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RESUMO

MILAN, M. D; TEBALDI, N. D. Nanoparticulas no controle da mancha bacteriana do
tomateiro e no tratamento de sementes. 2024. 113 f. Tese. (Doutorado em Agronomia —
Produgdo Vegetal) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.

As bacterioses sdo responsaveis por grandes perdas no cultivo do tomateiro e entre os agentes
patogénicos, as espécies do género Xanthomonas spp. sdo responsaveis por causar a mancha
bacteriana no tomateiro, a principal bacteriose da cultura. O presente trabalho teve como
objetivos avaliar o uso de nanoparticulas (Nps) de ZnO, ZnOCl, Ag>O, ZnO:Ag, ZnO:Cu,
Zn0O:K, ZnO:Mg, ZnOCl:Ag e ZnOCI:Cu no controle da mancha bacteriana do tomateiro,
causada por X. vesicatoria, X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, X. euvesicatoria pv. perforans e
no tratamento de sementes. Foram avaliadas a toxidez das Nps na inibi¢cdo do crescimento
bacteriano in vitro, a aplicacdo preventiva e curativa em plantas de tomate, bem como o
tratamento de sementes na inibicao de deteccao e seu efeito na germinacao. NPs de Ag>O, ZnO:
0.3Ag, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnOCIl: 10Ag, ZnO: 10K inibiram o crescimento bacteriano in
vitro X. vesicatoria, X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, X. euvesicatoria pv. perforans. As NPs
Zn0: 5K, ZnO: 0.1Cu e ZnOCI: 0.1Cu reduzem o nimero de UFC das trés espécies bacterianas
ao longo do tempo. A aplicagdo preventiva ZnO: 0.1Cu na concentracdo [1.5] e ZnO: 5K na
[2.5] e a aplicagdo curativa de ZnO: 5K [1.5¢ 2.5] € ZnO: 0.1Cu nas [2.5] reduzem o progresso
da doenga causada por X. euvesicatoria pv. perforans. Ja para a espécie X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria, a aplicagao preventiva de ZnO: 0.1Cu [2.5] e ZnO: 5K [1.5 e 2.5], bem como a
aplicacao curativa ZnO: 5K [1.5 e 2.5], ZnOCl: 0.1Cu [1.5 ¢ 2.5] ¢ ZnO: 0,1Cu [1.5 e 2.5]
reduziram significativamente o progresso da doenca. A aplicagdo preventiva de ZnOCI: 0.1Cu
[2.5] € ZnO: 0.1Cu [1.5 € 2.5] e a aplicagdo curativa ZnO: 5K [1.5 e 2.5], ZnOCl: 0.1Cu [2.5]
e Zn0: 0.1Cu [1.5 e 2.5] apresentaram maior eficiéncia no controle da Xanthomonas vesicatoria
do que o Hidréxido de cobre. Sementes tratadas com ZnO apresentaram menor porcentagem de
deteccao de X. euvesicatoria pv. perforans. Sementes tratadas com ZnO, ZnO: 0.1Cu, ZnOCl e
ZnOCl: 0.1Cu reduziram de modo eficiente a detec¢do de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria.
Nenhuma das NPs reduziu a detec¢ao de X. vesicatoria. Sementes de tomate inoculadas e
tratadas com ZnOCI, ZnOCl: 0.1Cu apresentaram resultados semelhantes ao Hidroxido de
cobre, melhorando a germinacao das sementes.

Palavras-chave: Doenga bacteriana. Nanoparticulas dopadas. Oxido de Zinco. Solanum
lycopersicum L.



ABSTRACT

MILAN, M.D; TEBALDI, N. D. Nanoparticles in the control of tomato bacterial spot and
seed treatment. 2024. 113f. Thesis. (Doctorate in Agronomy — Plant Production) — Federal
University from Uberlandia, Uberlandia.

