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RESUMO GERAL

Os cereais sdo uma importante fonte de alimento em todo o mundo, sendo destaque devido aos
seus diferentes aspectos nutricionais. Particularmente o arroz destaca-se por apresentar uma
fonte diaria de carboidratos e proteinas. A mancha parda (MP), causada pelo fungo Bipolaris
oryzae (Breda de Haan) Shoemaker [teleomorfo: Cochliobolus miyabeanus (Ito e
Kuribayashi)], causa grandes perdas em todas as regides produtoras de arroz no mundo. Os
principais sintomas causados por B. oryzae sdo observados principalmente nas folhas e nos
grdos, porem podem ser observados na panicula e na bainha. Nas folhas podemos encontrar
manchas ovais, de coloragdo marrom-avermelhada e, na grande maioria das vezes, um centro
acinzentado. Nos grédos podemos ver as manchas de coloragdo marrom escuro ou marrom-
avermelhado e que podem cobrir parcial ou totalmente a superficie dos gréos. Portanto, este
trabalho objetivou avaliar o efeito de Nanoparticulas (NPs) de Prata e NPs de Cobre sobre esta
doenca. Primeiramente, testes in vitro foram realizados para verificar o crescimento de B.
oryzae em placas de petri com doses crescentes de ambas NPs. Posteriormente um experimento
in vivo foi instalado em condi¢cdes de casa de vegetacdo no delineamento inteiramente
casualizado em 10 repeticBes, sendo utilizadas as cultivares de arroz Pampeira, A702CI e
Tropical. Os tratamentos utilizados foram: &gua destilada (tratamento controle), fungicida
Azoxystrobina, NPs de prata (5 uL L) e NPs de cobre (5 puL LY). A inoculagdo com B.oryzae
foi realizada 24 horas ap6s a aplicagdo dos tratamentos utilizando a concentragdo de 1 x 10°
conidios mL™. Para todos os testes in vitro, os ajustes de regressdo linear para o indice de
velocidade de crescimento micelial, didmetro micelial e nimero de conidios de B. oryzae
demonstraram uma reducao destes parametros a medida que as doses de NPs de prata e NPs de
Cobre aumentaram. A area abaixo da curva de progresso da doenca foi significativamente
reduzida em 92, 31 e 33 % para Pampeira, 92, 25 e 57 % para A702Cl e 92, 33 e 58 % para
Tropical, respectivamente, para os tratamentos com azoxitrobina, NPs Cobre e NPs Prata em
comparagdo com o tratamento controle. Esta mesma tendéncia de reducdo foram observadas
para os demais componentes de resisténcia como a severidade final, tamanho de lesdo e nimero
de lesBes por cm?2. Contudo, os resultados do presente estudo demonstraram a eficiéncia das
NPs de cobre e, principalmente, NPs de prata no controle de MP do arroz.

Palavras -chave: Arroz, mancha parda, nanoparticulas, resisténcia genética



GENERAL ABSTRACT

Cereals are an important food source around the world, being highlighted due to their different
nutritional aspects. Rice in particular stands out for presenting a daily source of carbohydrates
and proteins. Brown spot (BS), caused by the fungus caused by Bipolaris oryzae (Breda de
Haan) Shoemaker [teleomorph: Cochliobolus miyabeanus (Ito and Kuribayashi)], causes great
losses in all rice producing regions in the world. The main symptoms caused by B. oryzae are
mainly observed in the leaves and grains, but they can be observed in the panicle and sheath.
On the leaves we can find oval, reddish-brown spots and, in most cases, a grayish center. In
grains we can see as dark brown or reddish-brown spots that may partially or completely cover
the surface of the grains. Therefore, this work aimed to evaluate the effect of Silver
Nanoparticles (NPs) and Copper NPs on this disease. First, in vitro tests were carried out to
verify the growth of B. oryzae in petri dishes with increasing doses of both NPs. Subsequently,
an in vivo experiment was installed under greenhouse conditions in a completely randomized
design with 10 replications, being used as rice cultivars Pampeira, A702Cl and Tropical. The
procedures used were: distilled water (control treatment), Azoxystrobin fungicide, silver NPs
(5 puL LY and copper NPs (5 pL L™). Inoculation with B.oryzae was carried out 24 hours after
application of the treatments at a concentration of 1 x 10° conidia mL™. For all in vitro tests,
linear regression adjustments for mycelial growth rate index, mycelial diameter and number of
conidia of B. oryzae demonstrated a reduction in these parameters as the doses of silver NPs
and copper NPs increased. An area under the disease progress curve was reduced by 92, 31 and
33% for Pampeira, 92, 25 and 57% for A702Cl and 92, 33 and 58% for Tropical, respectively,
for treatments with azoxytrobin, NPs Copper and Silver NPs compared to control treatment.
This downward trend was observed for the other resistance components such as final severity,
lesion size and number of lesions per cm?. However, the results of the present study
demonstrated an efficiency of copper NPs and, mainly, silver NPs in the BS control.

Keywords: Rice, brown spot, nanoparticles, genetic resistance
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Efeito de Nanoparticulas de Cobre, Prata e Azoxistrobina sobre a Mancha Parda do

Arroz

INTRODUCAO GERAL

A cultura do Arroz

Os cereais sdo uma importante fonte de alimento em todo o mundo, sendo destaque
devido aos seus diferentes aspectos nutricionais (FAO, 2019). Particularmente o arroz
destaca-se por apresentar uma fonte diéria de carboidratos e proteinas (KHUSH, 1997; FAO,
2019). O Brasil apresenta-se como um importante consumidor de arroz no mundo, sendo
consumido por pessoas de todas as faixas socio-econdmicas (AZAMBUJA et al., 2004;
PINTO et al., 2015). Segundo a companhia nacional de abastecimento (CONAB), a producao
em 2020 foi de 10,5 milhdes de toneladas, um crescimento de 0,6% em relacdo a 2019. Os
métodos de irrigacdo por inundacdo ou aspersdo sdo 0s mais utilizados na cultura do arroz e
esse sistema irrigado € utilizado em 73,5% da area destinada ao cultivo do arroz no Brasil e
torna-se responsavel por 90% da producdo nacional (CONAB, 2020). Para as demais areas
produtivas é empregado arroz de terras altas ou sequeiro, onde a lavoura é praticada em areas
sem a influéncia de rios ou de lencéis freaticos e ndo se emprega irrigacdo. Portanto a
necessidade hidrica da cultura é suprida apenas pela precipitacdo oriunda das chuvas
(LORENGCONI, 2013).

