados pelo uso de nanomateriais na agricultura, € por meio da sintese de
nanoparticulas metalicas utilizando os principios da sintese verde de nanomateriais.
A nanotecnologia verde baseia-se em rotas de sintese que tem como fonte primaria
ou iniciador da rota um organismo biolégico ou partes dele (6rgaos, tecidos, células,
biomoléculas ou metabdlitos), por meio de processos de oxirredugédo em meio aquoso.
As biomoléculas presentes nos organismos (ex: polissacarideos, proteinas,

peptideos, aminoacidos, acidos nucléicos e vitaminas) atuam como agentes redutores
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que promovem a reducdo do composto de interesse (ions metalicos, por exemplo),
resultando na formacéo das nanoparticulas (SILVA et al., 2017). Além de atuar como
agentes redutores, esses materiais também podem ser usados como “capping”
(recobrimento) e dispersantes ao mesmo tempo, evitando o uso de reagentes toxicos
e nocivos (YING et al., 2022).

Neste contexto, o presente estudo objetivou averiguar as implicagdes
do condicionamento fisiologico de sementes com diferentes doses de CuO NPs
obtidas seguindo os preceitos da sintese verde, avaliando as sementes tratadas e as
plantulas formadas apdés a germinacdo. Objetivou-se ainda avaliar o impacto do
condicionamento fisiolégico das sementes com as respectivas CuO NPs, no
crescimento inicial e processos fisioldgicos plantas de milho em condigdes sem e com

restricdo hidrica.

MATERIAL E METODOS

Sintese das CuO NPs

CuO NPs foram sintetizadas por duas rotas diferentes: (i) extrato de
cha verde e (ii) acido ascoérbico/amido. O extrato de cha verde foi preparado na
concentragdo de 2,5 mg mL-'. Uma solugdo aquosa de CuClz2 (93,0 mmol L") foi
adicionada gota a gota ao extrato de cha verde na proporgao de 2:1, respectivamente.
Apds a adigdo, o pH da solugao foi ajustado para 5,5 com NaOH (1 mol L") e agitado
por 15 min. A sintese via acido ascorbico/amido foi baseada na metodologia proposta
por Khan et al. (2016) com algumas modificagdes. Uma solugdo aquosa de CuSO4
(157 mmol L") foi preparada em 30 mL de amido (3%) sob agitagéo vigorosa por 30
min a 90 °C. Em seguida, adicionou-se rapidamente a solu¢do 7,5 mL de &cido
ascoérbico 2,57 mol L-'. Posteriormente, 12,5 mL de solugédo de hidréxido de sédio
0,524 mol L' foram adicionados lentamente a sintese com agitagdo e aquecimento de
80 a 90 °C por 2 horas. As CuO NPs foram separadas por centrifugagao e liofilizadas
(PELEGRINO et al., 2020).
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Caracterizagdo das CuO NPs

O tamanho hidrodindmico e o potencial zeta das CuO NPs foram
avaliados por espalhamento dinamico de luz (DLS). Foi utilizada uma nano série
(Nano ZS Zetasizer, Malvern Instruments Co, Reino Unido) acoplada a um laser de
633 nm e ajustada com um angulo de retro espalhamento de 173°. Todas as medi¢des
foram realizadas em triplicata, a 25 °C, em cubetas de plastico e células zeta capilares
dobradas, descartaveis e com comprimento de caminho de 10 mm. O tamanho do
estado sodlido foi avaliado por microscopia eletronica de transmisséo (TEM). CuO NPs
foram dispersas, gotejadas em uma grade revestida com carbono e secas a
temperatura ambiente. As imagens foram obtidas usando um microscopio eletrénico
de transmisséo a 20 kV (JEM-2100 TEM, Jeol Ltd.). A analise de tamanho foi realizada
com o software Imaged. A concentracado de cobre nas CuO NPs foi determinada por
espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) (Agilent
7900, Hachioji, Jap&o). Inicialmente, 50 mg de CuO NPs foram colocadas em tubos
de Teflon de 50 mL, 1,5 mL de HNO3 (65% v v'') foi adicionado e os tubos foram
fechados e mantidos por 2 h em temperatura ambiente (25 °C). O volume foi
completado para 50 mL com agua tipo 1. Finalmente, a solugao foi diluida 25.000
vezes e a concentracao de Cu foi determinada por ICP-MS em triplicata. (KOHATSU
et al., 2021).

Material biolégico e tratamentos

As sementes de milho hibrido (Zea mays cv. Balu 787) utilizadas
neste estudo foram fornecidas pela empresa de sementes Balu (Arapongas, Parana,
BR). As sementes foram tratadas com as suspensdes de CuO NPs sintetizadas a
partir de acido ascorbico (ACuO) e de extrato de cha verde (GTCuO). Para isso, cada
uma das CuO NPs foram dissolvidas em 50 mL de agua destilada por meio do
processo de sonicagéo (Elmasonic P, Elma, Gottlieb-Daimler-Strale, DE), operando
a 37 kHz, no modo sweep, com uma poténcia de ultrassom de 30% e temperatura
aproximada de 33 °C por 60 minutos. Em sequéncia, as solucdes estoques de ACuO

e GTCuO foram diluidas em diferentes concentragcdes de acordo com a Tabela 1,
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baseando-se no teor de cobre contido em cada uma delas (72,5% + 2% para ACuO e
52 + 5% para GTCuO), obtidos seguindo a metodologia anteriormente descrita.
Tabela 1 Concentracao correspondente de cobre nas suspensdes de nanoparticulas

de CuO sintetizadas com acido ascorbico (ACuQ) e extrato de cha verde (GTCuO).

ACuO GTCuO Cu

20 27,8 14,5
40 55,6 29
80 111,2 58
160 2224 116

Ao todo, 150 sementes por tratamento foram colocadas em frascos
Erlenmeyer de 125 mL e, apds a aplicagdo de 50 mL das nanoparticulas previamente
diluidas, os frascos foram vedados com parafilme e mantidos sob agitagao constante
a 200 rpm em um agitador circular horizontal (TS-2000A, Benchmark, Edison, EUA).
Durante o processo de tratamento, o equipamento foi coberto com um saco plastico
preto, mantendo as sementes no escuro e em temperatura ambiente. Apos oito horas
de tratamento, as sementes foram colocadas em placas de petri e secas a temperatura
ambiente por no minimo 12 horas até a realizagdo dos experimentos. Para os
experimentos laboratoriais, além das concentracbes previamente descritas, foi
adicionado um tratamento controle em que as sementes ndo foram submetidas ao
condicionamento fisioldgico (TEST). A concentragdo de 0 mg L-' € um tratamento em
que as sementes foram submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua
destilada, também servindo como tratamento controle (CONT) para averiguar e
comparar os diferentes efeitos induzidos pelo tratamento com agua, em comparagao

aos demais tratamentos.

Experimento de laboratorio

No Laboratério de Analise de Sementes do Departamento de
Agronomia da Universidade Estadual de Londrina (UEL, Londrina, Parana, BR), foram
realizados os procedimentos para obtencdo de material vegetal para as analises de
espectrometria de fluorescéncia de raios-X dispersiva em energia (EDXRF). Para isso,

uma porgao das sementes tratadas foram selecionadas ao acaso apds o periodo de
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secagem, constituindo cinco sementes por repeticdo e um total de quatro repetigcdes
por tratamento. Cada repeti¢cao foi acondicionada em sacos de papel e mantidas sob

temperatura ambiente.

Além disso, um total de 100 sementes tratadas, foram colocadas para
germinar em condi¢cbes de laboratdrio. Para isso, 25 sementes referente a cada um
dos tratamentos foram distribuidas em papéis de germinacao (Germitest), umedecidos
com agua destilada ou solugdo de polietilenoglicol-6000 (PEG) para indugéo do
estresse hidrico, a qual foi preparada na concentragdo de 151 g L-' visando a obtengéo
de um potencial osmético de -0,3 MPa (a 25 °C). Tanto para condicao sem restricao
hidrica (agua) quanto para condigdo com restricdo hidrica (PEG), os papéis germitest
foram umedecidos com um volume em mL das respectivas solugdes na proporgcao de
2,5 vezes a massa de papel seco. Para cada tratamento, foram montados quatro rolos
de papel com 25 sementes cada um, sendo dois rolos destinados para condigdo sem
restricdo hidrica e outros dois rolos de papel com 25 sementes cada para condi¢cao
com restricdo hidrica. Os rolos de papel, acondicionados em sacos plasticos e
fechados com elastico, foram mantidos em cadmara incubadora (BOD), regulada a 25
°C, por sete dias. Apos o periodo de germinacdo, as plantulas também foram
selecionadas ao acaso para formar as unidades experimentais, totalizando dez

repeticoes de cinco plantulas por tratamento.

Para proceder com as avaliacbes, os sacos de papel contendo as
plantulas e as sementes que haviam sido tratadas, foram para secagem em estufa a
60 °C até massa constante. A massa seca de plantulas (MSP) foi determinada e,
posteriormente, quatro das dez repeticdes por tratamento foram selecionadas ao
acaso com a finalidade de serem usadas nas medi¢cdes de EDXRF. As amostras foram
preparadas para analise de EDXRF da seguinte maneira: as cincos plantulas referente
a cada repeticao foram trituradas com nitrogénio liquido em cadinho de porcelana; as
sementes tratadas para cada repeticdo foram trituradas separadamente por agao
mecanica. Os dois tipos de amostras (sementes e plantulas) foram acondicionados
em sacos plasticos de polietileno incolores de 5x7 cm, com fecho hermético para

posterior analise.

As medigdes de EDXRF foram realizadas no Laboratério de Analises
por Técnicas de Raios-X (UEL, Londrina, Parana, BR). Para as analises, foi utilizado

o espectrébmetro EDX-720 (Shimadzu Co, Kyoto, JP). O sistema é equipado com um
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tubo de raios-X com anodo de rédio (Rh) e um detector de silicio-litio Si (Li). As
condicbes de operacao do sistema foram: 50 kV de tenséo e correntes ajustadas
automaticamente pelo equipamento, para um tempo morto compreendido entre 38 a
40%, colimador de 10 mm de diametro e tempo de medida de 100 s. Os sacos
plasticos de polietileno incolor que serviram para armazenar o material vegetal foram
previamente analisados no EDX-720, demonstrando serem isentos de qualquer
composto que interferisse nas analises dos elementos de interesse. Para a analise
dos espectros de energia foi utilizado o modelo easy do software de aquisicdo que

acompanha o equipamento.

Experimento de casa de vegetagdo

O experimento foi realizado em casa de vegetagao pertencente ao
Departamento de Biologia Animal e Vegetal da Universidade Estadual de Londrina
(UEL, Londrina, Parana, BR) para avaliar o impacto do condicionamento fisiol6gico
das sementes com as nanoparticulas de ACuO e GTCuO, no crescimento inicial e
processos fisioldgicos de plantas de milho em condi¢cdes sem e com restricao hidrica.
Foi utilizado o substrato comercial Carolina Soil Classe XVI (turfa de Sphagnum,
vermiculita expandida, residuo organico, calcario dolomitico, gesso agricola, NPK) e
as unidades experimentais foram copos de isopor de 400 mL preenchidos com o
substrato. Foram semeadas duas sementes por copo e, apdés a emergéncia, foi
realizado o desbaste para permanecer apenas uma planta por unidade experimental,
totalizando oito unidades experimentais por tratamento. Para a condicdo sem
restricdo hidrica, os copos de isopor foram irrigados com 50 mL de agua quando
necessario (aproximadamente a cada 2 dias). Com a duracéo de 24 dias apos a
semeadura (DAS), o experimento foi mantido em casa de vegetacdo com
sombreamento parcial (50%) e sem controle da temperatura ambiente. O periodo de
conducgao do experimento foi de 11 de novembro até 05 de dezembro de 2021.

As variaveis fisiol6gicas foram avaliadas com 13 e 20 DAS, mantendo-
se a irrigacao constante durante esse periodo. Apos o 20° dia, a rega das unidades
experimentais foi completamente interrompida para o estabelecimento do déficit
hidrico. Ao 4° dia ap6s o inicio do déficit hidrico (24 DAS), as variaveis fisiologicas

foram novamente avaliadas. Em média, as plantas de milho se encontravam no
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estadio fenoldgico V3 (com trés das folhas visiveis completamente expandidas) aos
13 DAS e entre o estadio fenolégico V4 e V5 (quatro a cinco folhas visiveis
completamente expandidas) aos 20 e 24 DAS. Para as avaliagdes fisiolégicas, foi
selecionada a folha mais jovem completamente expandida. As avaliagdes das trocas
gasosas foram feitas das 8:00 as 11:00 horas, utilizando-se um analisador portatil de
gas por infravermelho (Irga), (LI-COR® Biosciences, Lincoln, EUA), modelo LI-6400
XT, conectado a uma cadmara de 6 cm?, ajustada para uma densidade de fluxo de
fotons saturante (1500 umol m=2 s'). Foram determinadas a taxa de fotossintese
liquida (A) e a condutancia estomatica (gs). Posteriormente, foi calculada a eficiéncia
intrinseca do uso da agua (EIUA) pela razdo A/gs. As avaliagdes fisioldgicas de todos
os tratamentos foram realizadas por repeticao, evitando a influéncia do tempo de
analise.

Ao longo dos quatro dias com restricdo hidrica, a transpiragao das
plantas foi estimada pela perda de agua diaria, quantificada em massa de agua
perdida (g). O peso das unidades experimentais foi medido diariamente e no mesmo
horario, bem como os copos de isopor contendo somente substrato. A diferenga de
peso da unidade experimental entre o inicio e término do periodo de restrigao hidrica,
foi divindade pelo numero de dias recorrentes nesta condigdo. Realizando-se o
mesmo calculo para os copos de isopor somente com substrato e, posteriormente,
subtraindo-o do peso das unidades experimentais, foi obtido a massa de agua perdida
pelas plantas de milho ao longo do periodo de restrigdo hidrica. Apos a realizagéo das
medicdes, as plantas foram retiradas dos copos de isopor e individualmente colocadas
sobre uma peneira de malha fina, sendo as raizes lavadas sob agua corrente até que
todo substrato aderido fosse removido. Para determinacdo da massa seca de raiz
(MSR) e da parte aérea (MSPA), o material foi acondicionado individualmente em

sacos de papel, sendo mantidos em estufa a 60 °C até massa constante.

Analises estatisticas

Tanto para condicio de laboratério quanto para condi¢cdo de casa de
vegetacao, os experimentos foram conduzidos seguindo o delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2x5, sendo o fator tratamento constituido por duas
diferentes nanoparticulas de CuO (ACuO e GTCuO) e o fator dose composto por cindo

diferentes niveis de nanoparticulas (0; 14.5; 29; 58 e 116 mg Cu L-"). Inicialmente,
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foram feitos testes e andlises graficas dos residuos para verificar a normalidade e
homogeneidade de variancia. Os resultados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) pelo teste F e, quando constatado interagao significativa entre os fatores
dose e tratamento ou efeito dose significativo, foi realizado analise de regresséo para
os niveis de dose. Para complementar as analises dos experimentos em condi¢cao de
laboratério, os niveis do fator dose foram comparados qualitativamente com outros
dois tratamentos controle (TEST e CONT), sendo as médias dos tratamentos
submetidas ao teste de Dunnett. Todas as analises foram feitas utilizando o programa
estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2022), empregando o uso dos
pacotes stats, easyanova, ExpDes.pt, asbio, biotools, RColorBrewer, FactoMineR,

and factoextra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo das CuO NPs

As analises de DLS mostraram que o tamanho hidrodindmico obtido
para CuO NPs foi de 83,2 nm quando sintetizadas com extrato de cha verde (GTCuO)
e 322,5 nm para CuO NPs sintetizadas com acido ascorbico (ACuO). O indice de
polidispersidade (PDI) foi de 0,590 e 0,375, respectivamente, e o potencial zeta foi de
-20,2 mV e -0,91 mV. As micrografias de TEM indicaram tamanho de estado sélido de
8,2 nm e 68,8 nm, respectivamente (Fig. 9). As GTCuO demonstraram forma esférica,
enquanto as ACuO exibiram padrao polimdrfico. O teor total de cobre medido por ICP-
MS foi de 52 + 5% para GTCuO e 72,5 + 2% para ACuO.

