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RESUMO

A mancha bacteriana, causada por quatro espécies de Xanthomonas spp. (X. vesicatoria,
X. euvesicatoria, X. gardneri e X. perforans), tem dificil controle devido a baixa eficacia
dos produtos disponiveis. Ha portanto, necessidade de se buscar alternativas eficazes e
vidveis economicamente para o controle dos patdgenos. As nanoparticulas sdo moléculas
de tamanho nanométrico, que possuem facilidade em se ligar a parede celular da bactéria
e atingir o ambiente intracelular de maneira mais eficaz. O trabalho objetivou avaliar
nanoparticulas (NPs) de simonkolleite (SM) puras e dopadas com prata (Ag) ou cobre
(Cu), nas concentragdes de 0,1; 1; 5 e 10 wt%, no controle de Xanthomonas spp. em
tomateiro. A toxidez das nanoparticulas de simonkolleite puras e dopadas foram avaliadas
na inibi¢ao do crescimento bacteriano in vitro, através do halo de inibi¢dao. Avaliou-se a
redu¢do do desenvolvimento bacteriano com relacdo ao tempo de contato entre
nanoparticula e bactéria. Nas sementes tratadas, foram avaliadas as porcentagens de
germinagdo ¢ a detecgdo de bactérias nas sementes. Plantas de tomate inoculadas com
Xanthomonas spp. foram mantidas em casa de vegetagdo e avaliou-se a severidade da
doenca sob tratamento preventivo e curativo com as NPs de SM puras e dopadas com
0,1Ag ¢ 1 Cu. In vitro, as NPs de SM:5Ag obtiveram melhor desempenho que o
antibiotico cefalexina. No tempo de 5 h de contato entre nanoparticulas e bactérias, o
desenvolvimento bacteriano decaiu de 10® UFC.mL™! para 120, 12 ¢ 8 UFC.mL™"' nos
tratamentos com NPS de SM puras e dopadas com 0,1 Ag e 1Cu, respectivamente. O teste
de germinacao nao apontou diferengas entre a porcentagem de germinacgdo das sementes
tratadas e da testemunha. Em casa de vegetagdo, nas concentracdes de 5 mg.mL, o
desempenho das NPs de SM dopadas foi igual ao do hidroxido de cobre de maneira

preventiva, e superior no tratamento curativo.

Palavras-chave: Doencas bacterianas, mancha bacteriana do tomateiro, nanotecnologia,

Solanum lycopersicum



ABSTRACT

The tomato bacterial leaf spot, caused by four species of Xanthomonas spp. (X
vesicatoria, X. euvesicatoria, X. gardneri and X. perforans), is difficult to control due to
the low effectiveness of the available products. Therefore, there is a need to seek effective
and economically viable alternatives for the control of pathogens. Nanoparticles are
molecules of nanometric size, which are easily attached to the bacterium's cell wall and
reach the intracellular environment more effectively. The work aimed to evaluate pure
and doped nanoparticles (NPs) of simonkolleite (SM) with silver (Ag) or copper (Cu), in
concentrations of 0.1; 1; 5 and 10 wt%, in the control of Xanthomonas spp. in tomato.
The toxicity of pure and doped simonkolleite nanoparticles was evaluated in the inhibition
of bacterial growth in vitro, through the inhibition halo. The reduction in bacterial
development was evaluated in relation to the contact time between nanoparticles and
bacteria. In the treated seeds, the germination percentages and the detection of bacteria in
the seeds were evaluated. Tomato plants inoculated with Xanthomonas spp. they were
kept in a greenhouse and the severity of the disease was evaluated under preventive and
curative treatment with pure NPs of SM and doped with 0.1Ag and 1 Cu. In vitro, NPs of
SM: 5Ag performed better than the antibiotic cephalexin. In the time of 5 h of contact
between nanoparticles and bacteria, the bacterial development decreased from 108
UFC.mL-1 to 120, 12 and 8 UFC.mL-1 in the treatments with pure SM NPS and doped
with 0.1Ag and 1Cu, respectively. The germination test did not show differences between
the germination percentage of the treated seeds and the control. In the greenhouse, at
concentrations of 5 mg.mL-1, the performance of the doped SM NPs was equal to that of

copper hydroxide in a preventive manner, and superior in curative treatment.

Palavras-chave Bacterial diseases, bacterial tomato leaf spot, nanotechnology,

Solanum lycopersicum
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum) ¢ uma planta da América do Sul, mais
precisamente da regido dos Andes, e se estabeleceu de forma global, adquirindo enorme
importancia comercial no mundo (CURRENCE, 1963). O Brasil encontra-se na nona
posicdo mundial dos paises produtores do fruto, representando 2,5% do total de
tomateiros plantados no mundo, o que corresponde a 64,4 mil hectares anuais da cultura
(IBGE, 2019).