O Rio Grande do Sul é considerado o principal estado produtor de arroz com cerca
de 1,1 milhdo de hectares (55,5%), onde o seu cultivo é realizado tradicionalmente em areas
irrigadas (CONAB, 2020). O arroz é um cereal que pertence a familia das gramineas e ao
género Oryza sativa L., é cultivado em regides tropicais e temperadas, onde a luz e as chuvas
séo intensas (KHUSH, 1997). O arroz tem seu ciclo de desenvolvimento que pode variar entre
100 e 140 dias para a maioria das cultivares utilizadas no Rio Grande do Sul e Nordeste
(SOSBAI, 2016). A planta pode ser morfologicamente caracterizada em érgdo vegetativo
(raizes, colmo e folha) e reprodutivo representado por flores e sementes (CHANG e
BARDENAS, 1965).

O colmo é um suporte ndo ramificado subdividido em entrends e nds. A regido nodal
da sustentacdo a uma folha e um broto, com dimensdes variadas ao longo da planta, onde os

nos e entrenos da parte inferiro tem maior didmetro do que as partes superiores (EMBRAPA,
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2010). As paniculas séo inflorescéncias, no qual estdo localizadas sobre o Gltimo entrend do
caule. Estas possuem no seu interior a flor e o 6vulo, tendo como principal funcdo a
reproducdo da espécie formando o grdo de arroz (EMBRAPA, 2010). O tempo de duracéo
entre o periodo de formag&o e enchimento dos gréos varia entre 30 a 40 dias. Os grdos passam
a ser caracterizados ao longo dos seu desenvolvimento como leitosos, pastosos e grdos em
massa dura, até atingirem o periodo de maturacdo fisiologica. Comumente, a colheita
mecanizada inicia quando o gréo apresenta umidade de 22% (SANTOS, STONES e VIEIRA,
2006; SOSBALI, 2007).

A Mancha Parda do arroz

A mancha parda, causada pelo fungo Bipolaris oryzae (Bredade Haan) shoemaker, é
uma doenca que afeta todo o ciclo de desenvolvimento da cultura e esta presente em todas as
regibes produtoras de arroz do mundo, especialmente nas regides tropicais. Trata-se da
segunda doenga mais importante, sendo o principal patégeno causador de manchas, na cultura
do arroz. O fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Schoemaker (sin. Helminthosporium
oryzae Breda de Haan, Drechslera oryzae (Breda de Haan) Subramanian & Jain),
(Teleomorfo:  Cochliobolus miyabeanus) pertence ao filo Ascomycota, classe
Dothideomycetes, ordem Pleosporales e familia Pleosporaceae (ROSSMAN et al., 2013).
Esse fungo possui micélio cinza a cinza esverdeado escuro; conidios retos, raramente curvos,
cilindricos ou largos no centro e castanhos claros a dourados, a germinacao frequentemente
nas duas extremidades; conididforos septados, isolados ou apresentando-e em pequenos
grupos, reto ou flexivel e septados (QUINTANA etal., 2017). Os grdos infectados apresentam
aspecto manchado e de menor peso, afetando assim o rendimento e a qualidade (SOLO,
2009). E um patdgeno responsavel por causar sérios problemas na cultura do arroz, estando
0 mesmo distribuido em todas as regides orizicolas do mundo (KUMARI et al., 2015)

Os sintomas gerado pela doengca vdo desde manchas enferrujadas em sementes,
resultando na perda do potencial germinativo e na morte de plantulas, com consequente
reducdo do estande (AMORIO; CUMAGUN, 2017), até manchas marrons escuras a
avermelhada, com formato oval e distribuidas uniformemente sobre toda a superficie foliar
das plantas, com reducdo da capacidade fotossintética e consequentemente na reducdo da
producdo (AMORIO; CUMAGUN, 2017; QUINTANA et al., 2017). Temperaturas em torno
25 a 28 °C e umidade alta sdo consideradas condic¢Ges favoraveis para a infeccdo do fungo

(CARDOSO e KIMATI, 1997). A sobrevivéncia de B. oryzae no campo ocorre em plantas
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hospedeiras alternativas e em restos culturais por um periodo de dois a trés anos. (CORREA,
2006). Plantas hospedeiras, restos culturais, juntamente com as sementes infectadas
constituem uma importante fonte de in6culo da doenca no campo, sendo 0s esporos deste
patdgeno dispersos pelo vento e agua, em campos de producdo de arroz (SCHWANCK,
2012).

Para 0 manejo da mancha parda em arroz sao recomendadosa aplicacdo de fungicidas
e 0 uso de cultivares resistentes (KORNDORFE et al., 1995; CELMER et al., 2007). Qutras
praticas de controle como o uso de sementes sadias, destruicdo de restos culturais e rotacao
de cultura ajudam no manejo da doenca desfavorecendo a sobrevivéncia do patogeno,
adicionalmente, a correta adubacdo e 0 manejo da agua no manuseio da cultura contribuem
para diminuir os efeitos da doenga nas areas (BEDENDO e PRABHU, 2016).

A aplicacao de fungicidas na parte aérea tem apresentado como sendo uma medida de
controle eficaz contra as doencas foliares do arroz, sendo que o nivel desse controle depende
do ingrediente ativo utilizado e da metodologia de aplicagdo empregada (BALARDIN, 1999).
Alguns estudos tém mostrado que os maiores niveis e controle e, maiores produtividade,
ocorrem quando se realizam aplicacdes de triazois e estrobilurinas (OTTONI et al., 2000;
DALLAGNOL et al., 2006; SILVA FILHO et al., 2009). O tratamento quimico em sementes
tem se mostrado eficiente no controle desta doenca, onde o fungicida previne ou reduz o
indculo inicial da cultura devido a sua acéo sobre B. oryzae, onde € citado como o principal
agente de efeito deletério na emergéncia e na formacdo da plantula na cultura do arroz
(PRABHU e VIEIRA, 1989; MALAVOLTA et al., 2002; VAN NGHIEP e GAUR, 2005;
SOSBALI, 2010).

O controle bioldgico surge como um metddo promissor que vem apresentando bons
resultados no controle da mancha parda. Abdel-Fattah et al. (2007), o uso de Trichoderma
harzianum no biocontrole de B. oryzae em experimentos realizados em campo e in vitro.
Ludwig et al. (2009) mencionou que na aplicacéo de isolados bacterianos para o controle da
mancha parda, onde foi feito ensaios, no qual realizou-se a inoculagdo da parte aérea por
microbiolizacdo de sementes, houve reducdo significativa na severidade da doenca de 74 e
86%.

O uso de silicio (Si) em plantas de arroz tem aumentando a resisténcia contra a
brusone, mancha parda, podriddo do colmo, escaldadura, queima das bainhas e escurecimento
dos gréos (CACIQUE et al., 2013; DATNOFF et al., 1997; HAYASAKA et al., 2008; KIM
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et al., 2002; REZENDE et al., 2009; RODRIGUES et al., 2003A,B; SCHURT et al., 2013;
TATAGIBA et al., 2014). ZANAO JUNIOR et al. (2009) relatou que a aplicacdo de silicio
via foliar reduziu significativamente a intensidade da mancha parda do arroz. Em resumo,
este efeito tem sido associado a deposicdo desse elemento na parede celular e abaixo da
cuticula, onde forma uma dupla camada cuticula-silica na folha do arroz com a funcéo de
atuar como uma barreira fisica que impede ou atrasa a penetracdo dos fungos (HAYASAKA
etal., 2008; KIM et al., 2002; MA e YAMAJI, 2006; YOSHIDA et al., 1962). Por outro lado,
o0 Si pode potencializar os mecanismos bioquimicos de defesa das plantas de arroz
(RODRIGUES et al., 2003B, 2004, 2005).