~ S TN

Figura 9 Micrografia TEM de CuO NPs sintetizadas com extrato de cha verde (GTCuO) (a) e com
acido ascorbico (ACuO) (b).
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Os resultados obtidos pelas analises de DLS para GTCuO séao
similares aos valores reportados para esse tipo de CuO NPs sintetizadas a partir de
extrato de cha verde (Camellia sinensis), em trabalhos previamente publicados
(PELEGRINO et al.,, 2020; PELEGRINO et al., 2021; KOHATSU et al., 2021).
Entretanto, verificam-se diferencas nos valores das analises DLS entre a GTCuO e
ACuO, principalmente em relagdo ao tamanho, potencial zeta e forma. Segundo
Pelegrino et al. (2020), o valor negativo do potencial zeta para GTCuO é atribuido a
presenga de polifendis carregados negativamente (catequinas) na superficie das
nanoparticulas e sua magnitude esta indicando a estabilidade térmica da suspensao
coloidal de nanoparticulas devido a forga eletrostatica. Além disso, as catequinas
atuam como agente redutor e “capping” (recobrimento) das nanoparticulas (ROLIM et
al., 2019).

Para ACuO, o acido ascoérbico atua como agente redutor e,
juntamente com o amido, forma o capping das nanoparticulas. Na figura caracteristica
das nanoparticulas, € possivel observar a pelicula formada pelo amido sobre as
ACuO. Segundo Khan et al. (2016), o recobrimento com amido serve para estabilizar,
controlar o crescimento das nanoparticulas, protegé-las contra a oxidagao e evitar a
sua agregacao. Portanto, além das nanoparticulas provenientes da sintese com acido
ascorbico serem naturalmente maiores, o capping formado com acido ascoérbico e
amido contribui para carga préxima da neutralidade e para o maior tamanho em
relagdo as nanoparticulas obtidas pela sintese com cha verde. Uma caracteristica em
comum para ambas as nanoparticulas foi as diferencas de tamanho médio
hidrodinamico e estado solido. De acordo com Pelegrino et al. (2021), essa diferenca
de tamanho é comum, uma vez que nas analises de DLS € considerada a presenca
de camadas de solvatagdo de agua, em contraste com o tamanho das nanoparticulas
em estado sdlido (obtidas por microscopia TEM). Além disso, valores mais altos de
tamanho médio hidrodinamico das nanoparticulas, comparando-o ao seu tamanho no
estado sodlido, podem sugerir um grau de aglomeragdo de nanoparticulas na

suspensao.

Experimento de laboratério

Sem restrigao hidrica, ACuO na dose de 58 mg Cu L' proporcionou

os maiores valores de MSP (0,116 g), diminuindo o valor da massa seca com doses



94

superiores (Fig. 10a). As doses de GTCuO nao proporcionaram incremento
significativo na MSP, entretanto, ndo apresentaram efeitos restritivos no acumulo de
massa seca das plantulas, proporcionando valores semelhantes as ACuO na maioria
das doses e, na dose mais alta, um valor 8% superior para MSP. Apenas as doses de
58 (ACu0O58) e 14,5 mg Cu L' (GTCuO14.5) aumentaram MSP em comparagdo ao
TEST (7% e 6%, respectivamente) (Fig. 10b). Na germinacdo com PEG, ambas
nanoparticulas promoveram efeitos semelhantes (Fig. 10c), diminuindo o acumulo de
massa das plantulas concomitante com o aumento das doses. Por outro lado, todos
os tratamentos apresentaram valores superiores para MSP em comparacgao ao TEST
(Fig. 10d).
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Figura 10 Massa seca de plantulas (MSP) de milho (Zea mays cv. Balu 787) provenientes de sementes
germinadas em condi¢cdo sem restricdo hidrica (a ,b) e com polietilenoglicol-6000 (PEG) (c, d). As
nanoparticulas (ACuO; GTCuO) foram diluidas em &gua destilada, obtendo-se a concentracao
correspondente de cobre (0; 14,5; 29; 58 e 116 mg L") nos tratamentos. O TEST é composto por
sementes ndo submetidas ao condicionamento fisioloégico. O CONT é composto por sementes
submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua destilada (equivalente a concentragdo 0 mg L™).
Os resultados sdo expressos como média (n = 4) + erro padrdo. * = diferenga significativa entre as
nanoparticulas dentro de cada dose de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05) e em relagdo ao TEST
de acordo com o teste de Dunnett (p < 0,05). ns = n&o significativo.

Na condicdo sem restricdo hidrica, as diferengcas entre ACuO e

GTCuO foram minimas, diferindo apenas na ultima dose aplicada. Entretanto, na



95

germinagao com PEG, os efeitos proporcionados por elas foram semelhantes.
Sementes sob restricdo hidrica tem sua eficiéncia de conversdo de reservas em
massa seca de plantula comprometida (OLIVEIRA et al., 2020). Tanto ACuO quanto
GTCuO, ndo mitigaram os efeitos induzidos pelo PEG nas sementes sob restricao
hidrica. Além disso, para ambas nanoparticulas, foi constatado que o aumento das
doses intensificou a limitacdo da conversao de reservas em massa seca. Por outro
lado, na comparagao com TEST, foi possivel verificar que, mesmo reduzindo a massa
seca em funcdo do aumento das doses, as nanoparticulas ndo comprometeram os
beneficios conferido pela técnica do condicionamento fisiolégico, que dentre eles, esta
maior resisténcia ao estresse, maior mobilizagcdo das reservas e, com ela, maior
massa seca de plantula (LUTTS et al., 2016), estando de acordo com os resultados
do presente estudo.

Em condigao de cultivo, semelhante a sem restricdo hidrica avaliada
no presente estudo, Neto et al. (2020) verificaram o efeito do condicionamento
fisiolégico de um hibrido de milho (Zea mays cv. IAC 8046) com nanoparticulas de
CuO obtidas por meio da sintese classica. Aplicando o método de tratamento similar
ao presente trabalho, avaliaram o efeito de diferentes doses (0; 20; 40; 80 e 160 mg
Cu L"), comparando-as com concentragdes iguais de CuO “bulk” e sal de CuCl2, nos
parametros relacionados a germinagcao e massa seca de plantulas. As nanoparticulas
nao promoveram nenhum efeito téxico na germinagao e crescimento das plantulas e,
apesar de ndao promoverem ganhos significativos em comprimento, acarretaram maior
acumulo de massa seca em comparagao com as outras fontes de cobre. Por outro
lado, o condicionamento fisiolégico com CuCl2 promoveu fitotoxicidade nas raizes e
parte aérea das plantulas para todas as concentragdes testadas.

A promogao do crescimento, bem como o efeito fitotdxico, sdo
dependentes dos fatores inerentes das nanoparticulas e, principalmente, a interacao
com o tipo de aplicagédo e tempo de exposicado. Kadri et al. (2022) utilizando
metodologia de tratamento diferente ao presente estudo, avaliaram os efeitos do
tratamento com nanoparticulas de Cu e CuO (sintese classica) na germinagao de
sementes de cevada (Hordeum vulgare cv. Ardhaoui), avaliando os parametros
relacionados ao crescimento inicial. Testando faixa de doses ampla (10-2000 mg L"),
esses autores aplicaram os tratamentos via embebi¢ao do papel filtro, mantendo as
sementes em contato direto com o substrato e em cadmara escura por 6 dias.

Observaram-se diferentes respostas dose-dependentes entre os tratamentos, com a
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dose de 250 mg L', para ambas nanoparticulas, promovendo efeitos positivos na
germinagdo e crescimento. A partir de 500 mg L-', foram observados efeitos
fitotoxicos. Por outro lado, com metodologia de tratamento semelhante, Pelegrino et
al. (2020) testaram o efeito de diferentes doses (0,2; 2; 20; 40; 80; 150 e 300 mg L")
de CuO nanoparticulas obtidas via sintese verde (extrato de cha verde) do
desenvolvimento inicial da alface (Lactuca sativa cv. Vanda), aplicando os tratamentos
via embebicdo do papel filtro, mantendo as sementes em contato direto com substrato
e em camara escura por 5 dias. Os autores verificaram que doses acima de 40 mg L~
' causaram efeitos fitotoxicos, desencadeando estresse oxidativo e comprometendo
o crescimento das plantulas e, em contrapartida, doses até 20 mg L-! proporcionaram
efeitos benéficos. Corroborando esses resultados, a aplicagado de dose de 20 mg de
CuO por planta via foliar ou via substrato (tratamento semanal em um periodo de
quatro semanas) (KOHATSU et al., 2021) ou 50 mg L' via foliar (PELEGRINO et al.,
2021) de CuO NPs (obtida via extrato de cha verde), ndo induziu efeitos fitotdxicos
nas plantas de alface (Lactuca sativa cv. Vanda), aumentado o crescimento e
atividade fotossintética das plantas tratadas. Mesmo alterando os niveis de cobre e
outros nutrientes nas plantas, ndo foram alcangcados niveis que impedissem o
consumo humano.

Os trabalhos previamente relatados evidenciam que os efeitos
induzidos pelas nanoparticulas sao bastante influenciados pelas interacdes entre os
fatores, inerentes das nanoparticulas, material vegetal e os fatores relacionados as
condicbes de tratamento e meio de cultivo, influenciando significativamente o
metabolismo vegetal e, consequentemente, no tipo de resposta induzida. Além disso,
verifica-se que nanoparticulas provenientes da sintese verde costumam induzir efeitos
positivos com doses menores, quando comparadas com as nanoparticulas de sintese
convencional. De acordo com Pereira et al. (2021), isso é possivel pelo fato de que,
sao nanomateriais que contém outros bioativos (provenientes de extratos biolégicos),
conferindo maior biocompatibilidade e bioatividade, além da sintese n&do envolver
compostos toxicos.

Na Figura 11 é apresentado as intensidades de fétons de raios-X do
cobre, quantificado nas sementes e nas plantulas por meio das analises de EDXRF.
Em fungéo da concentragéo, constatou-se diferencgas significativas entre as CuO NPs
nas analises das sementes (Fig. 11a, 11b). Com exceg¢ao da menor concentragéo, foi

verificado maior intensidade do cobre proporcionado pela ACuO, comparando-as com
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GTCuO. Na maior concentracdo, ACuO promoveu uma intensidade do cobre 74%
superior em comparagao com GTCuO na mesma concentracdo (Fig. 11a). Em
comparagdo ao TEST, CONT e GTCuO na dose 14,5 mg Cu L' (GTCuO14.5) néo
apresentaram diferencas (Fig. 11b).

Sem restricao hidrica e, para ambas nanoparticulas, a intensidade do
cobre nas plantulas € menor ao que foi observado nas sementes (Fig. 11c, 11d), mas
com um comportamento semelhante entre as nanoparticulas. ACuO promoveu uma
intensidade de cobre maior em comparagdo as GTCuO em quase todas as
concentragdes aplicadas, exceto para dose 14,5 mg Cu L' (Fig. 11c). Na dose de 116
mg Cu L', ACuO proporcionou 15% mais intensidade de cobre em comparag&o com
GTCuO. Em relacdo ao TEST, ACuO amplia a intensidade de cobre nas plantulas a
partir do tratamento com 58 mg Cu L' (ACuO58). Por outro lado, GTCuO eleva
significativamente a intensidade do cobre nas plantulas somente com dose de 116 mg
Cu L' (GTCuO116) (Fig. 11d).

Tanto para ACuO quanto para GTCuO, a intensidade de cobre nas
plantulas desenvolvidas sob restricdo hidrica € maior ao que foi observado nas
plantulas crescidas na condigdo sem limitagao hidrica (Fig. 11e, 11f). Além disso, o
comportamento de ACuO é modificado pela restricdo hidrica. ACuO apresentou
aumento mais acentuado na intensidade do cobre nas plantulas, diferindo-se das
GTCuO a partir das concentragdes de 58 e 116 mg Cu L'. Embora GTCuO também
tenha aumentado a intensidade de cobre nas plantulas, a elevagao ocorreu de forma
linear e semelhante ao que foi constatado na condicao sem restricdo hidrica (Fig.
11e). Desta maneira, as diferengas de intensidade entre ACuO e GTCuO
aumentaram, fazendo com que ACuO apresentasse 40% mais intensidade de cobre
em comparagdo com GTCuO na dose de 116 mg Cu L-'. Em comparagéo com TEST,
ambas nanoparticulas elevaram a intensidade de cobre nas plantulas a partir do

tratamento das sementes com a concentragédo de 29 mg Cu L' ou superior (Fig. 11f).
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Figura 11 Intensidade de fétons de raios-X do elemento cobre nas sementes de milho (Zea mays cv.
Balu 787) (a, b), nas plantulas de provenientes de sementes germinadas em condigdo sem restricao
hidrica (c, d) e com polietilenoglicol-6000 (PEG) (e, f). As nanoparticulas (ACuO; GTCuQ) foram
diluidas em agua destilada, obtendo-se a concentragdo correspondente de cobre (0; 14,5; 29; 58 e 116
mg L") nos tratamentos. O TEST é composto por sementes ndo submetidas ao condicionamento
fisiolégico. O CONT é composto por sementes submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua
destilada (equivalente a concentragdo 0 mg L-"). Os resultados sdo expressos como média (n = 4) =
erro padrdo. * = diferencga significativa entre as nanoparticulas dentro de cada dose de acordo com o
teste de Tukey (p < 0,05) e em relagdo ao TEST de acordo com o teste de Dunnett ( p < 0,05).
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A técnica de EDXFR permite a analise direta de materiais sdlidos,
apresentando como caracteristicas a possibilidade de analise multielementar e
simultdnea com baixo custo de determinacdo, além de ser n&o-destrutiva
(ALEXANDRE & BUENO, 2006) e as amostras podendo ser analisadas sem ou com
0 minimo de pré-tratamento (WASTOWSKI et al., 2010). No presente estudo,
sementes tratadas e plantulas provenientes da germinagao dessas sementes foram
analisadas mediante ao uso de EDXRF, com a finalidade de verificar as alteragées no
perfil do cobre no material analisado e, consequentemente, os impactos causados
pelo tratamento com CuO NPs. Foi empregado o método de analise direta do material
biolégico, tendo como vantagens, a auséncia de um pré-tratamento € o minimo
processamento das amostras antes de proceder as analises. Entretanto, segundo
Guerra et al. (2015), apesar da analise direta reduzir as varias etapas da preparagao
das amostras, o método direto gera determinagbes de carater qualitativo ou
semiquantitativo dos elementos constituintes, quando comparado com as técnicas que
envolvem um pré-tratamento. No presente estudo, EDXRF foi utilizada para quantificar
a intensidade de cobre presente nas sementes tratadas e nas plantulas, por meio da
contagem de fotons de raios-X do elemento, detectado nas condi¢des do experimento.