Bacterioses are responsible for major losses in tomato cultivation, among the pathogens species
of the genus Xanthomonas spp. are responsible for causing bacterial spot on tomatoes, the main
bacteriosis of the crop. The objectives of this study were to evaluate the use of nanoparticles
(Nps) of ZnO, ZnOCl, Ag,0, ZnO: Ag, ZnO: Cu, ZnO: K, ZnO: Mg, ZnOCl: Ag and ZnOClI:
Cu in the control of bacterial spot on tomatoes caused by X. vesicatoria, X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria, X. euvesicatoria pv. perforans and in seed treatment. The toxicity of NPs in
inhibiting bacterial growth in vitro, preventive and curative application on tomato plants, as
well as seed treatment in inhibiting detection and its effect on germination were evaluated. NPs
of Ag20, ZnO: 0.3Ag, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnOCl: 10Ag, ZnO: 10K inhibited the in vitro
bacterial growth of X. vesicatoria, X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, X. euvesicatoria pv.
perforans. The ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu and ZnOCI: 0.1Cu NPs reduced the number of CFU of
the three bacterial species over time. Preventive application of ZnO: 0.1Cu at [1.5] and ZnO:
5K at [2.5] and curative application of ZnO: 5K [1.5 and 2.5] and ZnO: 0.1Cu at [2.5] have
reduced the progress of the disease caused by X. euvesicatoria pv. perforans. As for the species
X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, the preventive application of ZnO: 0.1Cu [2.5] and ZnO: 5K
[1.5 and 2.5], as well as the curative application ZnO: 5K [1.5 and 2.5], ZnOCI: 0.1Cu [1.5 and
2.5] and ZnO: 0.1Cu [1.5 and 2.5] have significantly reduced the progress of the disease.
Preventive application of ZnOCI: 0.1Cu [2.5] and ZnO: 0.1Cu [1.5 and 2.5] and curative
application of ZnO: 5K [1.5 and 2.5], ZnOCIl: 0.1Cu [2.5] and ZnO: 0.1Cu [1.5 and 2.5] have
been more effective at controlling Xanthomonas vesicatoria than copper hydroxide. Seeds
treated with ZnO showed a lower percentage of detection of X. euvesicatoria pv. perforans.
Seeds treated with ZnO, ZnO: 0.1Cu, ZnOCl and ZnOCI: 0.1Cu efficiently reduced the
detection of X. euvesicatoria pv. euvesicatoria. None of the NPs have reduced the detection of
X vesicatoria. Tomato seeds inoculated and treated with ZnOCl, ZnOCI: 0.1Cu showed similar
results to copper hydroxide, improving seed germination.

Keywords: Bacterial disease. Doped nanoparticles. Zinc oxide. Solanum lycopersicum L.
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INTRODUCAO GERAL

Dentre as olericolas mais produzidas no Brasil e no mundo, o tomate ¢ o segundo
colocado, ficando atras apenas da batata (FAO, 2024). E uma fruta agrupada as hortalicas,
fazendo parte do cardapio de grande parte da populacdo. Sua planta ¢ perene, mas possui
comportamento anual, com ciclo biolégico que varia entre quatro a sete meses (Filgueira, 2008).
Cultivada o ano todo, adapta-se bem aos climas tropical e subtropical, com boa tolerancia a
determinadas variacdes climaticas (Dusi et al., 1993).

No Brasil, o fruto ¢ produzido em todo pais, e os estados de Sdo Paulo, Goids e Minas
Gerais destacam-se em produtividade, pois det€ém a maior parte da area produtiva e produgdo
nacional, bem como as principais industrias de processamento. Segundo o IBGE (2023), o
Brasil produziu 3.893.643 toneladas de tomate no ano de 2023, sendo o estado de Sao Paulo
responsavel por 1.039.696 ton., Goids com 1.026.541 ton. e Minas Gerais com 545.080 ton. As
condigdes climaticas e de solo sdo os principais fatores que beneficiam essas areas.

O cultivo do tomateiro ¢ uma atividade de alto risco econdmico e complexidade, devido
ao elevado niimero de patdogenos, que causam doengas com grande capacidade de afetar a
produtividade da cultura (Nascimento et al., 2021). Os custos com o manejo fitossanitario da
cultura sdo representativos na maioria das areas produtivas, e os gastos com defensivos
agricolas para a produgdo de tomate em campo aberto podem representar de 10 a 15% dos
custos totais, ocasionados tanto pelo alto custo quanto pela falta de eficiéncia dos produtos
(Spagnuolo et al., 2021). Estima-se que as perdas causadas por doencas sejam cerca de 10 a
30% da produtividade, podendo causar a perda total da lavoura, quando ndo bem manejadas
(TM et al., 2018).

H4 uma grande variedade de patdogenos que podem afetar o tomateiro e que contribuem
para a diminuicdo da produtividade. As bacterioses sdo patologias importantes na cultura, e
dentre as principais espécies presentes no Brasil encontra-se a Xanthomonas spp. causadora da
mancha bacteriana em tomateiro (Somashetty et al., 2023). E umas das doengas bacterianas
mais devastadoras e que provoca reducdo da produtividade devido a queda das folhas, flores e
frutos em formagao (Marcuzzo et al., 2009). Os sintomas da mancha bacteriana afetam toda as
partes da planta e em qualquer estagio do desenvolvimento. Nas folhas, surgem pequenas lesdes
encharcadas que, de acordo com o desenvolvimento da doenca, aumentam de tamanho e
coalescem, causando danos aos tecidos e até mesmo sua queda mesmas. Nos frutos, por sua

vez, causa escaldadura por exposi¢do a luz solar (Lopes; Avila, 2005).



14

A baixa disponibilidade de produtos registrados e eficazes dificulta o controle da
bacteriose, bem como as caracteristicas intrinsecas as bactérias responsdveis por provocar a
patologia, como rapida disseminacdo, facilidade de multiplicacdo e eficiéncia de transmissao
(Abrahaman et al., 2021). Além do uso de defensivos quimicos, outra tatica de controle ¢ o
emprego de variedades resistentes; contudo, pouco genotipos de resisténcia foram identificados
até o momento para aplicagdo no mercado (Potnis et al., 2015).