Uso de nanoparticulas (NPs) na agricultura

Atualmente, o termo nanotecnologia refere-se ao estudo dos fendmenos e
manipulacio de estruturas em escala nanométricas (10° m = 1 nm) com dimensdes que
normalmente ndo exceda 100 nm (Sahoo et al., 2007). Recentemente a Comisséo da Unido
Europeia propds uma definicdo formal de nanomateriais como uma estrutura natural ou
fabricada, agregada ou deslocada, com uma ou mais dimensdes externas variando de 1 a 100
nm (EUROPEIA, 2012). As nanoparticulas comumente sdo sintetizadas por meio de métodos
fisicos, quimicos e bioldgicos, devido os métodos fisicos e quimicos requererem alto custo de
energia, podem também envolver substancias toxicas. No entanto, tem sido intensificado o
uso do método biolodgico, que pode ser realizado por meio de: utilizacdo de bactérias; uso de
fungos, processo denominado de micossintese, como a utilidade de diversas espécies de
Fusarium spp. para a biossintese de nanoparticulas metalicas; similarmente a sintese pode ser
realizada por plantas, processo pelo qual € denominado de fitossintese, como no caso do uso
do mamao (Carica papaya L.) para a biossintese de nanoparticulas; além da utilizacdo de
cianobactérias e actinomicetos. Vale rassaltar que dentro da biossintese verde sdo mais
utilizadas as proteinas oriundas de fungos e plantas, que atuam como agentes de protecao e
estabilizagdo das nanoparticulas sintetizadas (RAI, 2003).

Particularmente na agricultura, estas moléculas tem sido utilizados como
nanofertilizantes, nanocidas ou pesticidas encapsulados que é transformado em NPs e
comercializado para o uso de forma controlada (FURLANETO, 2011), apresentando bons
resultados na melhoria da qualidade e no aumento da produtividade. A nanotecnologia tem
contribuido de maneira promissora para 0 agronegocio e notériamente nos ultimos anos,

houve um avanco nos estudos em relacdo a nanotecnologia na agricultura (DUHAN et al.,
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2017). Entre suas aplicacdes, pode-se citar o desenvolvimento de sensores para deteccdo de
pesticidas (WANG et al., 2010; LIU et al., 2012), confeccdo de embalagens (ESPITIA et al.,
2012) e remediacéo de efluentes (NASSAR, 2013). E visto que a uma melhoria significativa
do desempenho da economia de insumos, por meio do desenvolvimento de nanoparticulas e
nanoencapsulados, para liberacdo controlada de fertilizantes e pesticidas. Assim, podendo
contribuir de forma significativa para 0 aumento da competitividade e desempenho dos
processos desde o inicio da cadeia produtiva (MATTOSO e DURAN et al., 2005).

A aplicacdo da nanotecnologia em fitopatologia € relativamente recente quando
comparada a area biomédica e as industrias de tecnologia da informacéao, onde a nanotecnologia
estd amplamente utilizada na fabricacdo de novos materiais. Assim, inimeras oportunidades
podem ser exploradas, como o desenvolvimento de produtos com caracteristicas bactericidas,
fungicidas, nematicidas e viricidas e o desenvolvimento de sensores sensiveis e seletivos.
Vaérias sdo as pesquisas que tém confirmado que NPs de metais é eficiente contra patégenos de
plantas, insetos e pragas (CHOUDHURY et al., 2010; RAIl e INGLE, 2012). O uso de
diferentes tipos de nanomateriais tais como as NPs, permitem o desenvolvimento de estratégias
confidveis visando o controle e deteccéo de fitopatogenos (ARDAKANI 2013; CHOWDAPPA
e GOWDA, 2013; OCSOQY et al., 2013; CROMWELL et al., 2014; KHIYAMI et al., 2014;
PRASAD, KUMAR e PRASAD, 2014; DENISON et al., 2015; ELBESHEHY et al., 2015;
SERVIN et al., 2015; ALVAREZ-LOPEZ et al., 2016). Atualmente, 0s nanomateriais mais
comuns usados para controlar fungos séo aqueles que contém prata, zinco, carbono, cobre,
manganés, silica, aluminio ou quitosana (ALVAREZ-LOPEZ et al., 2016).

Entre os inlmeros tipos de metais que sdo usados na preparacdo de NPs, 0s metais de
transicdo sdo 0s que ocasionam maior interesse, principalmente em virtude de suas
propriedades cataliticas. A prata é o metal de transicdo mais estudados na literatura,
especialmente com relagcdo ao desenvolvimento de novas metodologias de preparacdo de
nanoparticulas e por ser um material tecnologicamente importante (FRATTINI et al., 2005).
A prata é um mineral extraido da natureza e possui uma agédo anti-séptica conhecida desde as
antigas civilizagdes. Estudos realizado na area da medicina tém demonstrado que a prata é
eficiente contra mais de 650 organismos patogénicos, dispondo de um amplo espectro de
atuacdo. Sua utilizagdo na forma de NPs enriquece ainda mais sua propriedade, permitindo
seu uso em uma ampla gama de aplicacdes (DASTJERDI et al., 2009; YOON et al., 2007).
Em prévios estudos tem se verificado que as NPs de prata (Ag"NPs) exibem forte atividade
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inibitéria para fungos fitopatogénicos como Bipolaris sorokiniana Shoemaker (1959) e
Magnaporthe grisea (T.T. Hebert) M.E. Barr (1977) (JO et al., 2009); Fusarium culmorum
(Wm. G. Sm.) Sacc. (1892) (Kasprowicz et al., 2010); Colletotrichum spp. (LAMSAL et al.,
2011); Rhizoctonia solani J.G. Kihn (1858), Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary (1884);
Botrytis cinerea Pers. (1794) (KRISHNARAJ et al., 2012); Phytophthora spp. (Ali et al.,
2015); e outros fungos e oomicetos. Embora os mecanismos definitivos de acdo de NPs de
prata contra fungos ndo estejam totalmente elucidados, existem muitas propostas confiaveis
para a atividade antimicrobiana de prata como a inibig&o da respiracao celular, inativacéo de
enzimas, disturbios da funcdo de proteinas e a interacdo com o fosforo em moléculas de DNA
levando ao comprometimento da replicacdo celular (PRATHNA et al., 2011; SERVIN et al.,
2015). Aparentemente, ions Ag* e NPs de prata tém modos de acdo semelhantes, mas ha um
aumento na atividade antimicrobiana de NPs de prata devido principalmente ao aumento na
quantidade de Ag* liberado para as células. Ali et al. (2015) avaliaram o impacto de NPs de
prata sintetizados com o extrato de Artemisia absinthium L.e observou que tais NPs inibiram
o crescimento micelial, germinacdo de zodsporos, alongamento do tubo germinativo e
producdo de zodsporos de sete espécies do género Phytophthora spp.abaixo de 10 g / mL.
Da mesma forma, Lamsal et al. (2011) usou observacGes microscopicas para mostrar que NPs
de prata com tamanhos entre 4-8 nm inibiram o crescimento de fungos hifas e germinacéo de
conidios de Colletotrichum spp. em comparagdo com o controle.