Foi possivel verificar interagédo significativa entre as nanoparticulas,
com efeitos distintos dentre os tipos de amostra analisada. Nas sementes, o aumento
linear na intensidade de cobre proporcionado pela ACuO e, em comparagao com o
aumento em menor magnitude desencadeado pela GTCuO, pode ser um indicativo
de diferentes mecanismos de interacdo com as sementes. Em comparagao com
TEST, ACuO aumentou a intensidade de cobre nas sementes a partir da dose de 14.5
mg Cu L', enquanto GTCuO a partir de 29 mg Cu L' e, na maior dose aplicada, a
diferenca de intensidade entre as duas nanoparticulas foi de 74%. Levando em
consideracgao a forma de tratamento e as caracteristicas das nanoparticulas de ACuO,
possivelmente, os fatores intrinsecos do amido (gelatinizagéo e gelificagao), podem
estar associados a maior adesdo nas sementes em tratamento. Essa condicéo
poderia disponibilizar o cobre de forma mais gradual, via translocacéo direta para
plantula ou pela dissolugdo no meio de cultivo e posterior absor¢ao. Por outro lado,
GTCuO é menor (8,2 nm em estado sdlido), com um capping constituido de composto
fendlico que confere carga negativa. Assim, 0 aumento na intensidade de cobre pode
estar relacionado com a entrada mais facilitada da nanoparticula na semente e/ou

liberagdo mais rapida do cobre, sendo mais rapidamente absorvido pelas sementes
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em comparagao com a ACuO. De acordo com Paes (2022), o pericarpo da semente
de milho é constituido de hemicelulose (67%) e celulose (23%), dentre outros
compostos de natureza polar, que podem favorecer a repulsdo das nanoparticulas e
evitar sua adsorgao.

Duran et al. (2017) avaliaram através da espectrometria de raios-X os
efeitos de diferentes concentragdes de nanoparticulas com cobre (nos tamanhos 25;
40; < 80 nm) na germinagédo e desenvolvimento das mudas de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris cv. Cometa). Eles constataram que as nanoparticulas n&o afetaram a
germinacdo com doses de até 100 mg L', promovendo efeitos positivos no
crescimento das plantulas. Por outro lado, a dose de 1000 mg L' conferiu inibigdo do
crescimento. Além disso, através do EDXRF e microfluorescéncia de raio X (u-XRF),
os autores encontraram evidéncias de que o principal mecanismo de absorgcdo de
cobre ocorre através da difusdo impulsionada pelo gradiente de concentracédo. A
regiao de entrada principal foi o tecido esponjoso do hilo. A presenga de CuO e Cu20
indicou que as nanoparticulas de CuO foram incorporadas como particulas inteiras e
nao apenas o cobre ibnico em solugcdo. Além disso, a presenga do cobre no
endosperma, em regiao distante do hilo, implica na possibilidade de o cobre ter
atravessado o tegumento da semente. Ahmed et al. (2019), aplicando metodologia de
tratamento de sementes semelhantes ao presente estudo e com analises por EDXRF,
avaliaram a aplicagdo de diferentes doses (50, 500, 2000 e 5000 mg L") de
nanoparticulas de éxido de metal e bulk na germinagéo, crescimento, bioacumulagéo
e a producao de metalotioneina em diferentes plantas (Raphanus sativus cv. Meena;
Crocus sativus cv. Karina; Solanum lycopersicon cv. NP-7715 e Medicago sativa cv.
Chetak S-244). Além das respostas dose-dependentes de fitotoxicidade, foi possivel
constatar deposicao de todos os tipos de nanoparticulas de 6xido de metal na
superficie dos diferentes tipos de sementes avaliadas. A internalizagdo das
nanoparticulas de 6xido de metais e a respectiva concentracido dos elementos nas
sementes e plantulas variaram de acordo com a espécie e tipo de nanoparticulas.
Além disso, nanoparticulas de ZnO, seguidas pelas CuO, promoveram os maiores
efeitos inibitérios ao crescimento das plantulas, em virtude da bioatividade destas
nanoparticulas quando comparadas com as de titdnio e aluminio, que sao
compartimentalizadas nas organelas especializadas da célula.

As analises de EDXRF nas plantulas, evidenciaram distincdo dos

efeitos das nanoparticulas, principalmente em funcao da condi¢ao hidrica do meio de
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cultivo. Comparando as duas condigdes, o resultado € um indicativo de que tenha
ocorrido restricdo na translocagdo do cobre e/ou nanoparticulas para plantula
formada, quando a mesma cresceu em meio sem restricdo hidrica. Por outro lado,
com PEG, observa-se aumento nas doses de nanoparticulas que ampliaram a
intensidade do cobre na plantula, em comparacédo ao TEST. Além disso, a intensidade
de cobre promovida pela ACuO, foi superior ao observado para GTCuO. Igualmente
ao que foi visualizado e discutido para massa seca de plantulas, as doses de ambas
nanoparticulas ndo comprometeram a mitigacado dos efeitos induzidos pelo PEG na
conversao das reservas em massa seca, conferido pela técnica de condicionamento

fisiologico.

Experimento de casa de vegetagdo

As fotos caracteristicas das plantas de milho aos 13 e 20 DAS sé&o

apresentadas na Figura 12.
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Figura 12 Plantas de milho (Zea mays cv. Balu 787) com 13 (a) e 20 (b) dias apds a semeadura (DAS).

As massas seca das plantas ao longo de todo periodo de condugao
do experimento sao apresentadas na Figura 13. GTCuO proporcionou mais MSPA do
que ACuO, sendo uma diferenga 16% superior comparando-as na dose de 58 mg Cu

L' (Fig. 13a). Para MSR, ambas nanoparticulas desencadearam um efeito similar no
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acumulo de massa seca, aumentando em funcdo do acréscimo das concentracdes
até um limiar proximo de 58 mg Cu L-'. Posteriormente, MSR passou a ser influenciada
negativamente pelo tratamento com as maiores concentracbes de ambas as
nanoparticulas (Fig. 13b). Por outro lado, comparando a média geral de cada
nanoparticula, ACuO proporcionou 5% a mais de MSR do que GTCuO (Fig. 13c).
Quanto a razao raiz/parte aérea, somente ACuO afetou de forma significativa. Nas
doses de 58 e 116 mg Cu L', a diferenga para GTCuO foi de 21 e 32%,
respectivamente (Fig. 13d).

O tratamento das sementes com as nanoparticulas, modificaram o
acumulo de massa seca nos 6rgaos das plantas e, consequentemente, a tolerancia a
seca. Com efeitos dose-dependentes, GTCuO promoveu mais MSPA que ACuO. Por
sua vez, ambas nanoparticulas promoveram mais MSR, principalmente ACuO na
dose de 58 mg Cu L', favorecendo as plantas provenientes das sementes tratadas
com ACuO a ter maior razao raiz/parte aérea e, com isso, maior capacidade em
absor¢cdo de agua e de tolerar o estresse hidrico subsequente. Corroborando os
resultados apresentados para ACuO, diferentes relatos na literatura evidenciam o
efeito protetor contra a seca conferido pelo tratamento com CuO NPs, associado a
alteracdes na expressao génica e morfolégicas, como um maior crescimento de raiz,
proliferacdo de pelos radiculares e reducao da parte aérea (YANG et al., 2018; LINH
et al., 2020). Em acordo com os efeitos constatados para GTCuO, Kohatsu et al.
(2021) verificaram que GTCuO na concentragdo de 20 mg CuO L' aumentou a area

foliar das plantas tratadas com as nanoparticulas.
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Figura 13 Massa seca da parte aérea (a), massa seca de raiz (b,c) e razado raiz/parte aérea (d) de
plantas de milho (Zea mays cv. Balu 787) com 24 dias ap6s a semeadura (DAS). As nanoparticulas
(ACuO; GTCuO) foram diluidas em agua destilada, obtendo-se a concentragdo correspondente de
cobre (0; 14,5; 29; 58 e 116 mg L") nos tratamentos. O TEST é composto por sementes ndo submetidas
ao condicionamento fisiolégico. O CONT é composto por sementes submetidas ao condicionamento
fisioldgico com agua destilada (equivalente a concentragdo 0 mg L-"). Os resultados sdo expressos
como média (n = 4) + erro padrdo. * = diferenga significativa entre as nanoparticulas dentro de cada
dose e letras diferentes nas colunas indicam diferengas significativas entre os tratamentos de acordo
com o teste de Tukey (p < 0,05). ns = ndo significativo.
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As variaveis fisioldgicas das plantas com 13 DAS e cultivadas sem

restricao hidrica sdo apresentadas na Figura 14.
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Figura 14 Taxa fotossintética liquida (A) (a,b), condutancia estomatica (gs) (c,d) e eficiéncia intrinseca
no uso da agua (EIUA) (e,f) das plantas de milho (Zea mays cv. Balu 787) com 13 dias apés a
semeadura (DAS) e cultivadas em condi¢cao sem restricao hidrica. As nanoparticulas (ACuO; GTCuO)
foram diluidas em agua destilada, obtendo-se a concentragéo correspondente de cobre (0; 14,5; 29; 58
e 116 mg L") nos tratamentos. A dose 0 (mg Cu L) é composta por sementes submetidas ao
condicionamento fisiolégico com agua destilada. Os resultados s&o expressos como média (n = 8)
erro padrao. Letras diferentes acima das colunas indicam diferenga significativa entre os tratamentos
de acordo com teste de Tukey (p < 0,05). ns = n&o significativo.
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Foi possivel observar que os efeitos desencadeados pelas
concentragbes de ACuO e GTCuO nas plantas foram iguais para todos os parametros
avaliados. Tanto ACuO quanto GTCuO, aumentaram A e gs, concomitante com o
aumento das concentragbes até o limite de 58 mg Cu L' e, consequentemente,
induzindo queda com a aplicagao de doses superiores (Fig. 14a, 14c). Por outro lado,
nenhuma das das nanoparticulas proporcionaram alteragées na EIUA das plantas
cultivas sem restrigdo hidrica (Fig. 14e). Na comparacéo das médias gerais de cada
nanoparticula, GTCuO proporcionou ganhos de 3 e 4% para A e gs, respectivamente,
quando comparada com ACuO (Fig. 14b, 14d). Além disso, nao foi verificado diferenca
significativa entre as nanoparticulas para EIUA (Fig. 14f).

Apesar dos efeitos induzidos pelas doses de ambas nanoparticulas
terem sido semelhante, GTCuO destacou-se proporcionando maior atividade
fotossintética das plantas aos 13 DAS. Diferentes indicios indicam que, a GTCuO
demostra exercer um efeito positivo na parte area das plantas tratadas com as
nanoparticulas, sendo este efeito, independente da forma de tratamento. Kohatsu et
al. (2021) verificaram acao positiva da GTCuO no tratamento via pulverizagao foliar e
por substrato, beneficiando a fisiologia de plantas de alface, com maior area foliar e
assimilacdo de CO2. Corroborando, Pelegrino et al. (2021) constataram um
incremento na eficiéncia instantanea de carboxilagdo das plantas de alface tratadas
com dose de 50 mg CuO L. Por outro lado, utilizando alface como planta modelo,
Xiong et al. (2021) observaram redugédo de A nas doses de 100 e 1000 mg CuO L
de CuO NPs adquiridas comercialmente. Esses resultados evidenciam o efeito dose-
dependente das CuO NPs, bem como a influéncia da interacdo de todos os fatores
envolvidos na relacdo das nanoparticulas e suas propriedades, com tempo de
exposi¢cao ao nanomaterial, planta e ambiente de cultivo. Além disso, a toxicidade das
nanoparticulas a base de metal para as plantas pode envolver ao menos trés
mecanismos diferentes: efeitos fitotdxicos dos ions liberados pelas nanoparticulas,
geragao de radicais quimicos capazes de induzir o estresse oxidativo a partir da
interacdo das nanoparticulas com o meio de cultivo e a interacdo direta das
nanoparticulas com as plantas, provocando efeitos deletérios ao metabolismo vegetal
(CHEN et al., 2018).

As variaveis fisiologicas das plantas com 20 DAS e cultivadas sem
restricdo hidrica sdo apresentadas na Figura 15. Tanto ACuO quanto GTCuO, nao

proporcionaram aumento de A aos 20 DAS (Fig. 15a). De maneira semelhante, as



106

nanoparticulas diminuiram 8% da gs (Fig. 15c) e, consequentemente, promoveram

aumento de 6% da EIUA das plantas (Fig. 15e). Comparando a média geral dos

tratamentos, ndo existe diferengas significativas entre as nanoparticulas (Fig. 15b,

15d, 15f).
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Figura 15 Taxa fotossintética liquida (A) (a,b), condutancia estomatica (gs) (c,d) e eficiéncia intrinseca
no uso da agua (EIUA) (e,f) das plantas de milho (Zea mays cv. Balu 787) com 20 dias apés a
semeadura (DAS) e cultivadas em condi¢cdo sem restricao hidrica. As nanoparticulas (ACuO; GTCuO)
foram diluidas em agua destilada, obtendo-se a concentragéo correspondente de cobre (0; 14,5; 29; 58
e 116 mg L") nos tratamentos. A dose 0 (mg Cu L) é composta por sementes submetidas ao
condicionamento fisiolégico com agua destilada. Os resultados s&o expressos como média (n = 8)
erro padrao. Letras diferentes acima das colunas indicam diferencga significativa entre os tratamentos
de acordo com teste de Tukey (p < 0,05). ns = n&o significativo.
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Com 20 DAS, verifica-se igualdade entre as nanoparticulas de ACuO
e GTCuO em todas as variaveis fisioldgicas avaliadas, seja pelo tipo de efeito induzido
com as doses aplicadas ou pelo incremento proporcionado na atividade fotossintética
das plantas. Avaliando conjuntamente os dados de 13 DAS e 20 DAS, sao
apresentadas evidéncias de que, a agao das nanoparticulas nas variaveis fisioldgicas
foi iniciada em tempos diferentes. GTCuO induziu maior atividade fotossintética das
plantas até 13 DAS, em comparacdo com ACuO e, com 20 DAS, os efeitos se
igualaram, evidenciando influéncia posterior de ACuO na A, gs e EIUA das plantas.
Com 20 DAS, destacou-se o efeito provocado por ambas nanoparticulas em reduzir
gs sem provocar queda em A e, assim, aumentar EIUA, proporcionando maior
tolerancia ao estresse subsequente.