Muitos sdo os patogenos que prejudicam a cultura e reduzem a produtividade e
qualidade do fruto. Dentre as principais doengas da cultura estd a mancha bacteriana do
tomateiro, causada por quatro espécies de Xanthomonas, X. vesicatoria, X. euvesicatoria,
X. gardneri e X. perforans (JONES, 2004). A doenca pode levar a perdas de até 52% na
producdo, sob condi¢des favoraveis com temperaturas entre 20° e 30° C e periodo de
molhamento foliar acima de 4 h (QUEZADO-SOARES et. al., 1999).

O controle da mancha bacteriana ¢ dificultado devido a restrita disponibilidade de
moléculas registrados para a cultura, a escassez de variedades resistentes, a rapida
disseminagdo do patdgeno na lavoura em condi¢des favordveis a doenga e transmissao da
bactéria por sementes infectadas (NASCIMENTO, 2013).

O manejo da mancha bacteriana na cultura do tomateiro ¢ realizado em sua
maioria pela utilizagdo de produtos a base de cobre. Warnes e Keevil (2016),
demonstraram que bactérias do tipo MRSA (Staphylococcus aureus) em contato com
superficies de ag¢o inoxidavel permanecem vivas, enquanto em superficies de cobre ha
redugdo de 4 log nas UFC em apenas 15 minutos de contato. Devido a vasta gama de
microrganismos sensiveis ao ataque do 6xido de cobre, ele pode ser considerado um
produto com alto potencial antimicrobiano (ESPITIA et al., 2012).

Mesmo que afirmado o potencial toxico de um elemento as bactérias, a
formulacao do produto final ¢ extremamente relevante para que haja a eficacia adequada.
Os produtos a base de cobre presentes no mercado possuem acao de contato devido ao
tamanho das particulas, formulacdes e insolubilidade dos produtos (NASCIMENTO,
2013). Se houverem formas de sintetizar produtos de alta solubilidade cujas particulas
possuam maiores superficies de contato, promovendo uma possivel acdo sistémica,
mesmo que parcial, provavelmente alcangariamos maiores periodos de prote¢do das

plantas e maior efic4cia fitossanitaria.



A nanotecnologia vem sendo empregada em diversas areas de estudo, e para a
microbiologia vegetal desponta como alternativa fitossanitaria (WANG et. al, 2014).

No método fisico, a sintese dos materiais passa por processos de reducio de
tamanho, tais como moagem, t€émpera, irradiacao entre outros. No processo quimico, as
nanoparticulas sao formadas através de reacdes quimicas entre ions e moléculas, enquanto
o processo bioldgico se da através da utilizagao de bactérias e fungos, porém o rendimento
¢ bem inferior ao do método quimico (RAI, 2003).

Na sintese das nanoparticulas existe a possibilidade de incorporacao de moléculas
na superficie do nanocristal, adicionando novas propriedades, que podem ser Opticas,
magnéticas, elétricas, entre outras. Este processo ¢ denominado de dopagem (MENJOGE,
2010).

O efeito bactericida das nanoparticulas de ZnO tem sido relacionado ao tamanho
diminuto e alta superficie de absor¢dao, o que permite a interagdo com as membranas
microbianas (RUPARELIA et. al., 2008). A nivel intracelular, hd um aumento de espécies
reativas de oxigénio (EROs) em contato com a membrana celular bacteriana, resultando
na ruptura da mesma, consequentemente na morte do microrganismo (WANG et. al,
2014). O uso dos nanocristais de ZnO dopados com Ag, Au, Cu, Fe, Mn e Ni foram
eficientes no controle de Xanthomonas campestris pv. campestris in vitro em diferentes
concentragdes (ZANCAN, 2018).

O hidréxido cloreto de zinco monohidratado, também conhecido como
Simonkolleite (Zn5(OH)8C12-H20)(SM) ¢ um material formado pela corrosdo de zinco
na forma de cristais de plaquetas micro hexagonais, e sua utilizagdo esta relacionada ao
seu poder eletroquimico, devido as vacancias de oxigénio na superficie, aumentando
consideravelmente a condutividade. O seu uso bactericida se da a partir das vacancias de
oxigénio na superficie deste material (TAVARES, 2013).