O controle quimico tem como ingredientes principais antibidticos e substancias clipricos
(Qiao et al., 2020). A falta de opgdes para controle ¢ um fator que influencia o uso
indiscriminado de defensivos, o que causa contaminagdo do meio ambiente e dos produtos, o
aumento da pressdo de selecdo de patdogenos resistentes e, consequentemente, os produtos se
tornam parcial ou totalmente ineficientes (Silva et al., 2021).

A necessidade de controle eficaz da mancha bacteriana no tomateiro estimula o
desenvolvimento de novos produtos e controles alternativos, como o uso de nanoparticulas que
apresentam um grande potencial de aplica¢do na 4rea agricola. Neste sentido, as nanoparticulas
tém apresentado grande capacidade de controlar patégenos de plantas em comparacdo com
pesticidas quimicos (Park et al., 2006). Os produtos possuem tamanhos em escala nanométrica
(1 a 100nm), ou seja, um bilionésimo do metro, representado por nm ou por 10°. As
nanoparticulas possuem uma area superficial maior, que influencia diretamente nas
propriedades delas, deixando-as mais reativas com o meio, tornando seu uso viavel e eficaz no
controle de fitopatdégenos, quando comparados com os defensivos agricola tradicionais (Park et
al., 2006; Elsharkawy; Mousa, 2015; Su et al., 2019).

Estudos recentes demonstram que nanoparticulas de ZnO puros ¢ dopados com Ag, Au,
Cu, Fe, Mn, Ni, Mo, K ou Mg resultaram na inibi¢ao do crescimento de Xanthomonas gardneri
(Fraga et al., 2021), assim como em Zancan (2018) a Xanthomonas campestris pv. campestris
e Pantoea ananatis (Mamede et al.,, 2018). Salam et al. (2017) e Dimkpa et al. (2013)
apresentam a capacidade de nanoparticulas de prata e 6xido de zinco no controle de doengas de
plantas sem causar toxicidade as plantas tratadas. Particulas a base de metais e 6xidos de metais
(Ealia; Saravanakumar, 2017; Gul et al. 2024), como ZnO, ZnS e MgO, foram utilizadas para
o controle de doencgas causadas por Xanthomonas perforans (Liao et al., 2019), Xanthomonas
campestris pv. campestris (Zancan, 2018), Pantoea ananatis (Mamede et al., 2021),
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Ballottin et al., 2017) e Xanthomonas oryzae pv. oryzae
(Liang et al., 2017).

O mecanismo de agdo dos materiais em nanoescala sobre organismos patogénicos deve-

se a alteracdo na permeabilidade da membrana, causando extravasamento celular; interagdo



15

com proteinas e DNA a medida que o material penetra no organismo; e liberagdo de compostos
quimicos para células do organismo patogénico (Ballottin et al., 2017). Nos ultimos anos,
diferentes combinagdes e elementos vém sendo estudados, como 6xido de zinco, 6xido de
manganés e dioxido de magnésio (Ogunyemi et al., 2019, 2020), prata (Gautam et al. 2020),
didxido de titdnio (Mishra et al., 2020). Eles tém sido destaques como alternativa de controle
de doengas bacterianas em plantas devido ao potencial inibitorio.

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de nanoparticulas de
Zn0O e ZnOCl puros e dopados com Cu, K, Ag e Mg, em diferentes concentragdes, no controle
de trés espécies de Xanthomonas spp.: X. vesicatoria, X. euvesicatoria pv. euvesicatoria e X.
euvesicatoria pv. perforans, causadoras da mancha bacteriana do tomateiro e no tratamento de

sementes.
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CAPITULO 1

NANOPARTICULAS NO CONTROLE DE Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans
E NO TRATAMENTO DE SEMENTES DE TOMATE

3 Artigo redigido de acordo com as normas do periédico Tropical Plant Pathology.
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RESUMO: A mancha bacteriana do tomateiro pode causar perdas significativas na cultura. As
nanoparticulas tém sido avaliadas e apresentadas como promissoras no controle de doengas
bacterianas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de nanoparticulas (NPs) de
Zn0O, ZnOCl, Ag>0, ZnO:Ag, ZnO:Cu, ZnO:K, ZnO:Mg, ZnOCl:Ag ¢ ZnOCI:Cu no controle
da mancha bacteriana do tomateiro, causada por X. euvesicatoria pv. perforans € no tratamento
de sementes. A toxidez das Nps foi avaliada a partir da formagdo do halo de inibigdo do
crescimento bacteriano in vitro. Para a avaliacdo da acdo bactericida em horas, a suspensao
bacteriana (10° UFC/mL) foi colocada em contato com a solu¢io de cada nanoparticula e
avaliada apos plaqueamento depois de 0, 1, 2, 3, 4 e 5 horas de contato. Para o controle
preventivo da mancha bacteriana, as plantas foram pulverizadas com solu¢ao de nanoparticulas
e apos 2 dias foram inoculadas com a suspensdo bacteriana (1028 UFC/mL). Para o controle
curativo, as plantas foram inoculadas e, 2 dias depois, foram pulverizadas com solugao de
nanoparticulas. Sementes de tomate foram inoculadas com a suspensao bacteriana, tratadas com
solu¢do de nanoparticulas e avaliada a detec¢ao da bactéria e germinacao das sementes. As
nanoparticulas de Ag,0, ZnO: 0.3Ag, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnO: 10K, ZnO: 0.5Mg, ZnOCI:
1Ag, ZnOCl: 5Ag, ZnOCl: 10Ag sao capazes de inibir o crescimento bacteriano in vitro na
concentracao de 10 mg/mL. As NPs ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu e ZnOCI: 0.1Cu reduzem o numero
de UFC ao longo do tempo. A aplicagdo preventiva ZnO: 0.1Cu na concentracao [1.5] e ZnO:
5K na [2.5] e a aplicagdo curativa de ZnO: 5K [1.5¢ 2.5] e ZnO: 0.1Cu nas [2.5] reduzem o
progresso da doenca. Sementes tratadas com ZnO apresentaram menor porcentagem de
deteccdo. Sementes de tomate inoculadas com Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans,
tratadas com ZnO, ZnO: 0.1Cu, ZnO: 5K, ZnOCI, ZnOCI: 0.1Cu e Hidroxido de Cobre,