As variaveis fisioldgicas das plantas com 24 DAS (sendo quatro deles
sob restricao hidrica), sdo apresentadas na Figura 16. Tanto para A quanto para gs,
GTCuO nao apresentou diferencas entre as doses aplicadas (Fig. 16a, 16b). Em
compensagao, ACuO manteve em média, um valor de A e gs quase trés vezes maior
ao que foi visualizado para GTCuO. Além disso, a doses de 58 e 116 mg Cu L™,
proporcionaram em média, 38 e 63% mais A e gs, respectivamente, em comparagao
com as doses de 0 a 29 mg Cu L™'. De forma semelhante e, em ambas nanoparticulas,
foi visualizado queda da EIUA concomitante com a elevagao das doses aplicadas (Fig.
16c). De acordo com a média geral das nanoparticulas, ACuO proporcionou menor
reducao de EIUA, mantendo um valor superior ao que foi observado para GTCuO (Fig.
16d). Além dos sintomas visuais (Fig. 17a, 17b), foi possivel observar o mesmo padrao
de perda de agua entre as plantas tratadas com as nanoparticulas, entretanto, a perda
de agua foi mais intensa com ACuO (Fig. 17c). Para GTCuO, as doses de 58 e 116
mg Cu L' proporcionaram diminui¢do da perda de agua em comparagdo com doses
iniciais. Por outro lado, para ACuO, as doses de 58 e 116 mg Cu L-! apresentaram as

maiores perdas de agua, em comparagao com as demais doses.
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Figura 16 Taxa fotossintética liquida (A) (a), condutancia estoméatica (gs) (b) e eficiéncia intrinseca no
uso da agua (EIUA) (c,d) das plantas de milho (Zea mays (L.) cv. Balu 787) com 24 dias apds a
semeadura (DAS) e cultivadas em condigdo com restricdo hidrica por quadro dias. As nanoparticulas
(ACuO; GTCuO) foram diluidas em agua destilada, obtendo-se a concentragdo correspondente de
cobre (0; 14,5; 29; 58 e 116 mg L") nos tratamentos. A dose 0 (mg Cu L-') é composta por sementes
submetidas ao condicionamento fisiolégico com agua destilada. Os resultados sdo expressos como
média (n = 8)  erro padrédo. * = diferenga significativa entre as nanoparticulas dentro de cada dose e
letras diferentes nas colunas indicam diferencas significativas entre os tratamentos de acordo com o
teste de Tukey (p < 0,05). ns = n&o significativo.
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Figura 17 Comparagéo visual entre os tratamentos controle (CONT) e ACuO (a), comparagao entre os
tratamentos GTCuO e ACuO (b) e perda de agua (c) das plantas de milho (Zea mays cv. Balu 787)
com 24 dias apos a semeadura (DAS) e cultivadas em condigdo com restricdo hidrica por quatro dias.
As nanoparticulas (ACuO; GTCuO) foram diluidas em agua destilada, obtendo-se a concentragao
correspondente de cobre (0; 14,5; 29; 58 e 116 mg L") nos tratamentos. A dose 0 (mg Cu L) é
composta por sementes submetidas ao condicionamento fisioldgico com agua destilada. Os resultados
sdo expressos como média (n = 8) £ erro padrdo. * = diferenga significativa entre as nanoparticulas
dentro de cada dose e letras diferentes nas colunas indicam diferengas significativas entre os
tratamentos de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Com 24 DAS e apdés a imposicdo da restricao hidrica, o
comportamento das plantas de milho foi distinto em funcdo do tratamento das
sementes com as respectivas nanoparticulas. Nas avaliagdes apds o periodo de seca,
nao é constatado diferengas significativas entre as doses de GTCuO tanto para A
quanto para gs. Por sua vez, ACuO ainda manteve valores superiores para ambas
variaveis em todas as doses aplicadas, principalmente nas concentragdes de 58 e 116
mg Cu L', além de maior EIUA, quando comparado com GTCuO. Quanto a perda de
agua, apos quatro dias de restricdo hidrica, a perda proporcionada por ACuO era
superior ao constatado para GTCuO, principalmente nas doses com 58 e 116 mg Cu
L-'. Por outro lado, GTCuO apresentava menor perda de agua nas doses com 58 e
116 mg Cu L.

A perda de agua ao longo do periodo de restrigcao hidrica, € um dado
que somado as outras variaveis medidas aos 24 DAS, evidenciam a diferenca entre
as nanoparticulas. GTCuO proporciona um maior investimento de parte area, podendo
ser bom ou ruim, dependendo da condicao em que a planta se encontra. Entretanto,
na eminéncia de uma situacdo de restricdo hidrica, o efeito desencadeado foi
negativo, fazendo com que mais parte area, fosse também maior superficie de perda

de agua. Possivelmente, as plantas provenientes do tratamento com GTCuO tenham
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perdido agua de forma mais rapido, indo além da sua capacidade reposi¢ao em virtude
do menor investimento de raiz. Situacdo que impactou a atividade fotossintética das
plantas mais rapidamente, provocando reducdo gs e, consequentemente, de A
concomitante com a reducdo da perda de agua restante em todas as doses de
GTCuO. Por outro lado, as caracteristicas conferidas pela ACuO de menor parte aérea
e maior quantidade de raiz, fez com que a planta mesmo perdendo essa quantidade
de agua, mantivesse a fotossintese funcionando e os estdbmatos abertos. A
quantidade de raiz desenvolvida permitiu suprir agua perdida por transpiragdo mais
eficientemente, comparando-a com GTCuO.

Pode-se hipotetizar que os diferentes efeitos na condicdo de estresse possam
estar relacionados ao fato de ACuO ser, possivelmente, mais adsorvida na semente,
promovendo a liberagdo gradual do cobre e estendendo o seu efeito na fisiologia
planta. Pode-se supor também que as ACuO, por permanecerem em contato com o
substrato, liberem os ions cobre gradualmente pela interagdo com o meio de cultivo,
induzindo efeitos positivos nas raizes. Por outro lado, pelas caracteristicas das
nanoparticulas de GTCuO, o condicionamento fisiolégico de sementes com essas
nanoparticulas favorega um maior acumulo internalizado na semente, acumulando-se
nos tecidos que originaram a parte area, conferindo um maior crescimento desse
orgéo na planta.

Os métodos fisico e quimicos para sintese de metais em nanoescala estéao
sendo gradualmente substituidos pelos métodos da sintese verde, muito em fungéo
dos beneficios e facilidades proporcionados como: reducdo do alto consumo de
energia empregado em alguns métodos de sintese classica; substituicdo de
compostos toxicos e prejudiciais aos seres vivos e ao ambiente, além da redugéo do
uso de equipamentos e condigdes de sintese complexas. Além da gama de
possibilidades de fonte para sintese verde de metais em nanoescala, o método
apresenta como principais vantagens a sintese nao téxica, livre de poluicdo, eco-
friendlly e econbmica (YING et al.,, 2022). A nanotecnologia verde contribui para
diminuir os impactos causados pelos nanomateriais desde a sintese e, principalmente,
nos seguimentos do setor agrario que vém encontrando beneficios conferidos pela
nanotecnologia na transformacéao das praticas agricolas convencionais e, fazendo da
nanotecnologia verde, aliada para mitigar as condi¢oes adversas, cada vez mais

frequentes ao agroecosistema em virtude das mudancgas climaticas.
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CONCLUSAO

O condicionamento fisiolégico de sementes com CuO NPs
provenientes da sintese verde promoveu alteracbes dose-dependentes no
crescimento inicial do milho. A dose de 58 mg Cu L' proporcionou o melhor efeito na
atividade fotossintética da planta para cada uma das CuO NPs. Quanto a
suscetibilidade ao déficit hidrico, ACuO destacou-se por induzir alteracbes
morfolégicas que atenuaram os efeitos deletérios da restricdo hidrica. Entretanto,
ambas CuO NPs apresentaram potencial para alterar o crescimento das plantas
oriundas das sementes tratadas, podendo resultar em diferentes efeitos ao
desenvolvimento subsequente e, em resposta as condi¢cdes de cultivo, impactar de

forma positiva ou negativa todo o metabolismo vegetal.
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CAPITULO Il

5. NANOENCAPSULAGAO AUMENTA AS RESPOSTAS DE DEFESA INDUZIDAS
PELO COBRE DE UMA CULTIVAR SUSCETIVEL DE Coffea arabica CONTRA

Hemileia vastatrix

RESUMO

Devido aos riscos ambientais dos fungicidas convencionais a base de Cu, as
nanoparticulas de quitosana carregadas com cobre foram desenvolvidas como
nanopesticidas, com o objetivo de proteger as plantas contra diversas doencgas. Nesse
sentido, objetivou-se verificar os efeitos de nanoparticulas de quitosana contendo ions
Cu?* sobre discos foliares de Coffea arabica cv. IPR 100 infectado com Hemileia
vastatrix. Os tratamentos foram agua como controle (CONT), nanoparticulas de
quitosana sem ions de Cu?* (NP), nanoparticulas de quitosana contendo ions Cu?*
(NPCu) e ions Cu?* livres (Cu). Diferentes concentragdes de NP (0,25;0,5;1gL ") e
ions Cu?* (1,25; 2,5; 5 mmol L") foram testadas. A severidade da ferrugem do café
foi de 42% no tratamento CONT, 22% no NP e 2% no NPCu e Cu. Os tratamentos
protegeram as folhas de café; no entanto, o NPCu se destacou pela redugcéo do
estresse inicial, diminuindo a fitotoxicidade do cobre, promovendo a manutencao da
atividade fotossintética e aumentando as respostas antioxidantes, conferindo protegao
significativa contra a ferrugem do cafeeiro. Em baixas concentragées (1,25 mmol L™),
o NPCu apresentou maior bioatividade do que o Cu. Esses resultados sugerem que
as nanoparticulas de quitosana carregadas com cobre podem induzir uma resposta
de defesa da planta mais significativa a infeccdo de Hemileia vastatrix do que o cobre
convencional, evitando os efeitos toxicos de altas concentragdes de cobre. Assim,
este nanomaterial tem grande potencial para ser usado como nano-pesticidas para o
manejo de doengas.

Palavras-chave: Ferrugem do cafeeiro; nanoparticulas de quitosana; biopolimeros;

manejo de doengas; ions de Cu?*.
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INTRODUGAO

Com distribuicdo mundial, a ferrugem alaranjada do cafeeiro, causada
pelo fungo Hemileia vastatrix Berk & Broome é a doenga mais importante da
cafeicultura (CUI et al., 2020; GICHURU et al., 2021). Sendo um dos principais fatores
limitantes da produgao de café arabica, a doenga causa de forma precoce, a intensa
desfolha na planta e a seca dos ramos, diminuindo significativamente o rendimento
das lavouras (SOARES et al., 2022; SILVA et al., 2022). Quando n&do sao adotadas
medidas de controle pelos produtores, a produtividade pode ser reduzida em até 50%
dependendo das condicdes ambientais e do nivel de resisténcia do genétipo (JUNIOR
et al., 2015a). Na cafeicultura brasileira, o uso de cultivares resistentes ao fungo e o
tratamento quimico sao as principais formas de controlar a doenga (ZAMBOLIM, 2016;
SERA et al., 2022).

Os fungicidas sistémicos possuem acao protetora, curativa e
erradicante, permitindo em alguns casos a sua aplicagdo com indices de ferrugem
mais elevados (CUNHA et al., 2004). Entretanto, por possuirem mecanismo de agao
especifico, a combinagao ou uso alternado de fungicidas sistémicos com os fungicidas
de acao nao sistémica (como por exemplo aqueles a base de cobre), € fundamental
para minimizar a pressao de selegao dentro da populagao do patégeno, evitando a
resisténcia multipla aos fungicidas sistémicos (SILVA et al., 2019). Os fungicidas
cupricos possuem agao em multissitios, podendo inibir simultaneamente mais de um
processo na célula do fungo, em diferentes locais ou organelas (ALVES & JULIATTI,
2018). Fungicidas multissitios desenvolvidos na década de 1950-60 ainda séao
recomendados para o manejo da doenca (ZAMBOLIM, 2016). Levando em
consideragao os impactos nocivos ao meio ambiente dos fungicidas cupricos e o risco
da resisténcia aos fungicidas sistémicos, novas estratégias para a protecao das
plantas tornam-se cada vez mais necessarias mediante as limitagdes e desafios
recorrentes, além de serem essenciais para que se possamos atingir uma produgao
mais sustentavel (POSSA et al., 2020).

Neste contexto, a nanotecnologia vem sendo estudada na agricultura
com o objetivo de aumentar a eficacia e a eficiéncia de diferentes agroquimicos
atualmente existentes no mercado, bem como a criagdo de novas ferramentas,
visando conciliar uma maior eficacia de uso e a redugao na quantidade aplicada, nao

criando ou diminuindo os efeitos negativos ao agrossistema (KUMARASWAMY et al.,
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2018). O desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas como sistemas carreadores
de ingredientes ativos vem se demostrando uma ferramenta eficiente, conferindo uma
melhoria na estabilidade fisico-quimica dos ativos. Ainda, propiciam a liberacéo
modificada para tais ingredientes, auxiliando a fornecé-los no momento e lugar certo,
minimizando a acao de agentes externos e diminuindo as perdas por degradagao,
lixiviacdo e volatilizagdo, além das agdes indesejadas sobre os organismos nao-alvo
(USMAN et al., 2020).

Dentre a diversidade de materiais para sintese de nanoparticulas, a
quitosana € um polimero derivado da quitina, sendo considerada um biomaterial muito
versatil, biocompativel, biodegradavel e nao toxico. Ela possui propriedades
mucoadesivas, facilitando o transporte desses compostos ativos através das
membranas celulares, o que implica um grande potencial para uso na industria
agroquimica (KUMARASWAMY et al., 2018), como via tratamento de sementes para
liberacao de acido giberélico para promog¢ao do crescimento (PEREIRA et al., 2019)
e via substrato para a liberacéo controlada de 6xido nitrico para protecéo de estresses
abidticos (OLIVEIRA et al., 2016; LOPES-OLIVEIRA et al., 2019; DO CARMO et al.,
2021; SEABRA et al., 2022; GOMES et al., 2022).

Além de atuar como agente promotor de crescimento de plantas, a
quitosana apresenta propriedades antimicrobianas, sendo capaz de induzir a resposta
de defesa vegetal contra patogenos (KUMARASWAMY et al., 2018). Outra
caracteristica importante da quitosana é possuir uma grande afinidade com o cobre,
quando comparado a outros metais, 0 que permite a obtencao de uma alta eficiéncia
de encapsulacao (SAHARAN et al., 2015). O uso de nanoparticulas de quitosana
contendo ions cobre vem sendo demonstrado com sucesso em espécies vegetais
como tomate (SAHARAN et al., 2015), milho (SAHARAN et al., 2016; CHOUDHARY
et al., 2017a; 2017b) e milheto (SATHIYABAMA & MANIKANDAN, 2018), seja como
agente promotor do crescimento de plantas e/ou pela sua agdo imunomoduladora e
pela ativagao de mecanismos de defesa contra estresses bidticos e abidticos.

Neste sentido, o presente estudo objetivou avaliar as respostas de
defesa induzidas pela aplicacdo de nanoparticulas de quitosana contendo ions de
Cu?* em discos foliares (Coffea arabica cv. IPR 100) infectados com H. vastatrix,
testando a hipotese de que o cobre nanoencapsulado propicie uma melhor defesa

quando comparado aos demais tratamentos.
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MATERIAL E METODOS

Sintese de CS NPs contendo ions Cu?*

Nanoparticulas de quitosana (CS NPs) contendo ions Cu?* foram
sintetizadas pelo método de gelificagao ionotrépica, conforme relatado anteriormente
(GOMES et al., 2021). Resumidamente, quitosana (1 mg mL") e CuCl2 foram
dissolvidos em solucdo de acido acético (1%) sob agitacdo vigorosa por 1,5 h.
Posteriormente, uma solugdo de TPP (0,6 mg mL™") foi adicionada gota a gota na
solucdo de quitosana/Cu?* para obtengdo das CS NPs. O processo levou a formagéo
de CS NPs contendo 5 mmol L' de Cu?*. Para CS NPs vazias, um procedimento

semelhante foi realizado sem a adicao de CuClz.

Caracterizagdo das nanoparticulas e eficiéncia de encapsulamento de ions Cu?* nas
CS NPs

Tamanho hidrodinamico, indice de polidispersdo (PDI) e potencial
zeta das CS NPs contendo Cu?* foram analisados pela técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS), empregando um Nano ZS Zetasizer (Malvern Instruments Co,
Malvern, Reino Unido), em células zeta capilares dobradas com comprimento de
caminho de 10 mm e utilizando um angulo fixo de 173 (SILVEIRA et al., 2021). As
analises foram realizadas em ftriplicata.