NPs a base de cobre tem sido sintetizadas desde o inicio de 1990 (LISIECKI et al.,
1993; Ql et al.,1997). Estas surgiram como uma nova classe de antimicrobianos com potencial
contra uma variedade de patégenos (GAWANDE et al., 2016; RAI, et al., 2018), incluindo
aqueles que desenvolveram resisténcia aos produtos quimicos (CHOWDHURY et al., 2014;
SINGH et al., 2009). No entanto, o exato mecanismo de acdo de NPs de cobre ainda ndo é
completamente compreendido. Uma das teorias mais predominantes é que NPs a base de
cobre danificam a membrana celular, alterando sua permeabilidade, causando assim morte
celular (RAl etal., 2018; CHATTERJEE et al., 2014; YADAV et al., 2017) Outro mecanismo
hipotético refere-se ao dano celular oxidativo devido a peroxidacdo lipidica e degradacao do
DNA pela superproducdo de espécies reativas de oxigénio (MAHMOODI et al., 2018;
CHATTERJEE et al., 2014). Também é possivel que os NPs interfiram em processos
bioquimicos essenciais, como o DNA replicacdo pela absorcdo de seus ions metalicos
(MAHMOODI et al., 2018; CHATTERJEE et al., 2014; YADAY et al., 2017). Assim,
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recentes estudos indicam que as NPs de cobre atua pela combinacéo de diferentes mecanismos
bioquimicos e estruturais do patdgeno, associado a inibicdo da expressdo génica de fatores de
viruléncia no patégeno (CHEN et al., 2019; YADAY et al., 2017). Na protecdo de plantas,
NPs de cobre tém demonstrado eficacia contra Fusarium sp., Phoma destructiva, Curvularia
lunata, Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Penicillium italicum, Penicillium
digitatum e, Rhizoctonia solani (PARIONA et al., 2019). Além disso, nanoparticulas de cobre
de vérias dimensdes (11-14 nm) e formas quimicas (ex.: Cu20, CuO) que foram relatadas
para controlar Phytophthora infestans, com menores quantidades do que os produtos
registrados a base de cobre (35-224 g / hl) (GIANNOUSE, AVRAMIDIS e DENDRINOU-
SAMARA, 2013). Ha poucos estudos que indicam o efeito biocida de NPs de cobre contra
fitopatdgenos de bactérias, como Ralstonia solanacearum, Pseudomonas spp. e Xanthomonas
spp. As nanoparticulas de prata demonstram amplo espectro de acdo contra bactérias, em
especial as Staphylococcus aureus (Rosenbach), Escherichia coli (Migula) e Pseudomonas
aeruginoa (Schroter.); e fungos, como Candida albicans (Robin) Berkhout; sdo altamente
eficazes como agentes antivirais (RAI, 2003).

Considerando a necessidade de se utilizar produtos alternativos durante o controle de
doencas, este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo preventiva de NPs de

prata e NPs cobre sobre a mancha parda do arroz.
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RESUMO

A mancha parda (MP), causada pelo fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan)
Shoemaker [teleomorfo: Cochliobolus miyabeanus (Ito e Kuribayashi)], causa grandes perdas
em todas as regides produtoras de arroz no mundo. Este trabalho objetivou avaliar o efeito de
Nanoparticulas (NPs) de Prata e NPs de Cobre sobre esta doenca. Primeiramente, testes in vitro
foram realizados para verificar o crescimento de B. oryzae em placas de petri com doses
crescentes de ambas NPs. Posteriormente um experimento in vivo foi instalado em condigdes
de casa de vegetacdo no delineamento inteiramente casualizado em 10 repeticdes, sendo
utilizadas as cultivares de arroz Pampeira, A702Cl e Tropical. Os tratamentos utilizados foram:
agua destilada (tratamento controle), fungicida Azoxystrobina, NPs de prata (5 uL L) e NPs
de cobre (5 uL L™). A inoculagio com B.oryzae foi realizada 24 horas ap6s a aplicagéo dos
tratamentos utilizando a concentragdo de 1 x 10° conidios mL™. Para todos os testes in vitro, os
ajustes de regressdo linear para o indice de velocidade de crescimento micelial, didmetro
micelial e nmero de conidios de B. oryzae demonstraram uma reducdo destes parametros a
medida que as doses de NPs de prata e NPs de Cobre aumentaram. A &rea abaixo da curva de
progresso da doenca foi significativamente reduzida em 92, 31 e 33 % para Pampeira, 92, 25 e
57 % para A702Cl e 92, 33 e 58 % para Tropical, respectivamente, para os tratamentos com
azoxitrobina, NPs Cobre e NPs Prata em comparagdo com o tratamento controle. Esta mesma
tendéncia de reducdo foram observadas para 0os demais componentes de resisténcia como a
severidade final, tamanho de lesdo e nimero de lesBes por cm?. Contudo, os resultados do
presente estudo demonstraram a eficiéncia das NPs de cobre e, principalmente, NPs de prata no
controle de MP do arroz.

Palavras-chave: Oryza sativa, Bipolaris oryzae, nanotecnologia, atividade antifingica
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1. INTRODUCAO

A mancha parda é causada pelo fungo Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Schoemaker
(sin. Helminthosporium oryzae Breda de Haan, Drechslera oryzae (Breda de Haan)
Subramanian & Jain), (Teleomorfo: Cochliobolus miyabeanus) pertence ao filo Ascomycota,
classe Dothideomycetes, ordem Pleosporales e familia Pleosporaceae (ROSSMAN et al.,
2013). é a segunda doenca mais importante na cultura do arroz, sendo superada apenas pela
brusone (Pyricularia oryzae) (Ou, 1985). A mancha parda pode afetar negativamente a
qualidade e a produtividade de grdos, podendo ser reduzida em até 74% no rendimento da
cultura (Kohls et al., 1987). Apds deposicdo sobre a superficie da folha de arroz, os conidios
germinam e secretam toxinas néo seletivas, como as ofiobolinas A e B, que contribuem para o
desenvolvimento de sintomas (Xiao et al., 1991) e suprimem as respostas de defesa do
hospedeiro (Tullis, 1935; Vidhyasekaran et al., 1992). O fungo pode penetrar nos estbmatos ou
penetrar diretamente através da cuticula, sendo o periodo de incubacdo inferior a 18 horas
(Tullis, 1935; Dallagnol et al., 2009). Os sintomas caracteristicos da MP s&o lesdes castanho-
avermelhado circundado por um halo amarelo e com um centro cinza (Ou, 1985; Dallagnol et
al., 2011a).