A propriedade bactericida de nanoparticulas de prata depende da sua estabilidade,
do seu estado de aglomeragdo, tamanho e forma, sendo que tais fatores interferem na sua
interagdo com a bactéria, aumentando ou reduzindo seu potencial téxico (PAL et al.,
2007). Segundo Allaker (2010), o tamanho das nanoparticulas proporciona maior
interagdo com as membranas dos microrganismos, o que confere a elas capacidade
biocida.

O processo de intoxicacao das bactérias pelas nanoparticulas de prata se da devido
a liberagdo de fons Ag’ que interagem com grupos tiol em proteinas bacterianas

dificultando a cadeia respiratoria, ou interagem com o DNA bacteriano, prejudicando a
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regulagao génica alterando a replicacdo do DNA da bactéria (MARINI et al., 2007),
reduzem a producdo de ATP e resultam em espécies reativas de oxigénio, que
desconfiguram a parede celular do microrganismo, causando ruptura e morte
(MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010).

Nanoparticulas de prata foram utilizadas na area médica no controle de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli (MOHR et al., 2017), na tecnologia de
alimentos produzindo biofilmes que aumentam a durabilidade e a seguranca alimentar
contra Salmonella (SOZER; KOKINI, 2009) e em Escherichia coli no tratamento de agua
e efluentes (CARA et al., 2016), com funcao de eliminar os microrganismos indesejaveis.

A prata ¢ o elemento mais utilizado na sintese de nanoparticulas com fungao
antimicrobiana, devido a quantidade de estudos e comprovada eficacia, contudo, este
elemento ¢ um metal pesado e se empregado em larga escala em lavouras poderia
desencadear um excesso de prata no solo e afetar todo o ciclo hidrico contaminando
lengodis freaticos (JONES, 2010). O solo, devido a sua capacidade tampdo e
funcionalidade de filtrar e absorver contaminantes acaba por encobrir os danos que serdo
muitas vezes detectados em estdgios avangados de contaminacdo (EUROPEAN
ENVIRONMENT AGENCY, 2000).

Em contrapartida a utilizagio de Cu como elemento de dopagem das
nanoparticulas, haja vista sua comprovada acdo antimicrobiana a uma vasta gama de
patdgenos, poderia ser alternativa inovadora, tanto no quesito econémico, com a sintese
de nanoparticulas mais baratas, gerando produtos de menor custo, quanto na
contaminagdo ambiental, de modo que o Cu ¢ um elemento utilizado para nutricao das
plantas sendo absorvido pelas mesmas. Estudos de Simonkolleite com efeitos bactericidas
ainda ndo sdo reportados na literatura, sendo mais um motivo para o desenvolvimento do
presente trabalho. Em contrapartida, o grupo de estudos sobre o controle de doengas
bacterianas através da utilizagdo de nanoparticulas formado na Universidade Federal de
Uberlandia, coordenado pela Dra. Nilvanira Donizete Tebaldi vem trabalhando de forma
intensa em pesquisas para que as aplicagdes das nanoparticulas com essa finalidade
tenham maior respaldo cientifico.

Sendo assim, os objetivos do trabalho a partir da aplicagdo das nanoparticulas
foram: 1) avaliar a inibi¢do do crescimento de Xanthomonas spp. in vitro, 1) a redugdo de
desenvolvimento de Xanthomonas spp. em plantas de tomate e iii) o efeito das

nanoparticulas de ZnOCIl sobre a germinagao das sementes de tomateiro.



2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Bacteriologia Vegetal (LABAC)
e Casa de Vegetagao, do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG), da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU), no periodo de janeiro a outubro de 2019.

2.1. Preparo da suspensio bacteriana

O isolado UFU A35 de Xanthomonas ssp., foi cultivado em meio de cultura 523
(KADO; HESKETT, 1970). A suspensdo bacteriana foi preparada em solugdo de NaCl
(0,45%) e ajustada em espectrofotometro (ODsso=0,5) para a concentragio de 1x10° UFC
mL! (MARCUZZO et al., 2009).

2.2. Inibicao de crescimento bacteriano in vitro

O teste de difusao em disco (BAUER et al.,, 1966) ¢ uma das formas mais
confiaveis e simplificadas de determinar a sensibilidade dos microrganismos bacterianos
a produtos com agao bactericida.

Para a avaliag¢do do halo de inibigao do crescimento de Xanthomonas spp. in vitro
foram utilizadas nove nanoparticulas (SM puro e SM dopado com Ag ou Cu, nas
concentracoes 0,1; 1; 5 e 10).