aumentam a porcentagem de germinagao.

Palavras-chave: Mancha bacteriana; Nanoparticulas; Controle alternativo; Oxido de Zinco.



38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

23

ABSTRACT: Tomato bacterial spot can cause significant losses to the crop. Nanoparticles have
been evaluated and have shown to be promising in the control of bacterial diseases. Therefore,
the aim of this study was to evaluate the use of nanoparticles (NPs) of ZnO, ZnOCl, Ag>0,
Zn0O: Ag, ZnO: Cu, ZnO: K, ZnO: Mg, ZnOCIl: Ag and ZnOCI: Cu in the control of tomato
bacterial spot caused by X. euvesicatoria pv. perforans and in seed treatment. The toxicity of
the Nps was evaluated on the basis of the formation of a bacterial growth inhibition halo in
vitro. For the evaluation of the bactericidal action in hours, the bacterial suspension (10°
CFU/mL) was placed in contact with the solution of each nanoparticle and evaluated after
plating over 0, 1, 2, 3, 4 and 5 hours of contact. For the preventive control of bacterial spot, the
plants were sprayed with the nanoparticle solution and after 2 days they were inoculated with
the bacterial suspension (10® CFU/mL). For curative control, the plants were inoculated and 2
days later they were sprayed with the nanoparticle solution. Tomato seeds were inoculated with
the bacterial suspension and treated with the nanoparticle solution, and the detection of the
bacteria and seed germination were checked. The nanoparticles of Ag.O, ZnO: 0.3Ag, ZnO:
7Ag, ZnO: 9Ag, ZnO: 10K, ZnO: 0.5Mg, ZnOCl: 1Ag, ZnOCl: 5Ag, ZnOCIl: 10Ag are able to
inhibit bacterial growth in vitro at a concentration of 10 mg/mL. The NPs ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu
and ZnOCl: 0.1Cu reduce the number of CFUs over time. Preventive application of ZnO: 0.1Cu
at [1.5] and ZnO: 5K at [2.5] and curative application of ZnO: 5K [1.5 and 2.5] and ZnO: 0.1Cu
at [2.5] have reduced the progress of the disease. Seeds treated with ZnO have shown a lower
percentage of detection. Tomato seeds inoculated with Xanthomonas euvesicatoria pv.
perforans, treated with ZnO, ZnO: 0.1Cu, ZnO: 5K, ZnOCl, ZnOCl: 0.1Cu and Copper

Hydroxide enhanced the germination percentage.

Keywords: Bacterial spot; Nanoparticles; Alternative control; Zinc oxide.
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INTRODUCAO

A mancha bacteriana do tomateiro € causada por quatro espécies do género
Xanthomonas: X. vesicatoria (Jones et al. 2004), X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, X.
euvesicatoria pv. perforans (Constantin et al. 2016) e X. hortorum pv. gardneri (Moriniére et
al. 2020), podendo causar perdas de até 52% da produtividade em condi¢des favoraveis (Lopes
e Quezado-Soares et al. 1997; Oliveira et al. 2023).

A bactéria penetra através de aberturas naturais e/ou ferimentos na planta, e sua
disseminagdo ocorre a curtas e longas distancias por respingos de agua da chuva, mudas e
sementes contaminadas, facilitando a introdug¢do do patdégeno em areas isentas (Marcuzzo,
2009). Ambiente com temperaturas entre 22 e 28°C e alta umidade sdo condigdes ideais para
ocorréncia de epidemias.

Como medida preventiva da doenga, ¢ indicado uso de sementes e mudas isentas e
certificadas (Pontes et al. 2017). Para o controle quimico, os produtos a base de cobre e alguns
antibidticos como estreptomicina e oxitetraciclina sdo recomendados; no entanto, ha varios
relatos de baixa eficiéncia relacionada ao surgimento de populacdes de bactérias resistentes,
havendo a necessidade de buscar novas opgdes de controle para a doenga (Quezado-Duval et
al. 2003), como o uso de nanoparticulas.