As estratégias de controle desta doenca sdo limitadas devido a auséncia de cultivares
com altos niveis de resisténcia (Ou, 1985; Dallagnol et al., 2011b). Consequentemente, a
pulverizacdo de fungicidas tem sido a principal estratégia empregada pelos produtores para
reduzir os danos causadas por B. oryzae (Ou, 1985). Dentre estes fungicidas, as estrobilurinas
constituem uma das principais classes utilizadas para o controle de doencas em plantas devido
a seu carater sisttmico (Bartlett et al., 2002). As estrobilurinas inibem a producéo de energia
no fungo, por reduzir a capacidade de transporte de elétrons na mitocondria (Ypema e Gold,

1999; Bartlett et al., 2002; Kdehle et al., 2003; Venancio et al., 2003). Estrategicamente, as
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estrobilurinas sdo altamente eficazes quando pulverizadas preventivamente e sua eficiéncia
diminui drasticamente apos a penetragdo do fungo (Ypema e Gold, 1999; Bartlett et al., 2002).
Contudo, é notdrio que nos ultimos anos tem surgido a necessidade de procurar novos agentes
de controle efetivos contra patdgenos, preferencialmente naturais e que ndo sejam tdxicos ao
meio ambiente. Assim, 0 uso da nanotecnologia surge como uma nova estratégia de prevengdo
e tratamento de doengas de plantas causadas por virus, bactérias, fungos, oomicetos e
nematoides; melhorando a produtividade das culturas e maximizando a eficiéncia do uso de
recursos naturais para a seguranga alimentar e ambiental (Santiago et al., 2017).

Atualmente, o termo nanotecnologia refere-se ao estudo dos fenémenos e manipulacao de
estruturas escala nanométricas (10° m = 1 nm) com dimensdes que normalmente que n&o
exceda 100 nm, (Sahoo et al., 2007). Varias sdo as pesquisas que tém confirmado que uso de
nanoparticulas (NPs) de metais sdo eficiente contra patdgenos de plantas, insetos e pragas
(Choudhury et al., 2010; Rai; Ingle, 2012). Atualmente, os nanomateriais mais comuns usados
para controlar fungos sdo aqueles que contém prata, zinco, carbono, cobre, manganés, silica,
aluminio ou quitosana (Alvarez-Lopez et al., 2016). A prata é o metal de transicdo mais
estudados na literatura, especialmente com relacdo ao desenvolvimento de novas metodologias
de preparacédo de nanoparticulas e por ser um material tecnologicamente importante (Frattini et
al., 2005).

Em prévios estudos tem se verificado que as NPs de prata exibem forte atividade inibitoria
para fungos fitopatogénicos como Bipolaris sorokiniana Shoemaker (1959) e Magnaporthe
grisea (T.T. Hebert) M.E. Barr (1977) (Jo et al., 2009); Fusarium culmorum (Wm. G. Sm.)
Sacc. (1892) (Kasprowicz et al., 2013); Colletotrichum spp. (Lamsal et al., 2011); Rhizoctonia
solani Kiihn (1858), Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary (1884); Botrytis cinerea Pers.

(1794) (Krishnaraj et al., 2012); Phytophthora spp. (Ali et al., 2015); e outros fungos e
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oomicetos.

Embora os mecanismos definitivos de acdo de NPs de prata contra fungos ndo estejam
totalmente elucidados, existem muitas hipoteses incluindo a inibigdo da respiracéo celular,
inativacdo de enzimas, distdrbios da fungdo de proteinas e a interacdo com o fosforo em
moléculas de DNA levando ao comprometimento da replicagdo celular (Prathna et al., 2011;
Servin et al., 2015). NPs de cobre sdo sintetizadas desde o inicio de 1990 (Lisiecki et al., 1993;
Qi et al., 1997) Estas surgiram como uma nova classe de compostos antimicrobianos com
potencial contra uma variedade de patdgenos (Gawande et al., 2016; Rai et al., 2018), incluindo
aqueles que desenvolveram resisténcia aos produtos quimicos (Singh et al., 2009; Chowdhury
et al., 2014). Uma das teorias mais predominantes € que NPs a base de cobre danificam a
membrana celular, alterando sua permeabilidade, causando assim morte celular (Chatterjee et
al., 2014; Yadav et al., 2017; Rai et al., 2018). Outro mecanismo hipotético refere-se ao dano
celular oxidativo devido a peroxidacao lipidica e degradacdo do DNA pela superproducédo de
espécies reativas de oxigénio (Chatterjee et al., 2014; Mahmoodi et al., 2018). Também ¢é
possivel que os NPs interfiram em processos bioquimicos essenciais, como 0 DNA replicacdo
pela absor¢do de seus ions metalicos (Chatterjee et al., 2014; Yadav et al., 2017; Mahmoodi et
al., 2018). Assim, recentes estudos indicam que as NPs de cobre atua pela combinacéo de
diferentes mecanismos bioquimicos e estruturais do patégeno, associado a inibicdo da
expressdo génica de fatores de viruléncia no patgeno (Yadav et al., 2017; Chen et al., 2019).
Na protecdo de plantas, NPs de cobre tém demonstrado eficacia contra Fusarium sp., Phoma
destructiva, Curvularia lunata, Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Penicillium
italicum, Penicillium digitatum e Rhizoctonia solani (Pariona et al., 2019).

Considerando a necessidade de se utilizar produtos alternativos efetivos e menos toxicos

durante o controle de doencas, este estudo tem como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo
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preventiva de NPs de prata e cobre sobre o desenvolvimento da mancha parda do arroz.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Testes in vitro