Para o preparo da solugdo foi utilizada agua estéril e as nanoparticulas na
concentragio de 0,01 g.mL™! e dilui¢des de 107" a 10~}. Como controle negativo e positivo,
foram utilizadas solugdes de NaCl 0,45% e cefalexina a 500 pg.L™! respectivamente.

Inicialmente uma camada bésica de meio agar-agua (2%) e em seguida outra
camada contendo meio nutritivo semissolido (0,8%) acrescida de 10% da suspensdo
bacteriana (103 UFC mL"), foram vertidas em placas de Petri. Posteriormente, 6 discos
de papel de filtro esterilizados, de 7 mm de diametro foram colocados sobre o meio e cada
um foi embebido com 10 pl da nanoparticula ndo diluida e suas dilui¢des, com cefalexina
e solucdo de NaCl (0,45%). Apods 48h de incubacdo em estufa a 28°C, foi observada a
presenga ou ndo do halo de inibigao.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado sob
esquema fatorial (9x3) +2, sendo nove nanoparticulas, trés dilui¢cdes e dois controles. Os

dados foram comparados através da anélise de variancia pelo teste de Tukey a 5%.



2.3. Tempo de exposicao de nanoparticulas a suspensao bacteriana

As nanoparticulas que deram continuidade aos proximos testes foram
selecionadas seguindo alguns critérios. Foram selecionadas nanoparticulas de SM puro,
de forma a avaliar a fun¢ao da dopagem e dopadas com Ag e Cu nas menores
concentragdes que produziram resultados satisfatorios de controle. Para realizacao dos
proximos experimentos foram selecionadas as nanoparticulas SM e SM dopadas com
0,1Ag ou 1,0 Cu.

Em cada tubo de 2 mL esterilizado foi adicionada uma aliquota de 900 pL da
solucdo de nanoparticulas a 0,01 g.mL"! e 100 pL da suspensio bacteriana (108 UFC.mL"
1. Posteriormente, em triplicata, aliquotas de 100 uL foram cultivadas em placas de Petri,
contendo o meio de cultura 523, imediatamente, uma, duas, trés, quatro e cinco horas
apos a exposi¢do. As placas foram incubadas em estufa a 28° C por 72h e avaliado o

namero de UFC mL™.

2.4. Deteccio de Xanthomonas spp. em sementes de tomate

Para deteccao de Xanthomonas spp. foram utilizadas 200 sementes do tomate
Santa Cruz Kada, sendo 100 sementes inoculadas e 100 sementes sem inoculagdo. As
sementes a serem inoculadas estavam armazenadas em placas de Petri em 25 unidades
por repeti¢do e sobre elas foi vertida uma aliquota de 100 pL da suspensdo bacteriana
(108 UFC.mL"), e sobre as que ndio seriam inoculadas 100 uL de agua estéril. Apos 30
minutos as sementes foram retiradas da placa, secas em papel filtro e tratadas. Cada um
dos tratamentos se deu por sua respectiva nanoparticula (SM, SM 0,1 Ag ou 1,0 Cu) e
NacCl (0,45%), usando 100 pL de solug@o por 10 minutos. As sementes foram novamente
secas e posteriormente colocadas sob meio semi-seletivo NSCAA (SCHAAD et al., 2001)
em placas de Petri e incubadas a 28° C por 72 horas. Foi avaliada a porcentagem de
sementes com a presenca de Xanthomonas spp. através das colonias amareladas
caracteristicas. Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste Tukey a 5%

de significancia.

2.5. Germinacao de sementes de tomate tratadas com nanoparticulas de

Simonkolleite



Para a avaliacao da germinagdo das sementes tratadas com as nanoparticulas SM,
SM 0,1Ag e SM 1Cu foi utilizado o teste de papel mata borrdo. Foram utilizadas 200
sementes para cada tratamento, distribuidas em quatro caixas tipo “gerbox” com 50
sementes cada. As sementes foram dispostas sob camada dupla de papel mata borrao
embebido em 4agua, equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco e na BOD, a
temperatura de 20° C =1 (BRASIL, 2009). As contagens de plantulas emergidas se deram
aos cinco e quatorze dias apds a incubagao.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sob
fatorial 4x2 (3 nanoparticulas + testemunha x inoculadas e ndo inoculadas), ¢ os dados

foram comparados pelo teste de Tukey 5%.