A eficiéncia de encapsulamento dos ions Cu?* em CS NPs foi avaliada
de forma semelhante ao relatado anteriormente por Gomes et al. 2021.
Resumidamente, ions Cu?* livres (ndo encapsulados) foram separados dos ions Cu?*
encapsulados usando filtros ultracentrifugos Amicon (peso molecular de corte de 10
kDa, Millipore, Darmstadt, Alemanha). Os ions Cu?* livres foram quantificados por
espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) (Agilent
7900, Hachioji, Japao). As aliquotas de ions Cu?* livres foram acidificadas com HNO3
(65% v v') e o volume completado com agua tipo 1. A solugao final foi analisada por
ICP-MS. As analises foram realizadas em triplicata, e a porcentagem de ions Cu?*

encapsulados em CS NPs foi determinada usando a Equagéo (1):



120

Eficiéncia de encapsulamento (%) = 100 x (Cu?* total - Cu?* livre) / Cu?* total (1)

Material biolégico e tratamentos

O estudo foi realizado pelo método de discos foliares (ESKES &
TOMA-BRAGHINI, 1981), utilizando-se uredinidésporos de H. vastatrix obtidos em
folhas de café infectadas naturalmente no campo, coletados no Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR-EMATER (IDR-Parand, Londrina, Parana,
BR). As folhas contendo a ferrugem foram coletadas e armazenadas em sacos de
papel durante todo o procedimento de coleta (material suplementar) e, posteriormente,
encaminhadas para o Laboratorio de Ecofisiologia Vegetal do Departamento de
Biologia Animal e Vegetal da Universidade Estadual de Londrina (UEL, Londrina,
Parana, BR). Previamente, pipetas Pasteur de 1 mL foram adaptadas, retirando e
descartando a parte graduada, mantendo-se apenas a base da pipeta, servindo como
recipiente coletor dos uredinidosporos. Com auxilio das pipetas, os uredinidésporos de
H. vastatrix foram destacados da superficie abaxial das folhas através de um
movimento de raspagem do limbo foliar. Imediatamente apdés a coleta, os
urediniésporos foram colocados em tubos do tipo falcon de 15 mL e armazenados em
—80°C até o momento de sua utilizagéo.

Os discos foliares foram obtidos de mudas de café (Coffea arabica cv.
IPR 100), que é cultivar suscetivel a ferrugem alaranjada (SERA et al., 2017). Mudas
com seis pares de folhas foram transplantadas dos tubetes para sacos plasticos de
formacao de mudas de 20 x 26 cm, preenchidos com um solo de textura argilosa
previamente esterilizado. Durante o desenvolvimento em viveiro (sombreamento de
50% e sem controle de temperatura ambiente) no Instituto de Desenvolvimento Rural
do Parana — IAPAR-EMATER, foi realizada a manuten¢ao das mudas com produtos
fitossanitarios recomendados para cultura (de acordo com a necessidade), além da
adubacéo via substrato com Osmocote Plus® (15% de N; 9% de P20s; 12% de Kz0;
1,3% de Mg; 6% de S; 0,05% de Cu; 0,46% de Fe; 0,06% de Mn e 0,02% de Mo). Seis
meses antes do inicio dos experimentos, as mudas foram transferidas para a casa de
vegetacdo pertencente ao Departamento de Biologia Animal e Vegetal da
Universidade Estadual de Londrina (UEL, Londrina, Parana, BR), a qual n&o possui

controle de temperatura ambiente. Foi mantida a adubacdo para manutencao das
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mudas e o controle sanitario feito mediante o monitoramento e remocdo manual de
plantas e/ou partes afetadas.

Foram feitos diferentes experimentos em condigdes de laboratorio.
Para cada um deles, foram coletadas aleatoriamente folhas sadias, jovens e
completamente expandidas das mudas na casa de vegetagao, destacando-as dos
ramos mais novos de 60 mudas de café. Os discos foliares foram retirados com auxilio
de um perfurador de EVA e papel de 16 mm de didametro (5/8”). Posteriormente, os
discos foliares foram tratados com: agua destilada como tratamento controle (CONT);
suspensado de CS NPs vazias (NP); suspensédo de CS NPs contendo ions de Cu?*
(NPCu) e solugéo de ions de Cu?* (Cu). A solugdo estoque de cada grupo de
tratamento foi diluida em trés diferentes concentragdes, baseando-se na concentragao
correspondente de quitosana nas suspensdes de nanoparticulas (NP) em relagdo a
concentragdo de ions de Cu?* nas suspensdes contendo cobre (NPCu; Cu),

totalizando 10 tratamentos e expressos de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 Tratamentos aplicados aos discos foliares e concentragao correspondente
de quitosana nas suspensodes de nanoparticulas (NP) em relagdo a concentracao de
ions de Cu?* nas suspensdes contendo cobre (NPCu; Cu).

Tratamentos CS (gL™") Cu? (mmol L)

CONT 0,00 0,00
NPO0.25 0,25 0,00
NPO0.5 0,50 0,00
NP1 1,00 0,00
NPCu1.25 0,25 1,25
NPCu2.5 0,50 2,50
NPCub 1,00 5,00
Cu1.25 0,00 1,25
Cu2.5 0,00 2,50
Cu5 0,00 5,00

O procedimento para tratar e inocular os discos foliares foi 0 mesmo
para todos os ensaios que envolveram as respostas a infeccdo com H. vastatrix,
mudando apenas o tipo de unidade experimental e o numero de tratamentos.
Individualmente e com auxilio de uma pinga metalica, os discos foliares cortados
foram submergidos por 5 segundos em um béquer de vidro contendo 30 mL do
respectivo tratamento. Apds os tratamentos, os discos foliares foram colocados sobre
espuma (2 cm de espessura) previamente saturada com agua destilada e acomodada

em caixas plasticas de poliestireno cristal transparente (Gerbox®) de dimens&o 11 cm
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(largura) x 11 cm (comprimento) x 3 cm (altura). A inoculagao foi feita 24 horas apds
o tratamento dos discos foliares, sendo os urediniésporos previamente retirados do
—80°C. A quantidade necessaria foi separada em microtubos de 0,6 mL, que foram,
logo em seguida, incubados em banho maria a 40°C por 10 minutos. Ap6s o periodo
de incubacao, os microtubos foram mantidos em temperatura ambiente por duas
horas. Para o inéculo, foi preparada uma suspensao de urediniésporos viaveis na
concentragdo de 1 mg mL-' em agua destilada. Sob agitagdo constante, coletou-se
com auxilio de uma micropipeta automatica 0,025 mL do in6culo, adicionando-o em
seguida no centro da face abaxial de cada disco foliar (material suplementar). As
caixas plasticas com os discos foliares inoculados foram mantidos no escuro por 48
horas e com controle de temperatura (23°C £ 1°C). Apds o periodo de camara escura,
as tampas das caixas foram abertas por um tempo para reduzir o tamanho das gotas
antes de manter a luminosidade alta. Em seguida, as caixas foram fechadas e
colocadas sob radiagdo fotossinteticamente ativa de 102 uymol m2s-' e fotoperiodo de

12 horas.

Experimento para avaliagéo da fitotoxicidade

O experimento foi composto com os grupos e concentragdes descritas
na Tabela 2, totalizando 10 tratamentos. Os discos foliares ndo foram inoculados ap6s
o tratamento e ficaram sob luz natural do ambiente e controle de temperatura (23°C +
1°C). A analise visual e os conteudos de pigmentos dos discos foliares foram
determinados aos 40 dias apds os tratamentos, como forma de avaliacdo da
fitotoxicidade. Foram utilizadas cinco repetigdes por tratamento. Cinco discos foliares
por repeticdo foram coletados e incubados em 5 mL de solu¢do de acetona 80% (v/v)
em tampao fosfato de sédio 2,5 mM (pH 7,8). Posteriormente, os extratos foram
centrifugados a 1800x g por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e a leitura da
absorbancia nos comprimentos de onda 663,2; 646,8 e 470 nm. As concentragdes de
clorofila a, clorofila b e carotenoides foram calculadas utilizando-se as féormulas
propostas por Lichtenthaler e Buschmann (2001). Foram calculados o teor de clorofila
total (somando as clorofilas a e b), a razéo clorofila a/clorofila b e a razao clorofila

total/carotenoides.
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Experimento para avaliagdo da infeccdo com Hemileia vastatrix

O experimento foi composto com os grupos e concentragdes descritas
na Tabela 1, totalizando 10 tratamentos. Os discos foliares foram inoculados seguindo
a metodologia descrita anteriormente. Para analisar a infecgéo dos discos foliares com
H. vastatrix, as unidades experimentais foram constituidas por caixas plasticas com
15 discos foliares, utilizando-se cinco caixas por tratamento. O valor da variavel em
cada repeticdo é a média dos discos foliares. A avaliacdo da doenca foi realizada por
meio de registro fotografico aos 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias apos a infecgao (DAI),
sendo as fotos utilizadas para acompanhar a progressdo da doenga e para apoiar as
avaliagdes subsequentes. Foram avaliadas no experimento:

Incidéncia (aos 15 DAI) — definida como a porcentagem de discos
foliares de cada repeticao com sintomas da doenca;

Esporulacdo (aos 25 DAI) — definida como a porcentagem de discos
foliares contendo lesbes com esporulacio;

Severidade (aos 40 DAI) — definida como a porcentagem da area foliar
lesionada, ao final do experimento. Para obtencao dessa variavel foram utilizadas as
fotos caixas e o software ImageJ (SCHNEIDER et al., 2012) para determinacao da
area lesionada em cada disco.

Os conteudos de pigmentos dos discos foliares foram determinados
aos 40 DAI. Para isso, a superficie dos discos foliares utilizados foi limpa com agua
deionizada e, em seguida, seca com papel antes dos discos foliares serem incubados
em solugédo de acetona 80 % (v/v) em tampéao fosfato de sodio 2,5 mM (pH 7,8),

seguindo a metodologia anteriormente descrita.

Experimento para avaliagdo de dano oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes

O experimento foi constituido de forma semelhante ao experimento
destinado para avaliacdo da infeccdo com H. vastatrix. Entretanto, baseado nos
resultados dos experimentos anteriores, as maiores concentragdes de NP (1 g L),
NPCu e Cu (5 mmol L") foram removidas dos experimentos subsequentes para

avaliacado de dano oxidativo e atividade enzimatica, totalizado sete tratamentos.
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Para cada analise bioquimica, foram utilizadas 4 repeticbes por
tratamento, sendo cada repeticdo composta por 3 discos foliares de cada caixa
plastica , selecionados aleatoriamente em cada caixa. Os discos foliares foram
coletados, pesados e acondicionados separadamente por repeticdo em envelopes de
aluminio previamente identificados, imediatamente imersos em nitrogénio liquido e
armazenados em —80°C até o momento das analises. As avaliagbes foram feitas com
5 e 15 DAI. O conteudo de peréxido de hidrogénio (H202) e malondialdeido (MDA)
foram determinados como marcadores de dano oxidativo, seguindo a metodologia
descritas por Alexieva et al. (2001) e Camejo et al. (1998), respectivamente.

Para quantificar a atividade das enzimas antioxidantes, as amostras
foram homogeneizadas em 1,5 mL de tampao de extragao, constituido de EDTA 1 mM
em tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,5), suplementado com polivinil-poli-
pirrolidona (PVPP) 2% (p/v), seguido da centrifugagéo a 15.645x g (4 °C por 20 min).
A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) foi determinada de
acordo com o método proposto por Nakano e Asada (1981), monitorando o consumo
de ascorbato a 290 nm na presenca de H202. A atividade da enzima catalase (CAT,
EC 1.11.1.6) foi determinada segundo Aebi et al. (1974), Anderson et al. (1995) e
Peixoto et al. (1999), seguindo a redug¢do da absorbancia do H202 em 240 nm. A
atividade da enzima peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) foi determinada pela metodologia
proposta por Peixoto et al. (1999), monitorando o aumento da absorbancia a 420 nm
resultante da oxidagdo do pirogalol na presenga de H202. A atividade da enzima
superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi determinada de acordo com
Giannopolitis e Ries (1977), medindo a capacidade do extrato enzimatico em inibir a

fotorreducao do cloreto de tetrazolio-nitroazul (NBT).

Experimento para avaliagéo da fluorescéncia da clorofila a e atividade das enzimas
PAL e PPO

O experimento foi constituido de forma semelhante ao experimento
destinado para avaliagdo de dano oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes,
totalizando os mesmos sete tratamentos, seguindo o mesmo procedimento para
coleta e armazenamento dos discos foliares at¢é o momento das analises. As

avaliagdes foram feitas com 5 e 15 DAI.
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As variaveis de fluorescéncia da clorofila a foram medidas em discos
foliares usando um fluorémetro portatil OS1p (Opti-Sciences, Hudson, NY, EUA). Os
discos de folhas foram adaptados ao escuro por 15 minutos usando clipes FL-DC, e a
fluorescéncia basal (Fo) foi medida usando uma luz fraca modulada por 0,1 s (10% de
intensidade). Em seguida, as folhas foram expostas a um pulso de saturacéo de luz
(8250 ymol m™2 s™') por 0,8 s para medir o rendimento quantico maximo do
fotossistema Il (Fv/Fm) (BAKER, 2008). A taxa relativa de transporte de elétrons do
fotossistema Il (rETR) foi determinada em discos foliares adaptados a luz expostos a
radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) de 102 umol m™2 s™'. A fluorescéncia basal
(F") e a fluorescéncia maxima (Fm') dos discos foliares adaptados a luz foram
determinadas antes e depois da exposicdo ao pulso de saturagdo de luz,
respectivamente, e AF foi calculado como a diferenca entre Fm' e F' . O rETR foi
calculado de acordo com a equacao indicada por Baker (2008):

rETR = AF /Fm" x PAR x 0,5 x 0,84 (2)

Para quantificar a atividade das enzimas fenilalanina amédnia-liase
(PAL, EC 4.3.1.5) e polifenoloxidase (PPO, EC 1.10.3.1), as amostras foram
homogeneizadas em 1,5 mL de tampao de extragéo, constituido de EDTA 1 mM em
tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,5), suplementado com polivinil-poli-pirrolidona
(PVPP) 2% (p/v) e ditiotreitol (DTT) 10 mM, seguido da centrifugacéo a 15.645x g (4°C
por 20 min). A atividade enzimatica da PAL foi determinada monitorando o aumento
da absorbancia na faixa de 290 nm resultante da desaminagdo nao-oxidativa da L-
fenilalanina para formar acido transcindmico e um ion aménio livre. A atividade
enzimatica da PPO foi quantificada monitorando o aumento da absorbancia a 420 nm
resultante da reacédo de oxidagao dependente de oxigénio de monofendis. Ambas as
atividades foram determinadas de acordo com a metodologia proposta por Peixoto et
al. (1999).

Analises estatisticas

Para todos os experimentos conduzidos, o delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado. Primeiramente, foram feitos testes e analises graficas dos
residuos para verificar a normalidade, homogeneidade de variancia e independéncia.
No experimento para avaliagdo da fitotoxicidade, os resultados foram submetidos a

analise de regresséao (p < 0.05). No experimento para avaliagao da infecgcdo com H.
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vastatrix, devido a impossibilidade de serem analisadas por estatistica paramétrica,
as variaveis incidéncia, esporulagdo e severidade foram analisadas pelo teste de
Kruskal-Wallis, aplicando-se posteriormente o teste de Dunn (p < 0.05) para
comparagao multipla dos postos médios. A concentragao de pigmentos foi submetida
a analise de regressao (p < 0.05). Nos demais experimentos para avaliagdo de dano
oxidativo, atividade enzimatica e fluorescéncia da clorofila a, os resultados foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA) pelo teste F e, quando significativas, as
meédias foram comparadas pelo teste Scott-Knott (p < 0.05). Todas as analises foram
feitas utilizando o programa estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2022),

empregando o uso dos pacotes easyanova, ExpDes.pt, asbio, PMCMR e agricolae.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagdo das nanoparticulas e eficiéncia de encapsulamento de ions Cu?* nas
CS NPs

CS NPs contendo ions Cu?* foram sintetizados com sucesso pelo
método de gelificagdo ionotropica, no qual as cadeias de quitosana carregadas
positivamente foram reticuladas com o polidnion TPP. CS NPs contendo Cu?* (na
concentragdo de 5 mmol L) demonstraram um tamanho hidrodinamico médio de
173,0 £ 8,4 nm, PDI de 0,40 + 0,02 e um potencial zeta positivo de 27,4 £ 1,6 mV. A
eficiéncia de encapsulagéo de Cu?*foi de 57,8 %, indicando que 2,9 mmol L' de Cu?*
foi incorporado as CS NPs.