Os experimentos in vitro foram conduzidos no Laboratorio de Resisténcia de Plantas da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Dois testes in vitro foram realizados para verificar
a sensibilidade de B. oryzae as NPs de prata e cobre, sendo o primeiro teste utilizando as
concentragdes 0; 1; 5; 10; 25; 50 e 100 pL L™ em meio batata-dextrose-agar (BDA) para ambas
nanoparticulas. Similarmente, no segundo teste in vitro foram utilizadas as concentracées de 0;
0,25; 0,5; 0,75; 1; 2,5; 5 uL L para NPs de pratae 0, 1; 2; 3; 4 e 5 uL L-1 para NPs de cobre.
Para ambos testes foi utilizado um controle positivo com placas contendo o fungicida
Azoxystrobina (Priori®, Syngenta, Basel, witzerland, 2 mL L™). O meio de cultura BDA foi
preparado na concentragdo de 39 g L%, autoclavado (121°C por 15 minutos). Posteriormente, a
concentracdo de cada tratamento foi ajustada e 0 meio vertido com um volume de 10 mL por
placa de Petri. Em seguida, um plugue de BDA (5 mm de diametro) contendo micélio fungico
obtido da borda de uma coldnia de B. oryzae com 10 dias de idade, foi colocado no centro das
placas de Petri, que foram mantidas em uma camara de crescimento (25 °C e fotoperiodo de 12
h). A coldnia do fungo em cada placa de Petri foi medida para obter seu diametro em duas
direcBes ortogonais em 48, 96, 144 e 192 e 240 h usando um paquimetro digital. Para cada
combinacéo de dose das nanoparticulas e do fungicida foram utilizadas 12 placas de Petri, sendo
que cada uma correspondeu a uma repeticdo. O indice velocidade de crescimento micelial
(IVCM) foi calculado segundo adaptacao da formula proposta por Maguire (1962):

IVCM= (Cy1 /N1) + (C2 /N2) + ....+(Cn /Np)

Em que: Cy, C2 e Cn = didmetro da col6nia na primeira, segunda e n-ésima avaliacdo; N1, N2,
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Nn = numero de dias ap0s a instalagdo do ensaio.
2.2 Cotangem de numero de esporos

Adicionou-se 10 mL de dgua destilada em cada placa e a colénia fungica foi levemente
raspada, 10 pL da suspensdo foram retiradas e a contagem de esporos determinado com auxilio

da camara de Neubauer, a contagem foi realizada em duplicata.

2.3. Experimentos in vivo
2.3.1 Crescimento de plantas e preparo da solugdo nutritiva

Os experimentos in vivo foram conduzidos em condigcdes de casa de vegetacdo da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Trés gendtipos de arroz foram utilizados sendo o
AT0CL (suscetivel), e os genttipos Tropical e Pampeira (moderadamente resistente a mancha
parda) (Embrapa, 2018). As sementes foram lavadas em solucéo de hipoclorito de sédio durante
1 min e, posteriormente, em agua destilada por 3 min. Em seguida, cinco sementes foram
germinadas em vasos contendo 1 dm?® de substrato composto de uma mistura de 1: 1: 1 de casca
de pinheiro, turfa e vermiculita expandida ((Basaplant ®, Artur Nogueira, Sdo Paulo, Brazil).
O substrato em cada vaso foi fertilizado com uma solucéo nutritiva contendo o seguinte em g
Lt 6,4 KCI; 3,48 K;SO4; 5,01 MgS04.7H,0; 2,03 (NHz) 2CO; 0,009 NH4sMO7024.4H,0;
0,054 H3BOs3; 0,222 ZnS04.7H,0; 0,058 CuS04,5H,0; 0,137 MnCl,,4H,0; 0,27 g L* de
FeS04.7H20 e 0,37 g L™ de EDTA bisodico (Xavier filha et al., 2011). Um volume de 50 mL

de solucéo nutritiva foi aplicado semanalmente apds a emergéncia das mudas.

2.3.2 Pulverizacéo dos tratamentos
Os tratamentos utilizados nos experimentos foram: dgua destilada (tratamento controle),
Azoxystrobina (Priori®, Syngenta, Basel, witzerland, 2 ml c.p.L™?), nanoparticulas de Ag* (5

uL L1, pH ajustado de 6,2) e nanoparticulas de Cu (5 pL L, pH ajustado de 6,2). Estes
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produtos foram aplicados 24 horas antes da inoculacgdo das plantas usando um atomizador VL

Airbrush (Paasche Airbrush Co, Chicago, IL).

2.3.3 Procedimento de Inoculagéo

As plantas de arroz foram inoculadas com B. oryzae no estagio de crescimento V8
(Counce et al., 2000). A preservacdo do patogeno e o preparo do indculo foram realizados de
acordo com Dallagnol et al. (2011a). Uma suspens&o de conidios de B. oryzae (1 x 10° conidios
mL1) foi aplicada como uma névoa fina nas folhas de cada planta até o escoamento, usando
um atomizador VL Airbrush (Paasche Airbrush Co., Chicago, IL, EUA). Gelatina (1%, p. v})
e adicionada a agua esteril para auxiliar a adesdo dos conidios as folhas. Imediatamente ap6s a
inoculacdo, as plantas foram transferidas para uma camara de crescimento com temperatura de
25 + 2 ° C e umidade relativa de 90 = 5% e foram submetidas a um periodo inicial de 24 horas
sem a presenca de luz. Apos este periodo, as plantas foram transferidas para uma camara clara
coberta com pléstico transparente com temperatura de 25 + 30 ° C onde permaneceram até o

final do experimento.

2.3.4 Avaliacdo dos componentes de resisténcia a mancha parda

Foram avaliadas as seguintes variaveis epidemioldgicas: severidade na folha (SevMM),
tamanho final da lesdo (TL) e numero de lesbes por centimetro quadrado (NL). A quinta folha
da base ao apice de cada planta foi marcada e utilizada para avaliar as variaveis epidemioldgicas
acima mencionadas. O SevMM na folha marcada de cada planta foi pontuado 48 e 72 ap0s a
inoculacdo (hai), usando uma escala baseada na porcentagem de area foliar doente (Lenz et al.,
2010). A érea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para cada folha em cada planta
foi calculada usando a integracdo trapezoidal da curva de progresso da MP ao longo do tempo
usando a formula proposta por Shaner e Finney (1979). O TL (mm) de vinte lesdes aleatorias

na folha marcada de cada planta, foram medidas usando um paquimetro digital eletrénico. O
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NL de dez areas aleatérias na folha marcada de cada planta foi determinado.

2.3.5 Analise Estatistica

Os experimentos in vitro foram realizados em condi¢des de laboratério em um
delineamento inteiramente casualizado. Dentro de cada periodo avaliado, as médias das doses
de cada tratamento foram comparadas usando analise de regressao. Os experimentos in vivo
foram realizados em condicGes de casa de vegetacdo em um delineamento inteiramente
casualizado no esquema fatorial (3 x 4) sendo o primeiro fator a resisténcia de cultivar (dois
gendtipos moderadamente resistente e um genoétipo suscetivel a B. oryzae) e o segundo
aplicacdo dos tratamentos (aplicacdo de nanoparticulas (Cu e Ag*), Azoxystrobina e agua
(controle). Cada unidade experimental consistira em um vaso de plastico contendo cinco
plantas. Os dados de todas as variaveis foram submetidos a analise de variancia (ANOVA).
Dentro de cada tempo de amostragem, as médias dos tratamentos foram comparadas usando
umt (P <0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software SAS (v. 6.12;
SAS Institute, Inc.).
3. RESULTADOS
3.1. Testes in vitro