2.6. Controle da mancha bacteriana do tomateiro com nanoparticulas em casa

de vegetacao

O ensaio foi realizado em casa de vegetacdo, onde plantas de tomate cv. Santa
Cruz Kada foram cultivadas em vasos com capacidade de 500 mL, em substrato composto
por solo, areia, himus e vermiculita (4:1:1:1). Ap6s 15 dias da semeadura, as plantas com
trés a quatro folhas foram pulverizadas até o ponto de escorrimento. No controle
preventivo, com as nanoparticulas SM, SM 0,1Ag e SM 1Cu, nas concentracoes 2,5 € 5
mg.mL"!, com hidréxido de cobre (2 g.L!) e 4gua estéril (testemunha). Dois dias ap6s, as
plantas foram inoculadas via pulverizagdo das folhas com a suspensdo bacteriana na
concentragio de 10’ UFC.mL™.

No controle curativo, as plantas foram inoculadas com a suspensao bacteriana na
concentracdo descrita anteriormente, e dois dias apods, foram pulverizadas com as
nanoparticulas, hidroxido de cobre e 4dgua. As plantas pulverizadas com agua foram
consideradas testemunhas. As plantas foram mantidas em camara imida por 24 horas,
antes e apds a inoculagao.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial, composto de 2 controles
(preventivo e curativo), 4 produtos (3 nanoparticulas e agua) e 2 concentragdes de
nanoparticulas (2,5 e 5 mg.mL™"), com quatro repeti¢des, sendo considerada com unidade
experimental, um vaso contendo 3 plantas.

A severidade da doenga foi avaliada empregando-se a escala diagramaética, aos

3,6,9,12 e 15 dias apos a inoculagdo (MELLO et al., 1997).



A Area Abaixo da Curva de Progresso de Doenca (AACPD) foi calculada pela
formula; AACPD = > ((Yi + Yi+1)/2)(ti+1 — ti), onde: Y € a intensidade da doenga (nota
atribuida de acordo com a escala diagramatica usada); t ¢ o tempo (intervalo entre as
avaliagdes, em dias); e 1 representa o nimero de avaliacdes no tempo (CAMPBELL;
MADDEN, 1990).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Inibicao do crescimento bacteriano in vitro

As nanoparticulas de SM dopadas com diferentes porcentagens de prata (Ag) e
cobre (Cu) inibiram o crescimento de Xanthomonas spp. in vitro (Tabela 1), diferindo
significativamente do NaCl e da cefalexina. Os halos de inibicdo de crescimento da
Xanthomonas. ssp. evidenciam que existe controle da populacdo bacteriana no meio,
determinando que as moléculas empregadas possuem efeito toxico a Xanthomonas spp.
(Tabela 1).

A interagdo entre os fatores nanoparticula e diluicao (P < 0,05) foi significativa,
ou seja, o controle bacteriano ¢ maior a medida que se aumenta a concentracdo da
nanoparticula utilizada, dentro do intervalo de concentragdo aplicado no estudo.

Quando comparadas as nanoparticulas sem diluicdo, as de Ag nas concentragdes
0,1;5e 10 e de Cu 1 e 10, resultaram em melhores indices de controle, sendo que Ag 10
superou inclusive a cefalexina, e sob a mesma condi¢gdo o SM puro apresentou o menor
halo de inibi¢do, o que reforga a teoria de que o potencial de controle microbiano das
nanoparticulas ¢ maior quando elas sao dopadas.

Li et al. (2015), utilizaram nanoparticulas de ZnO dopado com Ag, em diferentes
concentragdes, cujos desempenhos foram superiores ao ZnO puro no controle de
Escherichia coli.

Na diluigdo de 10! a nanoparticula de SM 5Ag se destacou em relagdo aos demais
tratamentos, seguido de 0,1 Ag, 10 Ag e 1 Cu. Nesta mesma diluicao, os halos de inibi¢ao
das nanoparticulas de Ag 5 e Ag 10 se igualaram ao halo de cefalexina. O controle com

antibidtico ¢ utilizado como padrdo de melhor desempenho no controle bacteriano, e



moléculas que alcancem o mesmo patamar de controle, possuem potencial para tornarem-
se produtos eficazes na reducdo bacteriana. Consegue-se perceber, portanto, no caso do
cobre, que a relacdo entre a concentragdo do elemento dopante ndo ¢ diretamente
proporcional ao efeito toxico que a nanoparticula pode causar na bactéria, provavelmente
a forma e a estruturagdo do nanocristal sejam mais relevantes do que a prépria
concentragdo em si.

As nanoparticulas de cobre apresentam alta eficiéncia no controle bacteriano, e o
efeito pode ser consequéncia da liberagao de espécies reativas de oxigénio, que culminam
na destruicdo das membranas e podem causar danos ao DNA bacteriano, e inclusive as
nanoparticulas sintetizadas com nucleo metalico em cobre sdo menos onerosas que as
produzidas com metais como prata e ouro (AHAMED, 2014).