As nanoparticulas se destacam na atividade antibacteriana através de substancias
capazes de eliminar ou retardar o desenvolvimento de bactérias patogénicas (Siddiqi et al.
2018). Entre os mecanismos de acdo, estdo as formagdes de espécies reativas de oxigénio
intracelular, altera¢des da permeabilidade das membranas, introducdo de substincias toxicas e
rompimento de membranas (Dasgupta et al. 2016; Naik et al. 2021).

As nanoparticulas sdo produtos desenvolvidos em escala nanométrica e com dimensodes
de 1 a 100 nm (Abdelghany et al. 2018). A dopagem de nanoparticulas ¢ realizada através da
insercao de pequenas quantidades de um elemento quimico em um elemento puro na estrutura

das particulas. Isso tem o objetivo de doté-la de propriedades fisico-quimicas especificas (Galli,
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2005). O elemento dopante ¢ introduzido na estrutura do cristal do semicondutor, alterando os
niveis de energia da transicdo do material (Muktaridha et al. 2021).

Nanoparticulas de 6xido de zinco sdo particulas que penetram e se movem com maior
facilidade através das membranas das células e dos tecidos da planta. Suas propriedades o
tornam uma boa opgao para controle de bactérias, e estudos prévios demonstram a capacidade
de reduc¢do da severidade de doengas e efeito antibacteriano direto, além de serem consideradas
nao toxicas, biologicamente compativeis e distintas (Elsharkawy et al. 2020; Qanash et al.
2023).

Estas particulas foram relatadas no controle de doencas causadas por bactérias
Staphylococcus aureus (Brintha e Ajitha, 2016), Salmonella typhi (Akbar et al. 2019),
Pseudomonas syringae (Elsharkawy et al. 2020) , Xanthomonas gardneri (Fraga et al. 2021),
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Abdallah et al.2020), Pantoea ananatis (Mamede et al. 2021)
e por fungos Aspergillus flavus (Ilkhechi et al. 2021), Aspergillus niger e Botrytis cinerea (Erazo
et al., 2019).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo (i) avaliar o uso de nanoparticulas
de ZnO e ZnOCl puros e dopados com diferentes elementos dopantes e diferentes
concentracoes, na inibi¢do do crescimento de X. euvesicatoria pv. perforans in vitro; (i1) avaliar
o tempo de exposicao da suspensao bacteriana a solu¢do de nanoparticulas para causar a morte
da célula, (iii) avaliar o uso das nanoparticulas no controle da mancha bacteriana do tomateiro
em casa de vegetagdo e (iv) detectar as bactérias e porcentagem de germinag¢do em sementes

inoculadas e tratadas com nanoparticulas.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bacteriologia Vegetal (LABAC)
e na casa de vegetacdo, do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG), da Universidade Federal de

Uberlandia (UFU), Campus Umuarama, Uberlandia-MG.
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As nanoparticulas foram sintetizadas e caracterizadas no Laboratorio de Novos

Materiais Isolantes e Semicondutores do Instituto de Fisica da UFU.

Obtencao do isolado de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans

O isolado X. euvesicatoria pv. perforans (UFU B8), preservado e mantido na colegdo
de trabalho do LABAC, do ICTAG/UFU, foi cultivado em meio de cultura 523 (Kado e Heskett,
1970) a 28° C. Apds 48 horas, a suspensao bacteriana foi preparada em agua filtrada esterilizada

e ajustada em espectrofotdmetro para ODsso= 0,5 (10° UFC/mL).

Halo de inibicao (cm) do crescimento bacteriano in vitro com nanoparticulas

Para avaliar a atividade bactericida, foram avaliadas nanoparticulas de ZnO e de ZnOCl
puras e dopadas com diferentes concentragdes de cobre (Cu), potassio (K), magnésio (Mg),
prata (Ag) (Tabela 1). Como controle positivo, foi utilizado Estreptomicina (500ug.ml) e
como controle negativo a solucdo de NaCl 0,45%. A solucdo de cada nanoparticula foi
preparada em 4gua filtrada esterilizada na concentra¢io de 10 mg/mL e diluida em série (107 a

10%).

Tabela 1. Nanoparticulas puras e dopadas em suas respectivas concentracdes. Uberlandia-MG,

2024.
Nanoparticulas Concentracio do elemento dopante (%) Nanoparticulas
dopadas puras
ZnO:Ag 0.3 7 9 11 Ag0
Zn0O:Cu 0.1 1 4 12 Zn0O
ZnO:K 0.5 1 5 10 ZnOCl

ZnO:Mg 0.5 1 5 10
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ZnOClL:Ag 0.1 1 5 10

ZnOCl:Cu 0.1 1 5 10

Zn0:Cu: Oxido de Zinco dopado com Cobre; ZnO:K: Oxido de Zinco dopado com Potassio; ZnO:Mg: Oxido de
Zinco dopado com Magnésio; ZnO:Ag: Oxido de Zinco dopado com Prata; ZnOCI:Cu: Simonkolleite dopado com
Cobre; ZnOCIL:Ag: Simonkolleite dopado com Prata; ZnO: Oxido de zinco; ZnOCI: Simonkolleite; AgO: Oxido
de Prata.