CS NPs contendo Cu?* foram encontradas em nanoescala com
moderada polidispersdo e um potencial zeta positivo devido a natureza catidnica da
quitosana. A magnitude do potencial zeta sugere a formagdo de uma dispersao
coloidal estavel. Esses resultados estao de acordo com a publicagao anterior (GOMES
et al., 2021). A eficiéncia de encapsulagdo de Cu?* (concentragao inicial 5 mmol L)
foi menor (57,8%) em comparagdo com a eficiéncia de encapsulagdo de Cu?* na
concentragéo inicial de 1 mmol L' (97%) relatada por Gomes et al. 2021. Como
esperado, essas nanoparticulas, contendo ions Cu?* sdo formadas espontaneamente
pelas interagbes eletrostaticas de Cu?*, cadeia de quitosana e TPP, com uma
concentracdo 6tima para cada componente. Ressalta-se que para plantas tratadas

com ions Cu?* livres, foi selecionado a concentragcdo de 5 mmol L' e, no casso do
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tratamento NPCu, leva-se em consideragdo ambas quantidades de ions

(encapsulados e nao encapsulados).

Experimento para avaliagéo da fitotoxicidade

Em relagdo ao aspecto visual dos discos de folhas, ndo foram observados
sintomas de fitotoxicidade 40 dias apdés os tratamentos em nenhuma das
concentracdes testadas. Em relagdo ao conteudo de clorofila a, foi possivel verificar
aumentos proporcionados pelos tratamentos NP e NPCu, destacando-se ganhos de
33% (NP 0,25 g L") e 50% (NPCu 2,5 mmol L"), em comparagdo ao CONT (0 g L’
ou mmol L") (Fig. 18a). Por outro lado, em nenhuma das concentragdes testadas, o
tratamento Cu influenciou no conteudo do pigmento (Fig. 18b). Para o conteudo de
clorofila b, todos os tratamentos proporcionaram aumento no conteudo do pigmento
em comparagio ao CONT, destacando-se ganhos de 23% ( NP 0,25 g L"), 26% (Cu
5 mmol L") e 42% (NPCu 2,5 mmol L") (Fig. 18c, 18d). Em relagdo a razéo clorofila
alclorofila b, é possivel verificar uma reducado proporcionada pelo aumento das
concentracdes dos tratamentos, destacando-se a redugao provocada pelo tratamento
Cu (Fig. 18e, 18f).

Os tratamentos NP e NPCu proporcionaram ganhos significativos no conteudo
total de clorofilas, destacando-se aumento de 28% (NP 0,25 g L™') e 46% (NPCu 2,5
mmol L") em relagdo ao CONT (Fig. 19a). Por outro lado, em nenhuma das
concentracgdes testadas, o tratamento Cu influenciou significativamente na quantidade
total de clorofilas (Fig. 19b). Em relagdo ao conteudo de carotenoides, constatou-se
aumento de 13% (NP 0,5g L") e 17% (NPCu 2,5 mmol L"), seguida de uma redugéo
nas maiores concentragdes de NP e NPCu em comparacdo ao CONT (Fig. 19c). Em
contrapartida, o tratamento Cu promoveu redug¢ao do conteudo de carotenoides em
todas as concentragdes testadas, com uma reducao de 23% provocada pela maior
concentragdo (Cu 5 mmol L") (Fig. 19d). Para a razdo entre o total de
clorofilas/carotenoides, o tratamento NPCu proporcionou aumento significativo em
todas as concentracdes testadas em comparacao ao CONT, destacando-se ganho de
55% na maior concentragdo (NPCu 5 mmol L'). Em compensacgéo, apesar do
aumento de 22% (NP 0,25 g L") e 52% (Cu 2,5 mmol L"), verificou-se redugédo em

fungdo do aumento das concentragdes dos tratamentos NP e Cu (Fig. 19e, 19f).
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Figura 18 Clorofila (Chl) a (a,b), clorofila b (c,d) e relagéo clorofila a/clorofila b (e,f) dos discos foliares
de Coffea arabica cv. IPR 100 aos 40 dias apo6s o tratamento com agua destilada, como controle
(CONT), nanoparticulas de quitosana sem ions Cu?* (NP), nanoparticulas de quitosana contendo ions
Cu?* (NPCu) e ions Cu?* livres (Cu). As formulagdes foram diluidas em agua destilada, obtendo-se as
concentragdes correspondentes de quitosana (CS) nos tratamentos NP e NPCu (0,25; 0,5; 1 gL") e
de ions Cu?* (1,25; 2,5; 5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sdo expressos como
média (n = 4) £ erro padrdao. O modelo e coeficiente de determinacao (R?) também s&o apresentados
(p < 0,05). ns = nao significativo.
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Figura 19 Clorofila total (Chl total) (a,b), carotenoides (Car) (c,d) e razao clorofila total/carotenoides
(e,f) dos discos foliares de Coffea arabica cv. IPR 100 aos 40 dias apds o tratamento com agua
destilada, como controle (CONT), nanoparticulas de quitosana sem ions Cu?* (NP), nanoparticulas de
quitosana contendo ions Cu?* (NPCu) e ions Cu?* livres (Cu). As formulagdes foram diluidas em agua
destilada, obtendo-se as concentragdes correspondentes de quitosana (CS) nos tratamentos NP e
NPCu (0,25; 0,5; 1 g L") e de ions Cu?* (1,25; 2,5; 5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu. Os
resultados sdo expressos como média (n = 4) + erro padrdao. O modelo e coeficiente de determinagéo

(R2) também séao apresentados (p < 0,05). ns = nao significativo.
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As formulagdes contendo CS NPs (NP e NPCu) promoveram efeito
dose-dependente, destacando-se o aumento do teor de clorofilas e carotenoides na
concentracao intermediaria. Em contraste, os tratamentos com Cu diminuiram o teor
de carotenoides em todas as concentragdes testadas, o que indicou fitotoxicidade.
Choudhary et al (2017b) relataram que CS NPs contendo Cu?* reduziram o contetido
de clorofilas a e b em folhas de milho a medida que a concentragao de nanoparticulas
aumentava. No presente estudo, o incremento nos niveis de clorofila pelos
tratamentos com NP e NPCu pode estar ligado a ativagdo de genes relacionados a
sintese desse pigmento, promovido pela quitosana (KUMARASWAMY et al., 2018).
As alteracbes nas proporgdes de pigmentos (diminuicao de clorofila a/clorofila b e
aumento de clorofila/carotendide) indicam uma maximizagéo da captura de luz sob o
ambiente de pouca luz do experimento (RUBERTI et al., 2012). Com relagéo ao teor
dos pigmentos avaliados, o NPCu proporcionou os ganhos mais significativos, que
podem estar relacionados aos efeitos bioestimulantes da quitosana e a mitigagao da
fitotoxicidade do excesso de cobre por meio da liberagdo controlada do elemento

pelas nanoparticulas.

Experimento para avaliagdo da infeccdo com Hemileia vastatrix

No aspecto visual, foi possivel constatar uma alta incidéncia da
doenca nos tratamentos CONT e NP (0,25 e 0,5 g L*") aos 15 DAI (Fig. 20). Nos outros
tratamentos, a incidéncia da doenca nos discos foliares aos 15 DAI foi
consideravelmente inferior (Fig. 21). No geral, a esporulagdo iniciou aos 20 DAI,
intensificando-se aos 25 DAl nos tratamentos CONT, NP e nos tratamentos NPCu e
Cu (1,25 mmol L"). Por outro lado, é visivel o efeito protetor conferido pelos
tratamentos NPCu e Cu (2,5 e 5 mmol L") ao longo dos 40 DAI, comparando-os com
os tratamentos CONT e NP (Fig. 20, 21).
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20 DAI

Figura 20 Foto representativa da progressao da doenga nos tratamentos CONT (a), NP0.25 (b), NP0.5 (c), NP1 (d) e NPCu1.25 (e) de discos (d 16 mm) de folhas de café
(Coffea arabica cv. IPR 100) aos 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias apds a infecgdo (DAI) com H. vastatrix. Antes da infecgéo, os discos foram tratados com agua destilada, como
controle (CONT), nanoparticulas de quitosanaltripolifosfato de sodio sem ions Cu?* (NP); nanoparticulas de quitosana /tripolifosfato de sodio contendo ions Cu?* (NPCu), ions
de Cu?* em sua forma livre, ndo-encapsulado (Cu). As formulagdes foram diluidas em agua destilada, obtendo-se a concentragéo correspondente de quitosana no tratamento
NP (0,25; 0,5; 1 g L") em relagdo a concentragdo de ions de Cu?* (1,25; 2,5; 5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu.
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Figura 21 Foto representativa da progressdo da doenga nos tratamentos NPCu2.5 (a), NPCu5 (b), Cu1.25 (c), Cu2.5 (d) e Cu5 (e) de discos (& 16 mm) de folhas de café
(Coffea arabica cv. IPR 100) aos 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias apds a infecgdo (DAI) com H. vastatrix. Antes da infecgéo, os discos foram tratados com agua destilada, como
controle (CONT), nanoparticulas de quitosanal/tripolifosfato de sodio sem ions Cu?* (NP); nanoparticulas de quitosana /tripolifosfato de sédio contendo ions Cu?* (NPCu), ions
de Cu?* em sua forma livre, ndo-encapsulado (Cu). As formulagdes foram diluidas em agua destilada, obtendo-se a concentragéo correspondente de quitosana no tratamento
NP (0,25; 0,5; 1 g L") em relagdo a concentragdo de ions de Cu?* (1,25; 2,5; 5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu.
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Nos tratamentos CONT e NP (0,25 e 0,5 g L"), 97% dos discos
foliares apresentavam os primeiros sintomas da infecgao por H. vastatrix. Por outro
lado, NP (1 g L") e Cu (1,25 mmol L") apresentaram 44% dos discos foliares com a
incidéncia da doencga, enquanto no tratamento NPCu (1,25 mmol L"), a incidéncia foi
em 28% dos discos foliares. Os tratamentos NPCu e Cu (2,5 e 5 mmol L)
apresentaram a menor incidéncia da doenca (inferior a 2% dos discos foliares) (Fig.
22a). A esporulagdo nos tratamentos CONT e NP (0,25 e 0,5 g L") foi em 94% dos
discos foliares. Os tratamentos NP (1 g L"), NPCu e Cu (1,25 mmol L") ndo diferiram
entre si, apresentando esporulacdo em 25% dos discos foliares. Nos tratamentos
NPCu e Cu (2,5 e 5 mmol L"), a esporulagéo foi praticamente nula, com menos de
1% dos discos foliares apresentando esporulacéo aos 25 DAI (Fig. 22b). Em relacao
a severidade da doencga aos 40 DAI, o padrao observado foi o mesmo. Em média, os
tratamentos CONT e NP (0,25 e 0,5 g L") apresentaram 35% da area do disco foliar
lesionada. Os tratamentos NP (1 g L™'), NPCu e Cu (1,25 mmol L") nao diferiram entre
si, apresentando préximo de 5% da area do disco lesionada. Nos tratamentos NPCu
e Cu (2,5 e 5 mmol L") a area foliar lesionada foi menos de 1% (Fig. 22c).

Os tratamentos NP, NPCu e Cu foram eficientes na protecdo dos
discos foliares, reduzindo a incidéncia, esporulacao e severidade da H. vastatrix.
Entretanto, é facilmente constatado a superioridade dos tratamentos NPCu e Cu em
comparagao ao NP e CONT (Fig. 20, 21, 22). O cobre em sua forma convencional
vem sendo usado ha anos como ingrediente ativo de fungicidas de contato para o
controle de fungos patogénicos, sendo estes produtos compostos por sulfato de cobre,
hidroxido de cobre, oxicloreto de cobre ou carbonato de cobre (HUSAK, 2015).

Os tratamentos NPCu e Cu afetaram positivamente o conteudo de
clorofila a, com aumentos de 107% (Cu 2,5 mmol L") e 133% (NPCu 2,5 mmol L")
em comparagao ao CONT, enquanto NP nao afetou este parametro (Fig. 23a, 23b).
Todos os tratamentos proporcionaram maiores conteudos de clorofila b do que o
CONT, destacando-se aumentos de 95% (NP 1 g L"), 129% (Cu 2,5 mmol L") e 215%
(NPCu 2,5 mmol L") (Fig. 23c, 23d). Em relagdo a razdo clorofila a/clorofila b, é
possivel verificar uma redugao proporcionada pelo aumento das concentragdes dos
tratamentos NPCu e Cu (Fig. 23e, 23f).
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Figura 22 Incidéncia (a), esporulacéo (b) e severidade (c) da doenga de Hemileia vastatrix em discos
foliares de Coffea arabica cv. IPR 100 aos 15, 25 e 40 dias apos a infecgdo (DAI). Antes da infecgao,
os discos foram tratados com agua destilada como controle (CONT), nanoparticulas de quitosana sem
ions Cu?* (NP), nanoparticulas de quitosana contendo ions Cu2* (NPCu) e ions Cu?* livres (Cu). As
formulagées foram diluidas em agua destilada, obtendo-se as concentragcdes correspondentes de
quitosana (CS) nos tratamentos NP e NPCu (0,25; 0,5; 1 g L™") e de ions Cu?* (1,25; 2,5; 5 mmol L")
nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sdo expressos como média (n = 4)  erro padréo. Letras
iguais nas colunas indicam que n&o houve diferenc¢a significativa pelo teste de Dunn (p < 0,05).
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Figura 23 Clorofila (Chl) a (a,b), clorofila b (¢,d) e relagéo clorofila a/clorofila b (e,f) dos discos foliares
de Coffea arabica cv. IPR 100 aos 40 dias apés a infeccao (DAI) com H. vastatrix, Antes da infeccao,
os discos foram tratados com agua destilada como controle (CONT), nanoparticulas de quitosana sem
ions Cu?* (NP), nanoparticulas de quitosana contendo ions Cu?* (NPCu), e ions Cu?* livres (Cu). As
formulagcées foram diluidas em agua destilada, obtendo-se as concentragcdes correspondentes de
quitosana (CS) nos tratamentos NP e NPCu (0,25; 0,5; 1 g L") e de ions Cu?* (1,25; 2,5; 5 mmol L")
nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sdo expressos como média (n = 4) + erro padrao. O modelo
e coeficiente de determinacdo (R?) também séo apresentados (p < 0,05). ns = ndo significativo.