Na dilui¢do 107 a nanoparticula de melhor tratamento foi Ag 10, sendo todas as
demais nanoparticulas iguais entre si, e na dilui¢io 10 as nanoparticulas igualaram-se
entre si e com a solucdo de NaCl. Portanto, quao maior for a diluicdo, menor sera a taxa

de controle empregada pela molécula.

Tabela 1. Halo de inibi¢ao (mm) do crescimento de Xanthomonas spp., por nanoparticulas

de SM dopado com Ag e Cu, em diferentes dilui¢des € concentragdes, em meio de cultura.

Uberlandia, MG, 2019.

Diluicao
Nanocristais ND 10! 102 103
SM: Ag 0,1 39,4 abA* 21,8 bB** 10,2 bC** 3,1 aD*
Agl 20,4 cA** 9,9 cB** 6,5 bcB** 0 aC*
Ag5 45,5 abA" 38,2 aB" 10,7 bC** 4,0 aD*
Ag 10 51,0 aA** 28,4 bB* 17,4 aC** 5,0 aD*
Cu0,1 31,5 bA" 15,6 cB** 9,8 bB** 4,0 aC*
Cul 41,7 abA" 21,1 beB** 10,4 bC** 0,0 aD*
Cusb 282 bA™" 12,3 cB** 9,9 bB** 2,0 aC*
Cu 10 422 abA" 9.4 cB*" 6,0 bcB** 2,4 aC*
SM 18,0 cA** 8,3 cB*" 6,5 bcB** 0,0 aC*
Cefalexina 33,5
NaCl 0,0




CV(%) 23,58

Meédias seguidas por letras distintas, maitisculas na linha e minusculas na coluna diferem pelo teste de Tukey a
0,05. ND: néao diluido.

Cefalexina* e NaCl*: Médias comparadas as testemunhas s3o significativas pelo teste de Dunnet a 0,05 de
significancia.

Figura 1. Halos de inibi¢cdo de crescimento de Xanthomonas spp. por nanoparticulas

de SM dopados com (i) Ag 0,1, (i))Cu 1 e SM sem dopagem (iii). Uberldndia — MG, 2019.

Mamede (2018) observou que nanocristais de ZnO dopados com Cu e Ag
apresentaram inibi¢do bacteriana sobre Pantoea ananatis in vitro.

A partir da verificagdo do poder antibacteriano das nanoparticulas in vitro, foi
necessario avaliar se as nanoparticulas em contato com as sementes ndo causariam prejuizo
a germinacdo, ou mesmo, se a aplicacdo das nanoparticulas em plantas de tomateiro

inoculadas, surtiriam efeito sobre o patégeno e nao causariam danos as plantas.

3.2. Tempo de exposi¢ido de nanoparticulas a suspensio bacteriana

O crescimento das colonias reduziu bruscamente apos o contato das bactérias com as
nanoparticulas SM, 0,1 Ag e 1 Cu durante o prazo de 5 horas. As nanoparticulas possuem
maior facilidade de entrada na membrana celular bacteriana, porém, ha necessidade de um
intervalo de contato entre nanoparticula e bactéria para a penetracdo da mesma na regiao
intracelular (GRUMEZESCU, 2016). Quanto maior foi o tempo de contato entre células
bacterianas e suspensao de nanoparticulas, menor foi o desenvolvimento de colonias de

Xanthomonas spp.



Para aplicacdo de produto em areas agricolas, deve-se considerar a necessidade de
absor¢ao do mesmo em tempos menores possiveis, considerando a necessidade de irrigagao,
principalmente no cultivo do tomate, ou molhamento por chuva. Portanto quanto menor o
tempo necessario para ser efetivo e absorvido pela planta, maior o potencial como produto
fitossanitario.

Nota-se que o efeito de inibi¢do do crescimento bacteriano pela nanoparticula pura
(SM), foi inferior ao obtido pelas nanoparticulas dopadas, tanto pela prata quanto pelo cobre,
reiterando a teoria da maior efetividade através da dopagem.

No tempo de 5 h de contato entre nanoparticulas e bactérias, o desenvolvimento
bacteriano reduziu de 10® UFC.mL! para 120, 12 ¢ 8 UFC.mL"! nos tratamentos com SM

pura, e dopada com 0,1 Ag e 1 Cu, respectivamente.

Imediato

/__,\\

Figura 2. Viabilidade de col6nias bacterianas de Xanthomonas spp. tratada com
nanoparticulas de SM pura e dopada com Ag e Cu, em diferentes tempo de exposicao.