Em placas de Petri (8 cm), foi adicionad uma camada bésica de meio agar-agua 2% e
meio nutritivo semissolido (0,8%) com adig¢dao de 10% da suspensao bacteriana. Sobre o meio,
foram distribuidos 6 discos de papel filtro esterilizado (6 mm), 4 embebidos com 10 uL de cada
nanoparticula, 1 com Estreptomicina (500pg.ml™!) controle positivo e 1 NaCl 0,45% (controle
negativo, com trés repetigoes). Apos 48h de incubacdo em estufa a 28° C, foram observados os
halos de inibigdo e o didmetro (cm) medido com uso de um paquimetro.

O ensaio foi conduzido em esquema fatorial 27x4 + 3, sendo 27 nanoparticulas, 4
concentragdes (a 10 mg/mL (SD), 1 mg/mL (10™), 0,1 mg/mL (102) e 0,01 mg/mL (10?)), 2
testemunhas adicionais (estreptomicina e solugdo salina), com trés repeticdes (Figura 1). As
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia no software R v 4.0.2

(R CORE TEAM, 2020).

@ Distribui¢do dos tratamentos:
1- Controle negativo - NaCl
2- Solugdo de nanoparticula sem diluigao

@ @ @ 3- Solug¢do em dilui¢do 107!

4- Solugdo em dilui¢io 1072

@ @ 5- Solugdo em diluigdo 1073

6- Controle positivo - Antibidtico

Figura 1. Representacdo esquematica do ensaio em placa de Petri.
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Considerando as performances resultantes desse primeiro ensaio e o custo de sintese das
nanoparticulas, as de ZnO: 0.1Cu, ZnO: 0.5 K e ZnOCI: 0.1 Cu foram escolhidas para os

demais ensaios.

Reducio das UFC/mL em tempo de exposicdo as nanoparticulas

Em microtubos (1,5 mL) esterilizados, foram adicionados e homogeneizados 100 pl de
suspensao bacteriana (UFU B8) e 900 ul das nanoparticulas a 0,1 mg/mL (ZnO: 0,1 Cu; ZnO:
5 K; ZnOCI: 0,1 Cu) onde permaneceram por 0, 1, 2, 3, 4 e 5 horas. Em seguida, a suspensdo
bacteriana dos tratamentos foi diluida em série (102 a 107) e cultivada (100 pL) em meio de
cultura 523, em placa de Petri, incubadas a 28° C por 72 horas. O nimero de unidades
formadoras de coldnias (UFC/mL) foi quantificado. O hidroxido de cobre (2 mg/mL) foi
utilizado como controle.

O ensaio utilizou delineamento inteiramente casualizado com 3 tratamentos e 3

repeticoes por hora de inoculagao (Figura 2).

000
000
©0O0
©0O0
©0O0
000

Imediato 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas 5 horas

Figura 2. Esquema do cultivo da suspensdo bacteriana tratada com solu¢do de diferentes

nanoparticulas, em func¢ao do tempo em horas.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, ao teste de Scott-Knott (P<0,05)

e a andlise de regressao. Isso foi feito para obtengdo de modelos significativos para as médias
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de unidades formadoras de colonias (UFC) em diferentes tempos, tudo isso com o auxilio do

programa software R v 4.0.2 (R CORE TEAM, 2020).

Aplicacio preventiva e curativa de nanoparticulas no controle da mancha bacteriana em
casa de vegetacao

Em casa de vegetacdo, plantas de tomate cv. Santa Cruz Kada foram cultivadas em vasos
de capacidade 500 mL, com solo, areia e vermiculita (3:1:1). Ap6s 30 dias da semeadura (trés
- quatro folhas), as plantas da aplicagdo preventiva foram pulverizadas até o ponto de
escorrimento com as solucdes das nanoparticulas (ZnO 0.1Cu, ZnO 0.5 K e ZnOCl 0.1 Cu) em
duas concentragdes (1,5 ou 2,5 mg/mL), hidroxido de cobre (2 g/L) e dgua (testemunha). Dois
dias ap0s, as plantas foram inoculadas via pulverizagao das folhas, com a suspensao bacteriana
(108 UFC/mL, isolado UFU BS).

Na aplicagdo curativa, as plantas foram inoculadas com suspensdo bacteriana descrita
anteriormente. Dois dias apo6s, foram pulverizadas com as solucdes de nanoparticulas e os
controles positivo ¢ negativo, como descrito anteriormente. As plantas foram mantidas em
camara umida 24 h antes e apos a inoculacdo. Aos quatro dias apos a inoculagdo, elas foram
pulverizadas novamente com os produtos. Aquelas pulverizadas com agua (controle negativo)
foram consideradas testemunhas.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial, composto de 2 aplicacdes
(preventivo e curativo), 8 produtos [3 nanoparticulas x 2 concentra¢des (1,5 ou 2,5 mg/mL™),
agua e hidroxido de cobre), com quatro repeti¢cdes, sendo que um vaso contendo duas plantas
foi considerado como unidade experimental.