Todos os tratamentos promoveram maior quantidade total de
clorofilas do que o CONT, destacando-se aumentos de 82% (NP 1 g L"), 113% (Cu
2,5 mmol L") e 170% (NPCu 2,5 mmol L") (Fig. 24a, 24b). Igualmente, todos os

tratamentos proporcionaram aumento no conteudo de carotenoides em comparagao



136

ao CONT (Fig. 24c, 24d), assim como a razao entre o total de clorofilas/carotenoides,
com aumentos de 55% (NP 1 g L"), 142% (Cu 5 mmol L-') e 155% (NPCu 5 mmol L

1) (Fig. 24e, 24f).
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Figura 24 Clorofila total (Chl total) (a,b), carotenoides (Car) (c,d) e razao clorofila total/carotenoides
(e,f) dos discos foliares de Coffea arabica cv. IPR 100 dias apos a infeccao (DAI) com H. vastatrix.
Antes da infecgao, os discos foram tratados com agua destilada como controle (CONT), nanoparticulas
de quitosana sem ions Cu?* (NP), nanoparticulas de quitosana contendo ions Cu2* (NPCu) e ions Cu?*
livres (Cu). As formulagdes foram diluidas em &gua destilada, obtendo-se as concentragcbes
correspondentes de quitosana (CS) nos tratamentos NP e NPCu (0,25; 0,5; 1 g L") e de ions Cu?*
(1,25; 2,5; 5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sdo expressos como média (n = 4)
* erro padrdo. O modelo e o coeficiente de determinacao (R?) também s&o mostrados (p < 0,05).
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NPCu proporcionou as maiores concentragdes de clorofila nos discos
foliares e, tanto NPCu quanto Cu, promoveram um efeito duplo semelhante em
relagdo ao conteudo de carotenoides. Para as clorofilas, houve um efeito protetor mais
significativo que foi conferido pela nanoencapsulacdo de cobre em todas as
concentragcbes testadas, o que indica uma melhor bioatividade resultante da
associagao entre quitosana e cobre. Saharan et al. (2015) demonstraram que as CS
NPs possuem porosidade, o que permite a adeséo do cobre. A arquitetura porosa &
responsavel pela liberagdo gradual do cobre da nanoestrutura, tornando duradouro o
contato das células vegetais com o cobre. Esta caracteristica estrutural confere a
quitosana uma maior afinidade com o cobre do que com outros metais. CS NPs
contendo cobre mostraram alta atividade antifungica contra Alternaria alternata;
Macrophomia phaseolina e Rhizoctonia solani (SAHARAN et al., 2013), Alternaria
solani e Fusarium oxysporum (SAHARAN et al., 2015), Curvularia Iunata
(CHOUDHARY et al., 2017b) e Pyricularia grisea (SATHIYABAMA & MANIKANDAN,
2018). Nos tratamentos NP, a protecao esta associada as caracteristicas naturais da
quitosana. Além de atuar como agente promotor do crescimento vegetal, a quitosana
possui propriedades antimicrobianas e pode induzir uma resposta de defesa da planta
contra patégenos. Além da versatilidade, a quitosana é biocompativel, biodegradavel
e pode ser mucoadesiva (KUMARASWAMY et al., 2018).

Os efeitos adversos do aumento das concentracbes de todas as
formulacdes foram observados nos experimentos, especialmente nos tratamentos
contendo cobre (NPCu e Cu). Assim, as maiores concentragdes dos tratamentos NP
(1 g L"), NPCu (5 mmol L") e Cu (5 mmol L") foram removidas em experimentos
subsequentes para avaliar dano oxidativo, atividade enzimatica e fluorescéncia da

clorofila a.

Experimento para avaliagdo de dano oxidativo e atividade de enzimas antioxidantes

Mudangas significativas no conteudo de perdxido de hidrogénio
(H202) e malondialdeido (MDA) foram induzidas pelos tratamentos aplicados (Fig. 25).
Aos 5 DA, os tratamentos NP (0,25 e 0,5 g L™') apresentaram, em média, 13% a mais
de H202 em relagdo ao CONT, enquanto os tratamentos Cu (1,25 e 2,5 mmol L™") ndo
afetaram este parametro. Por outro lado, os tratamentos com NPCu (1,25 e 2,5 mmol

L™") reduziram o teor de H202 nos discos foliares infectados em 20%. Aos 15 DA,
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apenas NP (0,5 g L-1) diferiu do CONT, mantendo o maior teor de H202 (Figura 25a).
Com relagéo ao teor de MDA, apenas o tratamento Cu (2,5 mmol L™") n&o diferiu do
CONT, com maiores concentra¢gdes de MDA observadas nos demais tratamentos aos
5 DAI. Aos 15 DAI, os tratamentos Cu (1,25 e 2,5 mmol L") e NP (0,5 g L") néo
apresentaram diferencgas significativas para o CONT, enquanto o tratamento NP (0,25
g L") induziu um aumento de 46% no conteido do MDA.. Ja os tratamentos com NPCu
(1,25 e 2,5 mmol L™") promoveram uma redugéo média de 37% no teor de MDA em
relagcdo ao CONT (Figura 25b).
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Figura 25 Teor de peroxido de hidrogénio (H20:2) (a) e malondialdeido (MDA) (b) de discos foliares de
Coffea arabica cv. IPR 100 aos 5 e 15 dias ap6s a infecgdo (DAI) com H. vastatrix. Antes da infecgao,
os discos foram tratados com agua destilada como controle (CONT), nanoparticulas de quitosana sem
ions Cu?* (NP), nanoparticulas de quitosana contendo ions Cu2* (NPCu) e ions Cu?* livres (Cu). As
formulacées foram diluidas em agua destilada, obtendo-se as concentragdes correspondentes de
quitosana (CS) nos tratamentos NP e NPCu (0,25; 0,5 g L") e de ions Cu?* (1,25; 2,5 mmol L") nos
tratamentos NPCu e Cu. Os resultados s&o expressos como média (n = 4) £ erro padrao. Letras iguais
nas colunas indicam que n&do houve diferenca significativa no teste Scott-Knott (p < 0,05) no mesmo
ponto de tempo.

O leve aumento no teor de MDA aos 5 DAl indica a inducéo inicial do
estresse oxidativo pela maioria dos tratamentos. No entanto, os niveis de H202 foram
normais ou mesmo reduzidos em comparacdo com CONT nos tratamentos NPCu e
Cu, sugerindo que mecanismos protetores foram induzidos a partir de 5 DAI ou antes.
Eles podem ter contribuido para diminuir o teor de MDA nesses tratamentos aos 15
DAL

Em contraste, niveis aumentados de H202 nos tratamentos com NP
indicam uma indu¢do mais significativa de estresse oxidativo. Também pode estar
associado a fungéo de sinalizagdo do H202 desencadeada pelas CS NPs. De fato, a

manutencgédo de niveis elevados de H202 no tratamento com NP (0,5 g L™") aos 15 DAI,
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concomitante com niveis normais de MDA, evidencia a funcao sinalizadora do H20:.
Além de possuir caracteristicas bioestimulantes, a quitosana provoca respostas de
defesa da planta contra o estresse. Sua aplicacao pode induzir a sintese de diferentes
mensageiros intracelulares que atuam nas sinalizagdes de estresse, como H202 e
oxido nitrico. Além disso, a quitosana € capaz de formar complexos com metais
(HIDANGMAYUM et al., 2019). Essa capacidade pode ter contribuido para a indugao
de estresse oxidativo mais significativo nos tratamentos NP, causando desequilibrio
ibnico e comprometendo a funcionalidade de outros compostos no metabolismo
vegetal. Em estudo anterior, Gomes et al. (2021) observaram que o condicionamento
de sementes com CS NPs contendo ions Cu?* ndo aumentou significativamente os
niveis de H202 e MDA em mudas de milho. No entanto, o tratamento com CS NPs
sem cobre praticamente dobrou os niveis de ambos os marcadores de estresse
oxidativo.

Em relacdo a atividade das enzimas antioxidantes, apenas o tratamento com
NP (0,25 g L™") induziu uma redugéo de 27% na atividade da superdxido dismutase
(SOD) aos 5 DAI. Aos 15 DA, os tratamentos NP (0,25 e 0,5 g L") ndo apresentaram
diferencgas significativas em relagdo ao CONT, enquanto os tratamentos NPCu e Cu
(1,25 e 2,5 mmol L") induziram um aumento médio de 22% na atividade SOD (Fig.
26a). Aos 5 DA, todos os tratamentos diferiram do CONT, apresentando reducéao da
atividade da catalase (CAT). Aos 15 DAI, houve uma redugcdo meédia de 20% na
atividade da CAT nos tratamentos NPCu (1,25 mmol L-') e Cu (1,25 e 2,5 mmol L")
em comparagdo com o CONT (Fig. 26b). Os tratamentos NP (0,25 e 0,5g L") e Cu
(1,25 mmol L") induziram um aumento na atividade da ascorbato peroxidase (APX)
em relacdo ao CONT aos 5 DAI. Em contraste, o tratamento com NPCu (2,5 mmol
L=") promoveu uma redugéo de 54% na atividade enzimatica. Aos 15 DAI, apenas o
tratamento NPCu (1,25 mmol L") ndo apresentou diferencas significativas em relagao
ao CONT, com aumento da atividade APX observado nos demais tratamentos (Fig.
26c¢). Para a atividade da peroxidase (POD), aos 5 DAI, foi possivel observar um
aumento médio de 211% nos tratamentos NPCu (1,25 mmol L") e Cu (2,5 mmol L)
em relagcdo ao CONT. Aos 15 DAI, um aumento de 60% na atividade da POD foi
induzido pelo tratamento Cu (1,25 mmol L"), 160% por NPCu (1,25 mmol L"), 180%
por NP (0,25 g L), 250% por NPCu (2,5 mmol L") e 310% por Cu (2,5 mmol L"), em
comparagao com o CONT (Fig. 26d).
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Figura 26 A atividade da Superéxido dismutase (SOD) (a), Catalase (CAT) (b), Ascorbato peroxidase
(APX) (c) e Peroxidase (POD) (d) dos discos foliares de Coffea arabica cv. IPR 100 aos 5 e 15 dias
apos a infecgao (DAI) com H. vastatrix. Antes da infecgéo, os discos foram tratados com agua destilada
como controle (CONT), nanoparticulas de quitosana sem ions Cu2* (NP), nanoparticulas de quitosana
contendo ions Cu?* (NPCu) e ions Cu?* livres (Cu). As formulagdes foram diluidas em agua destilada,
obtendo-se as concentragdes correspondentes de quitosana (CS) nos tratamentos NP e NPCu (0,25;
0,5gL™" edeions Cu?* (1,25; 2,5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados s&do expressos
como média (n = 4) + erro padrdo. Letras iguais nas colunas indicam que ndo houve diferenga

significativa no teste Scott-Knott (p < 0,05) no mesmo ponto de tempo.

Quanto a atividade das enzimas antioxidantes, houve diferengas nas
respostas de defesa induzidas por cada tratamento. Para SOD, todas as formulacdes
contendo cobre aumentaram a atividade enzimatica aos 15 DAl em comparagdo com
CONT e NP, o que pode estar relacionado ao fato de SOD ser uma metaloenzima que
possui cobre na composi¢ao de uma de suas isoformas (GILL & TUTEJA, 2010).
Corroborando, o tratamento com CS NPs contendo Cu?* também demonstrou induzir
atividade de SOD plantas de milho (Choudhary et al., 2017b; Gomes et al., 2021).
Além disso, avaliando o efeito de um nanocompdésito de selénio e cobre em tomateiros

infectados por Alternaria solani, Quiterio-Gutiérrez et al. (2019) verificaram um
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aumento na atividade da SOD nas folhas que foi concomitante com o aumento na
concentracio de cobre.

Embora o H202 formado pela acdo do SOD durante a neutralizacéo
do anion superoxido possa ser metabolizado pela agdo do CAT e do APX (Gill e
Tuteja, 2010), a modulagao fina do H202 foi realizada principalmente pelo APX,
permitindo o controle dessa molécula em a faixa de yM e outros compartimentos além
dos peroxissomos (MITTILER, 2002). De fato, a atividade APX tendeu a ser induzida
pela maioria dos tratamentos, enquanto a atividade CAT foi mantida ou inibida. Além
disso, a baixa atividade da CAT nos tratamentos com Cu e NPCu pode estar
relacionada a inibicdo da enzima por ions metalicos, conforme observado por Gomes
et al. (2021).

Curiosamente, houve um aumento na atividade de POD nos
tratamentos que apresentaram baixa atividade de CAT e APX aos 5 DAI, o que fornece
evidéncias para a indugao de diferentes enzimas antioxidantes pelos tratamentos
aplicados. Aos 15 DAI, a atividade de POD aumentou significativamente em quase
todos os tratamentos contendo cobre, especialmente na concentragdo mais alta. Em
cafeeiros, a inducado de enzimas relacionadas a lignificacdo da parede celular, como
a POD, é uma das principais formas de protecado contra a infeccdo por H. vastatrix
(SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2008; MONTEIRO et al., 2016). Aos 5 DAI, o
tratamento NPCu (1,25 mmol L") induziu maior atividade de POD do que os
tratamentos NP (0,25 e 0,5 g L") e Cu (1,25 mmol L™"). Aos 15 DAI, o NPCu (1,25 e
2,5 mmol L™") também promoveu um aumento significativo na atividade da POD em
relacdo ao CONT, enquanto o Cu potencializou a atividade enzimatica apenas na
concentragdo mais elevada (2,5 mmol L™"). Esses resultados reforgam o fato de que
NPCu apresenta maior eficiéncia na inducdo de protecdo contra a infecgao por H.
vastatrix em comparagao com a aplicagao de quitosana e cobre separadamente, como
observado para a protegao de mudas de milho contra estresse abiético (Gomes et al.,
2021) e bidtico (Choudhary et al., 2017b).

Experimento para avaliagdo da fluorescéncia da clorofila a e atividade das enzimas
PAL e PPO

Em relacdo a fluorescéncia da clorofila a, todos os tratamentos

apresentaram valores de fluorescéncia basal (Fo) inferiores ao CONT aos 5 DAI. A
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reducéo de Fo foi mais intensa (cerca de 18%) nos tratamentos NPCu (2,5 mmol L)
e Cu (1,25 mmol L™). Aos 15 DAI, os tratamentos NP (0,25 g L") e NPCu (1,25 mmol
L) ndo afetaram a Fo, enquanto os demais tratamentos apresentaram maior Fo,
principalmente no NP (0,5 g L") e Cu ( 2,5 mmol L™'), com aumento médio de 21%
em relagdo ao CONT (Fig. 27a). Os tratamentos NP (0,25 g L") e NPCu (1,25 e 2,5
mmol L") promoveram maiores valores de atividade maxima do fotossistema Il (Fv/Fm)
do que CONT aos 5 DAI. Por outro lado, os tratamentos com Cu (1,25 e 2,5 mmol L-
') apresentaram menor Fv/Fm. Aos 15 DAI, um aumento na Fv/Fm foi induzido pelos
tratamentos NP (0,25 e 0,5 g L") e NPCu (1,25 mmol L"), enquanto Cu (2,5 mmol L-
') continuou a promover uma reducgao na Fv /Fm em relagdo ao CONT (Fig. 27b). Para
a taxa relativa de transporte de elétrons do fotossistema Il (rETR), apenas os
tratamentos NPCu (1,25 e 2,5 mmol L-') foram significativamente aumentados aos 5
DAl em comparagao com o CONT. Aos 15 DAI, as menores concentragdes de NP e
NPCu induziram maiores valores de rETR do que o CONT. Por outro lado, uma
reducdo de 18% no rETR foi observada no tratamento Cu (2,5 mmol L") em
comparagao com o CONT (Fig. 27c).

A fluorescéncia da clorofila a € uma técnica amplamente utilizada para
estudar os efeitos de diferentes tipos de estresse na atividade fotossintética (GUIDI et
al., 2019). Aos 5 DAI, os menores valores de Fo fornecidos por todos os tratamentos
em relacdo ao CONT indicaram a reducéo dos danos ao fotossistema Il. Além disso,
0s maiores valores de Fv/Fm e rETR sugerem que os tratamentos com NPCu até 5 DA
melhoraram a atividade do fotossistema Il em comparagdo com todos os outros
tratamentos. Por outro lado, a redugao de Fv/Fm induzida pelos tratamentos com Cu
indica limitacdo do fotossistema |l causada pela acdo de H. vastatrix e/ou alta
concentragdo de Cu?*.