Uberlandia-MG, 2019.

A prata ¢ um elemento que apresenta alta atividade antimicrobiana, tanto para
bactérias quanto para fungos, sendo que tal capacidade ¢ potencializada quando em

nanoparticulas (PANACEK et al., 2006).
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O ¢6xido de zinco (ZnO) ndo inibiu o crescimento in vitro de Pantoea ananatis,
em contrapartida sua forma dopada na concentragdo de 0,5 Fe teve agdo inibitoria
(MAMEDE, 2018), seguindo o mesmo padrdo do presente estudo, em que os potenciais
de controle bacteriano da nanoparticula SM foram inferiores aqueles alcangados pela

utilizagao da molécula dopada por Ag ou Cu, nas mesmas concentragoes.

3.3. Deteccao de Xanthomonas spp. em sementes de tomate

Sementes de tomate contaminadas por fitobactérias podem resultar em severas
epidemias tanto no viveiro de mudas quanto em campo, mesmo quando em baixas
proporcdes segundo Carmo et al. (1996) que constataram que sementes de pimentdo
apresentando 0,01% de contaminag¢do por Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
resultaram na contaminagdo de 100% das mudas em viveiro em 30 dias ap6s plantio.

O controle de doengas bacterianas a partir do tratamento de sementes ¢ uma opgao
de manejo que previne a redug@o do stand e melhora a performance da plantula, iniciando
o ciclo de vida da planta com maior sanidade e melhores condigdes produtivas
(CARMO et al., 1996).

Em todos os tratamentos utilizando nanoparticulas de SM, as porcentagens de
deteccao de Xanthomonas spp. foram semelhantes entre si e inferiores ao tratamento com
NaCl (Tabela 2). Vale ainda ressaltar que na inoculagdo das sementes a concentragdo da
suspensao bacteriana ¢ extremamente elevada se comparado as condi¢des a que as
sementes serdo submetidas a campo.

Nos tratamentos onde as sementes nao foram inoculadas ndo houve aparecimento

de coldnias bacterianas (Tabela 2).

3.4. Germinacgido de sementes de tomate tratadas com nanoparticulas

Na elaboragao de moléculas com finalidade fitossanitaria, ¢ necessario avaliar o
comportamento ndo s6 dos microrganismos estudados, bem como dos materiais vegetais
nos quais essas moléculas serdo empregadas. Nao € viavel a utilizagao de um produto que
extermine a doenga da lavoura, mas que em contrapartida cause prejuizos aos organismos
vegetais ou ao ambiente. Desse modo, a avaliacdo da germinacdo foi utilizada como

parametro para verificar possiveis danos as sementes na utilizacdo das nanoparticulas.
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Observa-se portanto, que nao houve diferenga na porcentagem de germinacao
entre as sementes tratadas e ndo tratadas, ou seja, a aplicagdo das nanoparticulas de SM
pura e dopadas com 0,1Ag ou 1Cu ndo causou prejuizo a germinagdo das sementes
(Tabela 2), ao mesmo instante em que houve redugdo na porcentagem de detec¢ao de

bactérias quando da aplicagcdo das nanoparticulas.

Tabela 2. Deteccdo de Xanthomonas spp. € germinacao de sementes de tomates, tratadas

com diferentes nanoparticulas. Uberlandia — MG, 2019.

Nanocristais Deteccao (%) Germinagao (%) Média

Inoculadas Nao Inoculadas Nao

inoculadas Inoculadas

NaCl 98 bB 0 aA 97 96 973
SM0,1Ag 81 aB 0 aA 95 97 96a
SM 87 aB 0 aA 96 94 953
SM1,0Cu 85aB 0 aA 97 96 97a
Média 88B 0A 96A 96A
CV(%) 52 16

Médias seguidas por letras maitsculas na linha ou minusculas na coluna néo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey 5% de significancia.

O tratamento utilizando nanoparticulas de ZnO 11Ag, visando controle de
Xanthomonas campestris pv. campestris., apresentou prejuizo na taxa de germinagdo de
canola (ZANCAN et al., 2018), diferindo do resultado encontrado com o SM 0,1Ag
descrito neste trabalho (ZANCAN et al., 2018).

3.5. Controle da mancha bacteriana do tomateiro com nanoparticulas em casa

de vegetacio

Houve interagdo significativa entre os fatores tipos de tratamentos, se curativo ou
preventivo, e concentracao das nanoparticulas (P <0,05) (Tabela 3). Nos tratamentos com
menor concentra¢do (2,5 mg.mL™"), o manejo preventivo gerou melhores resultados que
o tratamento curativo (Tabela 3).