A severidade da doenga foi avaliada aos 3, 5, 8, 11, 14 e 17 dias apos a inoculagdo,
empregando-se a escala diagramatica (Figura 3) (Mello et al. 1997). A Area Abaixo da Curva
de Progresso de Doenca (AACPD) foi calculada pela formula: AACPD =Z ((Yi + Yi+1)/2) (tit1

—ti), onde: Y ¢ a intensidade da doenca (nota atribuida de acordo com a escala diagramética



203

204

205

206

207
208

209

210
211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

30

usada); t ¢ o tempo (intervalo entre as avaliagdes, em dias); e i representa o numero de
avaliagdes no tempo (Shaner e Finney, 1977).
Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias foram

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de significancia.

2%
Figura 3. Escala diagramatica para avaliacao da severidade da mancha bacteriana do tomateiro

(Mello et al. 1997)

Inoculacio, detecciio da bactéria e germinacao das sementes tratadas com nanoparticulas

Sementes comerciais de tomate cv. Santa Cruz Kada sem tratamento prévio foram
desinfestadas utilizando alcool 50% por 30 segundos e, em seguida, com solugdo de hipoclorito
de sodio 1% por 3 minutos. Posteriormente, foram lavadas em 4gua filtrada esterilizada e secas
sob fluxo laminar em papel filtro autoclavado.

Para inoculacao das sementes, o isolado UFU B8 foi cultivado em meio de cultura 523
a 28° C por 48h. Em seguida, 5 mL de NaCl 0,45% foram adicionados ao crescimento bacteriano
e homogeneizado usando uma alca de Drigalski. Posteriormente, 25 sementes foram
adicionadas por placa, sobre o crescimento bacteriano, por 10 minutos. As sementes foram
removidas e secas sobre papel de filtro em fluxo laminar. Um total de 2.100 sementes foram

inoculadas para cada isolado.
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As sementes inoculadas e ndo inoculas, foram imersas nas solu¢des de nanoparticulas
(ZnO, ZnOCl, ZnO 0.1Cu, ZnO 0.5 K e ZnOCl 0.1 Cu) a 2,5 mg/mL, hidroxido de cobre (2
g/L) e agua (controle), por 10 minutos, em seguida secas em papel de filtro.

Para detecgdo da bactéria nas sementes, foram utilizadas 100 sementes de cada
tratamento, as quais foram divididas em 4 repeticdes de 25, distribuidas em placas de Petri
contendo o meio cultura 523, com adi¢do de cicloheximide (0,5 mL/mL meio de cultura) e
incubadas em estufa a 28°C por 48h. Apos o tempo de incubagdo, foi avaliado o niimero de
sementes com presenca da bactéria, determinando-se a porcentagem de deteccdo de sementes
contaminadas. O ensaio foi em esquema fatorial 2x7, composto de 2 (sementes inoculadas ou
nao), 7 produtos (5 nanoparticulas, hidroxido de cobre e agua), com 4 repeti¢des. As médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia, utilizando o software R v
4.0.2 (R CORE TEAM, 2020).

O teste padrao de germinagao foi realizado de acordo com as Regras para Analise de
Sementes (Brasil 2009), utilizando 200 sementes para cada tratamento, com quatro repeti¢des
de 50 delas. As sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel mata borrao, em caixas
tipo gerbox. O papel foi embebido com agua, equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco.
As sementes foram levadas ao germinador a temperatura de 20-30°C, com fotoperiodo de 12 h
luz/12 h escuro. As avaliagdes foram realizadas pela contagem de plantulas normais emergidas,
sendo a primeira e a ultima contagem, no quinto e 14° dia, para o vigor e germinacao,
respectivamente. Os resultados foram expressos em porcentagem de germinagao.

O ensaio foi em esquema fatorial 2x7, composto de 2 (sementes inoculadas ou ndo), 7
produtos (5 nanoparticulas, hidroxido de cobre e controle), com 4 repeticdes. As médias foram
comparadas por teste de Scott-Knott a 5% de significancia utilizando o no software R v 4.0.2

(R CORE TEAM, 2020).
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RESULTADOS

Halo de inibicao (cm) do crescimento bacteriano in vitro com nanoparticulas

As nanoparticulas puras ZnO, ZnOCl e as dopadas ZnO:11Ag, ZnO: 0.1Cu, ZnO:1Cu,
Zn0: 4Cu, ZnO: 12Cu, ZnO: 0.5K, ZnO:1K, ZnO: 5K, ZnO:10Mg, ZnO:1Mg, ZnO:5Mg,
ZnOCl:0.1Ag, ZnOCI:0.1Cu, ZnOCI:10Cu, ZnOClL:1Cu e ZnOCIl: 5 Cu ndo inibiram o
crescimento de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (UFU B8) nas concentragdes
avaliadas (10 mg/mL (SD), 1 mg/mL (107"), 0,1 mg/mL (10?) e 0,01 mg/mL (107)), além de
nao diferiram estatisticamente do controle negativo (Tabela 2).