Aos 15 DAI, o aumento da Fo foi induzido principalmente pelo
tratamento com Cu (2,5 mmol L™"). Além disso, Cu (2,5 mmol L") foi o Unico
tratamento que apresentou redugdo significativa de Fv/Fm e rETR em relagdo ao
CONT, o que corrobora o efeito fitotdxico causado por altas concentragdes de Cu?*. A
diminuigdo da relagédo Fv/Fm, concomitante ao aumento de Fo, indica dano ao
fotossistema I, que tem sido observado em plantas sob diferentes tipos de estresse,
incluindo café sob alto teor de aluminio (KONRAD et al., 2005) e seca (CINTRA et al.,
2020).



143

QConMT anPLZs  mNPOs aMNFCu1.25
BrNPCu25 acul.2s m@Cculs

200
1610
1210
(=]
(18
80

40

0

5 DAl 15 DAl

b QCoOMT arF0Es  mMPOs anPCu1.25
arPCu2s OcCul2s @Cu2s

08 r
babaacc Cc bhl:c

d
06 f

04 F

FulFm

0.2 ¢

0.0 H©
5 DAl 15 DAJ

QConNT aMF0Zs  mMNPOS BMNPCu1.25
arPCu2s acul2s @CuZs

P
—

a
bbp2abp b bahb

LJ
L}
T

c

]
=]
T

rETR (umol m-2s-1)

5 DAl 15 DAI

Figura 27 Fo (a), Fv/Fm (b) e rETR (c) de discos foliares de Coffea arabica cv. IPR 100 aos 5 e 15 dias
apos a infecgao (DAI) com H. vastatrix. Antes da infecgéo, os discos foram tratados com agua destilada
como controle (CONT), nanoparticulas de quitosana sem ions Cu2* (NP), nanoparticulas de quitosana
contendo ions Cu?* (NPCu) e ions Cu?* livres (Cu). As formulagdes foram diluidas em agua destilada,
obtendo-se as concentragdes correspondentes de quitosana (CS) nos tratamentos NP e NPCu (0,25;
0,5gL™") edeions Cu?* (1,25; 2,5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sdo expressos
como média (n = 4) t erro padrdo. Letras iguais nas colunas indicam que ndo houve diferenca
significativa no teste Scott-Knott (p < 0,05) no mesmo ponto de tempo.
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Aos 5 DA, todas as formulagdes nas concentragdes mais baixas (0,25
g L' ou 1,25 mmol L") e o tratamento NP (0,5 g L*') aumentaram a atividade da
fenilalanina amoénia-liase (PAL) em quase 100% em comparagdo com o CONT. Aos
15 DAI, os tratamentos NPCu (2,5 mmol L") e Cu (1,25 mmol L") mantiveram a
atividade da PAL igual a CONT, enquanto as outras formulagdes reduziram a atividade
enzimatica (Fig. 28a). Com relagao a atividade da polifenol oxidase (PPO) aos 5 DA,
observou-se um aumento médio de 40% nos tratamentos NP (0,5 g L") e NPCu (1,25
mmol L") em relagdo ao CONT. Além disso, um incremento de 14% foi induzido pelo
tratamento com Cu (1,25 mmol L-"). Aos 15 DAI, ndo houve diferengas significativas

entre os tratamentos na atividade de PPO (Fig. 28b).
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Figura 28 A atividade das enzimas fenilalanina amdnia-liase (PAL) (a) e polifenol oxidase (PPO) (b)
dos discos foliares de Coffea arabica cv. IPR 100 aos 5 e 15 dias ap6s a infecgéo (DAI) com H. vastatrix.
Antes da infecgédo, os discos foram tratados com agua destilada como controle (CONT), nanoparticulas
de quitosana sem ions Cu?* (NP), nanoparticulas de quitosana contendo ions Cu2* (NPCu) e ions Cu?*
livres (Cu). As formulagbes foram diluidas em agua destilada, obtendo-se as concentragdes
correspondentes de quitosana (CS) nos tratamentos NP e NPCu (0,25; 0,5 g L") e de ions Cu?* (1,25;
2,5 mmol L") nos tratamentos NPCu e Cu. Os resultados sdo expressos como média (n = 4)  erro
padrao. Letras iguais nas colunas indicam que n&ao houve diferenga significativa no teste Scott-Knott (p
< 0,05) no mesmo ponto de tempo.

A atividade da PAL foi induzida durante o estabelecimento do
patégeno nos tecidos do hospedeiro (SILVA et al., 2008). No presente estudo, todas
as formulagdes na menor concentragdo promoveram um aumento na atividade da PAL
aos 5 DAI. Da mesma forma, os efeitos mais significativos na atividade da PPO foram
observados aos 5 DAI, destacando o aumento das atividades nos tratamentos NP (0,5
g L"), NPCu (1,25 mmol L") e Cu (1,25 mmol L"). Choudhary et al. (2017b) avaliaram
as atividades PAL e PPO em folhas de milho infectadas com Curvularia lunarata 24 h

apo6s o tratamento com as formulacdes. Os autores verificaram que os tratamentos
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com NPCu e Cu induziram a atividade de PPO, enquanto apenas NPCu promoveu
aumento da atividade de PAL.

O presente estudo foi o primeiro a mostrar o efeito da
nanoencapsulagdo de ions Cu?* como estratégia para prolongar/intensificar a
protecao conferida pelo cobre contra a infeccado de H. vastatrix em uma cultivar de
café suscetivel (Coffea arabica cv. IPR 100). De acordo com os resultados obtidos, foi
possivel verificar que as respostas induzidas sdo dose-dependentes, com efeitos
nocivos causados pelas maiores concentragoes testadas. No entanto, os tratamentos
com NPCu diminuiram a fitotoxicidade do cobre e mostraram respostas mais positivas
nas folhas pela associagcdo entre quitosana e cobre, especialmente em baixas
concentragdes (1,25 mmol L'). Sem a infeccdo de H. vastatrix, os tratamentos
contendo CS NPs (NP e NPCu) estimularam o acumulo de clorofila nos discos foliares.
Por outro lado, os tratamentos com ions Cu?* livres ndo promoveram ganhos
significativos de clorofila e reduziram o teor de carotenoides.

Embora todos os tratamentos tenham diminuido efetivamente a
incidéncia, esporulacdo e severidade da doengca causada por H. vastatrix, os
tratamentos contendo cobre (NPCu e Cu) promoveram um efeito protetor mais eficaz.
Dentre eles, NPCu (2,5 mmol L") foi o mais eficaz em aumentar as concentragbes de
clorofila em discos foliares infectados. Em geral, os tratamentos promoveram a
ativacdo de mecanismos antioxidantes enzimaticos, mas os tratamentos NPCu foram
mais eficazes na mitigagdo do estresse oxidativo e na manutencdo da atividade
fotossintética ao longo dos dias apds a infecgdo. Embora os tratamentos Cu sejam
eficientes na protecao das folhas de cafeeiro contra H. vastatrix, eles promovem
efeitos adversos no fotossistema Il. Além disso, os resultados mostraram a
bioatividade mais significativa da associagao entre quitosana e cobre em comparagao
com a aplicacdo de quitosana e cobre separadamente, principalmente ao avaliar as
menores concentragdes da formulacao.

No geral, esses resultados sugerem que as CS NPs contendo Cu?*
sdo nanomateriais capazes de induzir uma resposta de defesa vegetal mais
significativa a infeccdo de H. vastatrix, evitando os efeitos téxicos de altas
concentracbes de cobre. Assim, esta formulagdo tem grande potencial para ser
utilizada como nanopesticida para outras doengas fungicas de diferentes espécies
vegetais que séo controladas pela aplicagdo de produtos a base de cobre. O uso de

nanoparticulas a base de cobre para controlar a ferrugem do cafeeiro também pode
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reduzir a quantidade de cobre metalico liberado por hectare devido a melhor entrega
€ maior area de contato das nanoparticulas com as folhas, proporcionando melhor
cobertura. Seria uma estratégia de controle quimico da ferrugem do cafeeiro em
consonancia com a nova legislagado implementada em varios paises, que visa reduzir

os impactos causados por compostos metalicos na agricultura (SERA et al., 2022).

CONCLUSAO

A fitotoxicidade dos tratamentos esta diretamente relacionada a dose
aplicada, sendo que as maiores concentragcbes de todos os tratamentos sao
prejudiciais ao metabolismo da planta. Enquanto os tratamentos contendo CS NPs
(especialmente NPCu) estimularam a sintese de clorofila ao mesmo tempo em que
aumentaram significativamente o teor de clorofila total nos discos foliares, o
tratamento Cu reduziu o teor de carotenoides em todas as concentragdes aplicadas.
Os tratamentos NP (1 g L-'), NPCu (1,25, 2,5 e 5 mmol L") e Cu (1,25, 2,5 e 5 mmol
L") reduziram efetivamente a incidéncia, esporulagédo e severidade induzida por H
vastatrix. No entanto, os tratamentos NPCu se destacaram por manter os maiores
niveis de pigmentos em comparagdo com Cu, NP e o controle. Embora ambas as
concentragdes (1,25 e 2,5 mmol L") dos tratamentos NPCu e Cu tenham aumentado
as respostas antioxidantes nos discos foliares, apenas os tratamentos NPCu
conseguiram mitigar o dano oxidativo ao longo dos dias de infec¢do. Além disso, o
tratamento com Cu (2,5 mmol L") comprometeu ainda mais a atividade do
fotossistema Il dos discos foliares, evidenciando o efeito fitotdxico causado pelas altas
concentragdes do ion Cu?*. Em baixas concentragdes (1,25 mmol L"), o NPCu
também apresentou maior bioatividade que o Cu, reforcando a maior eficiéncia da

nanoformulagao.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo, foi possivel verificar respostas distintas entre os
tratamentos com nanoparticulas a base de cobre e o cobre convencional, sendo
avaliados em diferentes situagdes. Entretanto, sem a incidéncia de estresse, os efeitos
promovidos sao semelhantes, com o convencional promovendo resultados similares.
Por outro lado, sob condi¢ao de cultivo desfavoravel e, consequentemente, avaliando
as respostas induzidas para mitigar a situagcdo, a associagdo do cobre com
nanoparticulas de quitosana e/ou nanoparticulas metalicas de cobre sao mais
eficientes, evidenciando diferengas consideraveis entre o convencional e a forma
nano. A associagdo de nanoparticulas de quitosana com cobre, reuniu as
propriedades da quitosana com a essencialidade do cobre, promovendo um melhor
aproveitamento do elemento e, sob condicbes adversas, uma maior protecdo ao
estresse, ativando diferentes mecanismos de defesa, além de manter ou melhorar o
crescimento das plantas.

Outra possibilidade observada, foi o uso de nanoparticulas metalicas
de 6xido de cobre obtidas via sintese verde. Enquanto a sintese classica envolve
meétodos que utilizam componentes tdxicos, gerando residuos nocivos para a saude e
0 meio ambiente, a sintese verde de nanomateriais baseia-se em rotas
ecologicamente mais corretas, abrindo mao dos agentes nocivos. O produto final é
uma nanoparticula metalica que possui uma maior biocompatibilidade, bioatividade no
metabolismo vegetal, n&o apresentando ou reduzindo a fitotoxicidade. Estas
caracteristicas podem mitigar os impactos ambientais causados pelo uso de
nanoparticulas de sintese convencional, reduzindo a quantidade de nanomaterial
langado no ambiente. Diante das perspectivas para a agricultura, de lidar com
situagdes adversas cada vez mais frequentes e, mesmo assim, ter a necessidade de
atender a demanda por alimentos de uma populagdo em constante crescimento, a
nanotecnologia vem se consolidando como uma aliada para criacdo de uma
agricultura mais eficiente, permitindo conciliar produtividade com praticas agricolas

mais sustentaveis, adequando-se as necessidades futuras.
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APENDICES
APENDICE A — MATERIAL SUPLEMENTAR DO CAPITULO Il

Foto 1 Exemplo das amostras acondicionadas em sacos plasticos de polietileno

transparente para analises de EDXRF.

Fonte: Proprio autor.
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APENDICE B — MATERIAL SUPLEMENTAR DO CAPITULO Il

Foto 2 Discos de folhas de cafeeiro do tratamento controle (CONT) ndo aptos e
descartados das analises, devido a incidéncia de patdégeno oportunista.

{ 25 DAI |

Fonte: Proprio autor.
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Foto 3 Coleta de esporos de H. vastatrix no campo do Instituto de Desenvolvimento
Rural do Parana — IAPAR-EMATER (IDR-Parana, Londrina, Parana, BR).

Fonte: Luciana Harumi Shigueoka.
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Foto 6 Inoculacao dos discos foliares de Coffea arabica cv. IPR 100 com a suspensao

de esporos de H. vastatrix.

Fonte: Proprio autor.
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APENDICE C — MATERIAL SUPLEMENTAR DO REFERENCIAL TEORICO

Advances in nano-based delivery systems of micronutrients for a greener
agriculture?
Diego Genuario Gomes, Joana Claudio Pieretti, Wallace Rosado Rolim, Amedea

Barozzi Seabra, Halley Caixeta Oliveira

Abstract

The fertilization with micronutrients is an important practice for increasing crop
production, as they have roles in plant growth, development and stress response.
However, the inadequate use of chemical fertilizers has been associated with
environmental contamination and harms to non-target organisms. Therefore, the
combination of intensive cultivation and reduced consumption of fertilizers is a
challenge for current agriculture. In this scenario, nanotechnology has emerged as a
promising strategy to improve the efficiency of the delivery of micronutrients to plants,
thereby reducing environmental harms. Here, we review the major challenges in
micronutrient fertilization practices and discuss how nanotechnology can contribute to
increasing the efficient use of micronutrients. We provide several examples of
applications of nano-based delivery systems of micronutrients for plant nutrition,
including metal nanoparticles and metal-containing polymeric nanomaterials. We also
discuss the major challenges regardings the synthesis, applications and toxicity
evaluation of micronutrient-containing nanofertilizers.
Keywords: chitosan; metallic nanoparticles; nanofertilizer; nanotechnology; plant

nutrition

2 Capitulo de livro publicado. Advances in Nano-Fertilizers and Nano-Pesticides in Agriculture.
https://doi.org/10.1016/C2019-0-01205-8
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Copper-based nanoparticles for pesticide effects?

Diego Genuario Gomes, Joana Claudio Pieretti, Isabella Martins Lourengo, Halley

Caixeta de Oliveira, Amedea Barozzi Seabra

Abstract

In recent years, engineered nanoparticles have been the focus of intensive scientific
and technological development in different applications, including agriculture and food
production/security. Copper-based nanoparticles have interesting features, such as
low production cost and potent antimicrobial actions at concentrations considered safe
to humans and to the environment, making them good candidates for agricultural
applications. Moreover, copper-based nanomaterials can be prepared not only by
traditional chemical and physical methods, but also by green routes involving biogenic
methods, in a sustainable manner. Copper is involved in plant growth, metabolism and
defense, and it has been used in agriculture as a key player in fungicides in the combat
of plant diseases. Recently, the design of nano-based copper particles has opened
new avenues to protect and defend crops, with superior results and lower toxic effects,
compared with bulk copper (massive copper). In this scenario, this chapter presents
and discusses the recent progress in the design and applications of copper-based
nanoparticles with potent antimicrobial applications for agriculture in pest
management. Green routes to synthesize the nanoparticles, the recent progress in the
applications of copper-based nanoparticles as pesticides, and their phytotoxic are
highlighted and discussed. We hope that this chapter opens new avenues in this

important topic involving nanotechnology and agriculture.

Keywords: Copper-based nanoparticles, copper oxide nanoparticles, metallic

nanoparticles, pesticides, pest control, agriculture.

3 Capitulo de livro publicado. Inorganic Nanopesticides and Nanofertilizers.
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