No tratamento preventivo, apenas a nanoparticula pura SM na concentragdo de 5

mg.ml™! se igualou a performance da testemunha, com menor eficiéncia de controle. As
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demais nanoparticulas tiveram efeito semelhante ao hidroxido de cobre, produto
comercial utilizado com finalidade de controle bacteriano.

Avaliando o hidréxido de cobre como produto protetivo, com agdo de contato e
baixa permanéncia foliar, principalmente em épocas de alta precipitagao e irrigagdo como
no caso das plantas de tomateiro em casa de vegetacao, verificou-se o melhor desempenho
em tratamento preventivo. No tratamento preventivo, quando foi realizada a inoculacio
por aspersdo, ja existia nas folhas um filme téxico formado pelo hidréxido de cobre, de
modo que quando as bactérias entraram em contato com a folha tiveram contato também
com o produto. Em contrapartida, no tratamento curativo, quando foi realizada a aplicagao
do produto dois dias depois, uma parte das bactérias ja havia atingido o ambiente
intracelular, e como o hidréxido de cobre ndo ¢ absorvido pela planta, elas tiveram
maiores possibilidades de colonizar e se desenvolver.

No tratamento curativo, apenas as nanoparticulas SM Ag 0,1 e Cu 1 nas
concentragdes de 5 mg.mL"' obtiveram efeitos superiores ao da testemunha (Agua). Os
resultados das nanoparticulas em tratamento curativo levantam a hipotese de um possivel
mecanismo sistémico, mesmo que parcial, sendo que diferentemente do hidréxido de
cobre, mesmo quando as bactérias ja estavam parcialmente instaladas em ambiente
intracelular, dois dias ap6s a aplicagdo, as plantas referentes aos tratamentos com as
nanoparticulas SM Ag 0,1 e Cu 1 na concentragio 5 mg.mL™' apresentaram menores
indices de severidade da doenca.

Para nanoparticulas de Ag e Cu em tratamento preventivo, as duas concentragdes
foram semelhantes, porém, no tratamento curativo, a mesma nanoparticula obteve
desempenhos diferentes nas duas concentragdes, onde a concentragio 5 mg.mL™! obteve
melhores resultados.

Verifica-se através dos resultados que o manejo de uma cultura a campo tem
grandes ganhos quando da aplicagdo de forma preventiva dos produtos fitossanitarios,
mas diferentemente dos experimentos cientificos, onde ocorre monitoramento regular e
mais rigido das varidveis, em populagdes menores e condi¢cdes controladas, a campo
talvez o monitoramento nao seja tdo assertivo e perca-se o time de aplicagdo. Desse modo
a elaboragdo de produtos com efetivo controle de Xanthomonas spp. em condi¢des de

sistemicidade seria um avango grandioso para as ciéncias agrarias.
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Tabela 3. Area abaixo da curva de progresso da severidade da mancha bacteriana no
tomateiro, no controle preventivo e curativo da doenca com nanoparticulas. Uberlandia —

MG, 2019.

Controle
Produto Preventivo Curativo
SM: 0,1Ag [2.5] 18.0 bA 28,5 cB
SM: 0,1Ag [5.0] 24.0 bcA 22,5 bA
SM [2.5] 22,5 bA 30,0 cB
SM [5.0] 27,0 cA 30,0 cA
SM: 1Cu [2.5] 22,5 bA 28,5 cB
SM: 1Cu [5.0] 21,0 bA 24,0 bA
Hidroxido de Cobre 22,5 bA 27,0 bcB
Agua 30dA 30cA
Testemunha 0aA 0aA
Média 21A 25B

CV (%) 121
Meédias seguidas por letras mindsculas na coluna ou maitisculas na linha ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey 5% de significancia.

4. CONCLUSAO

As nanoparticulas de SM dopadas com 0,1Ag e 1Cu obtiveram melhores
desempenhos que seu precursor SM puro, no controle de Xanthomonas spp. in vitro €
promoveram também melhor controle que o tratamento comercial (hidroxido de cobre),
nas concentragdes de 5 mg.mL™! no tratamento curativo.

O tempo de exposi¢do da bactéria as nanoparticulas influenciam diretamente na
redu¢do de desenvolvimento das coldnias, e o tempo de 5 horas de contato reduziu
drasticamente a populagdo bacteriana.

Nao houve prejuizos para a germinagdo das sementes de tomate com a aplicagdo
das nanoparticulas de SM.

As nanoparticulas de SM sdo promissoras formas de controle quimico visando a

reducdo da mancha bacteriana no tomateiro.
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