Para todos os testes in vitro, os ajustes de regressdo linear para o IVCM, diametro
micelial e namero de conidios de B. oryzae demonstraram uma reducdo destes parametros a
medida em que as doses de NPs Cobre e NPs Prata aumentaram (Fig. 1 e 2). Para o teste in
vitro 1, houve uma reducdo do IVCM de 90 e 95% para as doses 5 e 10 pL de NPs Cobre,
respectivamente, comparado ao controle. Similarmente para o didmetro micelial, esta redugédo
foi de 93 e 97% (Fig. 1A). Comparado ao controle, o IVCM foi reduzida em 70, 77 e 73% nas
doses de 1, 5 e 10 pL de NPs Prata, respectivamente. Similarmente para o diamentro micelial,

esta reducéo foi de 76, 83 e 82% (Fig.1B). Um novo ajuste de doses foi verificado no teste in
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vitro 2, sendo observado uma reducéo de 31, 23, 72, 83 e 89 % para as NPsCobre nas doses1,
2,3,4e5 L ede65, 74, 69, 73, 82 e 88% para as NPs Cobre nas doses 0.25, 0.50, 0.75, 1, 2.5
e 5 uL (Fig. 2). Para as analises estatisticas qualitativas dos pardmetros do teste in vitro 2, foram
selecionadas somente as doses de 5 pL de ambas NPs. Assim, houve uma reducédo significativa
do IVCM de 81, 83 e 87% para os tratamentos com azoxitrobina, NPs Cobre e NPs Prata,
respectivamente, em comparagdo com o tratamento controle. Similarmente para o diametro
micelial, esta reducdo significativa foi de 65, 86 e 89% (Fig. 2). O nimero de esporos foi
significativamente reduzida em 63, 96 e 89%, respectivamente, para os tratamentos com
azoxitrobina, NPs Cobre e NPs Prata em comparagéo com o tratamento controle (Fig. 3).

3.2. Experimentos in vivo

Componentes de Resisténcia (Severidade, NL, TL e AACPD)

Os efeitos isolados dos fatores cultivares e tratamentos, bem como as interacGes destes
sobre os componentes de resisténcia estdo representados na Tabela 1. A intensidade da mancha
parda progrediu muito mais rapido nas folhas do tratamento controle das plantas das cultivares
Pampeira, Tropical e A702Cl em comparacgéo aos demais tratamentos (Fig. 4 e 5). A severidade
final foi significativamente reduzida em 94, 36 e 84% para Pampeira, 93,15 e 43 % para A702Cl
e 92, 27 e 68 % para Tropical, respectivamente, para os tratamentos com azoxitrobina, NPs
Cobre e NPs Prata em comparagdo com o tratamento controle (Fig. 4). Similarmente para o NL,
houveram reducdes significativas 88, 26 e 53% para Pampeira, e 87, 31 e 47 % para Tropical,
respectivamente, as 96 hai. (Fig. 5A). Para este periodo na cultivar A702CIl, o NL foi
estatisticamente reduzido em 91 e 64 % para os tratamentos com azoxitrobina e NPs Prata,
respectivamente. Comparado ao tratamento controle, o TL foi significativamente reduzida em
76 e 60% para Pampeira, 72 e 64 % para A702Cl e 69 e 49 % para Tropical, respectivamente,

para os tratamentos com azoxitrobina e NPs Prata as 96 hai (Fig. 5B). A AACPD foi
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significativamente reduzida em 92, 31 e 33 % para Pampeira, 92, 25 e 57 % para A702Cl e 92,
33 e 58 % para Tropical, respectivamente, para os tratamentos com azoxitrobina, NPs Cobre e

NPs Prata em comparacdo com o tratamento controle (Fig. 5C).

4. DISCUSSAO

Este estudo é pioneiro em informagdes envolvendo o uso de NPs de cobre e prata no
controle da MP do arroz. Atualmente, a aplicacdo de fungicidas é o método de controle mais
recomendado para o controle de B. oryzae. Contudo, este trabalho demonstrou que o uso de
NPs de cobre e, principalmente, NPs de prata séo alternativas efetivas contra os sintomas desta
doenca. Prévios estudos também demonstraram a eficiéncia de NPs para diferentes patégenos
como B. sorokiniana e Magnaporthe grisea (Jo et al., 2009); Fusarium culmorum (Kasprowicz
et al. 2010); Colletotrichum spp. (Lamsal et al., 2011), Botrytis cinerea (Krishnaraj et al. 2012)
e Phytophthora spp. (Ali et al., 2015). De acordo com KHAN e RIZVI (2014), o uso de
nanoparticulas no manejo de doencas de plantas € uma abordagem muito eficaz sendo otimizada
com o progresso da nanotecnologia.

Para determinar o efeito antifingico das NPs de cobre e prata sobre B. oryzae, foram
realizados experimentos in vitro onde o crescimento micelial do fungo foi avaliado através de
diferentes varidveis. O fungicida apresentou um efeito intermediario de controle de B. oryzae
in vitro. Esta menor inibicdo micelial da azoxistrobina, uma quinona oxidase (Qol), é justificada
pelo fato desta estrobirulina afetar a germinacgé@o dos esporos e sua penetracdo nos tecidos do
hospedeiro (Bartlett et al., 2002), sendo estes efeitos melhores analisados nos experimentos in
vivo. Os resultados apresentados neste estudo demonstraram que ambas NPs apresentam efeitos
inibitdrios significativos ou atividade antifungica durante a formacao de coldnias de B. oryzae.

De fato, foi verificado uma inibicdo significativa do crescimento e do diametro fungico a partir
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da concentragdo de 5 p L para NPs de cobre e de 1 p mL? para NPs prata. Este efeito
antifungico das NPs de cobre in vitro também foi verificado para os fungos Alternaria
alternata, Botrytis cinerea, Alternaria alternata e Monilia fructicola (Ouda et al 2014,
Malandrakis et al 2019). Similarmente, as NPs prata também inibiram o crescimento in vitro
de Fusarium solani, Aspergillus flavus, Alternaria alternata, Sclerotinia sclerotiorum,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea e Curvularia lunata
(Krishnaraj et al., 2012; Villamizar-Gallardo, Cruz e Ortiz-Rodrigues, 2016). O efeito direto
das NPs de prata sobre fungos tem sido elucidado e associado a inibi¢do da respiracao celular,
inativacdo de enzimas, distdrbios da fungdo de proteinas e a interacdo com o fosforo em
moléculas de DNA levando ao comprometimento da replicagdo celular (Prathna et al., 2011;
Servin et al., 2015). Em fungos, as NPs de prata podem causar mudancas estruturais em hifas,
deformacbes da parede celular, danos a membrana e alteracdes morfol6gicas dos esporos
durante a germinagdo (Villamizar-Gallardo, Cruz e Ortiz-Rodrigues, 2016). Prévios estudos
propuseram que NPs a base de cobre danificam a membrana celular, alterando sua
permeabilidade, causando assim lise e morte celular (Chatterjee et al., 2014; Yadav et al., 2017,
Rai et al., 2018). Outro mecanismo hipotético refere-se ao dano celular oxidativo devido a
peroxidacao lipidica e degradacdo do DNA pela superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(Chatterjee et al., 2014; Mahmoodi et al., 2018). Assim, as NPs de cobre podem afetar os
mecanismos bioquimicos e estruturais do fungo, associado a inibicdo da expressao génica de
fatores de viruléncia no patogeno (Yadav et al., 2017; Chen et al., 2019).

No presente estudo, 0s experimentos in vivo determinaram que a aplicagdo preventiva
de NPs de cobre e, principalmente, NPs de prata reduzem os sintomas de MP em trés gendtipos
de arroz (Pampeira, Tropical e A702Cl). A NPs de prata e cobre tem apresentado atividade

antifingica em trabalhos utilizando pulverizacao prévia (Lamsal et al. 2011; Carvalho et al,
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2019) ou apds a inoculagdo do patdgeno (Mishra et al., 2014), sendo eficécia de controle
variavel de acordo com os patossistemas. Plantas de trigo inoculadas com B. sorokiniana e
pulverizadas com NPs de prata apresentaram menor nivel de sintomas de mancha marrom,
sendo este efeito associado a maior lignificacdo de parede celular das folhas (Mishra et al.,
2014). A aplicacdo de NPs de prata realizadas 24 horas ap6s a inoculagdo apresentou maior
controle comparado a aplicagéo preventiva em feijoeiro infectado com o Bean Yellow Mosaic
Virus (Elbeshehy et al. 2015). Por outro lado, Lamsal et al. (2011) observaram maior incidéncia
do oidio em plantas de pepino pulverizadas com Nps de prata ap6s o inicio da doenca. Aqui, a
prévia aplicacdo de NPs proporcionou alto nivel de controle a MP, sendo este efeito
possivelmente associado a presenca residual das NPs nas folhas que afetaram direta e
negativamente o processo infeccioso de B. oryzae. Adicionalmente, espera-se um efeito indireto
onde a prévia aplicacdo de NPs de prata e cobre aumentariam as respostas de defesa das plantas
de arroz contra o patégeno. De acordo com Elmer et al., (2016), as NPs de prata e cobre podem
estar relacionadas com ativacdo de respostas de defesa em plantas. Plantas de cafeeiro
previamente tratadas com NPs de prata e cobre apresentaram maior teor de lignina e compostos
fendlicos, reduzindo a infeccdo de Cercospora coffeicola (Carvalho et al;., 2019). Plantas de
Arabidopsis thaliana tratadas com NPs Prata apresentaram maior acumulo de compostos
fendlicos e fitoalexinas, sendo estes metabdlitos importantes no processo de defesa de plantas
contra patégenos (Kruszka et al., 2020).

Portanto, a aplicacdo preventiva de NPs de cobre e, principalmente, NPs de prata sdo
uma alternativa no controle da MP em arroz. Contudo, estudos devem ser realizados
objetivando elucidar os mecanismos de resisténcia em folhas que sdo induzidos por estas NPs

durante a defesa contra B. oryzae.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969719353537#!
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TABELAS E FIGURAS

Tabela I. Analise de variancia dos efeitos dos cultivares (C) e dos tratamentos (T; Controle,

fungicida, NPs Cobre e NPs Prata) sobre a severidade, nimero de lesdes por cm? (NL), tamanho

Valores F
Fonte de variacao ?
Cultivar (C) Tratamentos (T) AxT
Severidade 2,57™ 97,62*** 0,48
NL 2,07 107,61*** 1,09
TL 0,16 15,66*** 0,22"
AACPD 11,33%** 494,01*** 1,42

de lesdo (TL) e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).

2 Efeito principal e interacdo entre os fatores cultivares (C; A70CL (suscetivel), e os gendtipos
Tropical e Pampeira (moderadamente resistente a mancha parda) e os tratamentos (T; Controle,
fungicida azoxitrobina, NPs Cobre e NPs Prata).

b Niveis de probabilidade: ns = néo significativo, * = 0.05, ** = 0.01 e *** = 0.01.
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Figura I. Efeito de Nanoparticulas (NPs) de cobre (A) e NPs de prata (B) sobre o indice
velocidade de crescimento micelial (IVCM) e o diametro micelial (mm) de Bipolaris oryzae.
Para cada variavel, as médias de cada tratamento que sdo seguidas com letras diferentes sdo
significativamente diferentes (P < 0,05) de acordo com o teste de Tukey. As barras indicam os

desvios padrao das médias. n = 10.
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Figura 1. Andlise de regressao linear do efeito das doses crescentes das nanoparticulas (NPS)

de cobre (A e C) e NPs de prata (B e D) sobre diametro final (A e B) e o indice velocidade de

crescimento micelial (IVCM) (C e D) de Bipolaris oryzae. Para cada variavel (IVCM e

didmetro) (E), as medias de cada tratamento que sdo seguidas com letras diferentes sdo

significativamente diferentes (P < 0,05) de acordo com o teste de Tukey. As barras indicam os

desvios padréo das médias. R? = coeficiente de determinacéo, n = 10.
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Figura I11. Anélise de regressao linear do efeito das doses crescentes das nanoparticulas (NPs)
de cobre (A) e NPs de prata (B) sobre o nimero (N°) de esporos de Bipolaris oryzae por
mililitros (mL) (A e B). Para o N°de esporos/mL (C), as medias de cada tratamento que séo
seguidas com letras diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05) de acordo com o

teste de Tukey. As barras indicam os desvios padrdo das médias. R? = coeficiente de

determinacdo, n = 10.
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representam os desvios padrdo das medias. n = 10.
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CAPITULO 11
CONCLUSOES GERAIS
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CONCLUSOES GERAIS

Para todos os testes in vitro, os ajustes de regressdo linear para o indice de velocidade
de crescimento micelial, didmetro micelial e nimero de conidios de B. oryzae demonstraram
uma reducdo destes parametros a medida que as doses de NPs de prata e NPs de Cobre
aumentaram.

A é&rea abaixo da curva de progresso da doenga foi significativamente reduzida em 92,
31 e 33 % para Pampeira, 92, 25 e 57 % para A702Cl e 92, 33 e 58 % para Tropical,
respectivamente, para os tratamentos com azoxitrobina, NPs Cobre e NPs Prata em comparacao
com o tratamento controle. Esta mesma tendéncia de reducéo foram observadas para 0s demais
componentes de resisténcia como a severidade final, tamanho de lesdo e nimero de lesdes por
cm?.

Os resultados do presente estudo demonstraram a eficiéncia das NPs de cobre e,

principalmente, NPs de prata no controle de MP do arroz.