As nanoparticulas (NPs) Ag>O (1,20 (SD)), ZnOCl: 5 Ag (1,27 (SD)), ZnO: 9 Ag (1,20
(SD) e 1,17 (107")) foram estatisticamente superiores as demais. As NPs de Ag,O, ZnO: 0.3Ag,
Zn0O: 7Ag, ZnO: 10K, ZnO: 0.5Mg, ZnO: 9Ag inibiram o crescimento bacteriano sob o meio
de cultura.

A NPs ZnOCI: 5 Ag (1,27), Ag0 (1,20), ZnO: 9 Ag (1,20) e estreptomicina (1,17),
apresentaram os maiores halos. O Ag,O, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag nas concentracdes SD e 10! e
ZnOCl: 5 Ag, ZnOCl: 10Ag na concentragdo SD, nao diferiram estatisticamente da

estreptomicina (1,17).

Tabela 2. Halo de inibi¢do de crescimento de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (UFU

B8) por nanoparticulas a 10 ¢ 0,01 mg/mL.

Diluicao
Nanoparticula
SD 10 107 107
Ag,0 1,20 aA* 0,90 bB* 0,70 cA*+ 0,60 cA*+
ZnO 0 aF+ 0 aD+ 0 aC+ 0 aB+
Zn0:0.3Ag 0,83 aC*+ 0 bD+ 0 bC+ 0 bB+

ZnO:7Ag 1,07 aB* 0,93 bB* 0,83 bA*+ 0 cB+



Zn0O:9Ag 1,20 aA* 1,17 aA* 0,40 bB*+ 0 cB+
ZnO:11Ag 0 aF+ 0 aD+ 0 aC+ 0 aB+
Zn0:0.1Cu 0 aF+ 0 aD+ 0 aC+ 0 aB+
ZnO:1Cu 0 aF+ 0 aD+ 0aC+ 0 aB+
Zn0:4Cu 0 aF+ 0 aD+ 0aC+ 0 aB+
Zn0:12Cu 0 aF+ 0 aD+ 0aC+ 0 aB+
Zn0:0.5K 0 aF+ 0 aD+ 0aC+ 0 aB+
ZnO:1K 0 aF+ 0 aD+ 0aC+ 0 aB+
ZnO:5K 0 aF+ 0 aD+ 0 aC+ 0 aB+
ZnO:10K 0,57 aD*+ 0 bD+ 0 bC+ 0 bB+
Zn0:0.5Mg 0,33 aE*+ 0 bD+ 0 bC+ 0 bB+
ZnO:1Mg 0 aF+ 0 aD+ 0 aC+ 0 aB+
Zn0O:5Mg 0 aF+ 0 aD+ 0 aC+ 0 aB+
Zn0O:10Mg 0 aF+ 0 aD+ 0 aC+ 0 aB+
ZnOCl 0 aF+ 0 aD+ 0aC+ 0 aB+
ZnOCl: 0.1Ag 0 aF+ 0 aD+ 0aC+ 0 aB+
ZnOCl: 1Ag 0,77 aC*+ 0 bD+ 0 bC+ 0 bB+
ZnOCl: 5Ag 1,27 aA* 0,67 bC*+ 0 cC+ 0 cB+
ZnOCl: 10Ag 1,00 aB* 0,83 aB*+ 0 bC+ 0 bB+
ZnOCl: 0.1Cu 0 aF+ 0 aD+ 0 aC+ 0 aB+
ZnOClI: 1Cu 0 aF+ 0 aD+ 0 aC+ 0 aB+
ZnOCl: 5Cu 0 aF+ 0 aD+ 0 aC+ 0 aB+
ZnOClI: 10Cu 0 aF+ 0 aD+ 0 aC+ 0 aB+
Adicionais

NaCl 0B

33
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Estreptomicina 1,17 A

Meédias seguidas por letras distintas, mintisculas na linha e maitsculas na coluna, diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia. Médias seguidas pelo simbolo * e + diferem do adicional agua e antibidtico,
respectivamente, pelo teste de Dunnet a 5% de significancia.

As NPs ZnO: 0.3Ag, ZnO: 10K, ZnO: 0.5Mg e ZnOCI: 1Ag formaram halos apenas
quando aplicadas na concentragio 10mg.mL™! (SD). A menor média de halos foi formada pelo
Zn0O: 0.5Mg (0,33) na concentragdo de 10 mg/mL. Os halos de inibigdo formados com as
solugdes nas concentracdes de 10mg/mL (SD) e o Img/mL(10™") variaram entre 0,33 a 1,27 cm

e 0,66 a 1,16 cm, respectivamente (Figura 4).

Figura 4. Halos de inibi¢do de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (UFU B8) por

nanoparticulas. Zn0:0,3 Ag (A), ZnO: 7 Ag (B), ZnO: 9 Ag (C), Ag20O(D), ZnO: 10 K (E),

ZnOCl: 1Ag (F), ZnOCI: 5 Ag (G), ZnOCI: 10 Ag(H).

Reducio das UFC/mL em tempo de exposi¢cdo as nanoparticulas
As NPs ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu e ZnOCI: 0.1Cu reduziram o numero de UFC ao longo

do tempo avaliado (Tabela 3). O tratamento com ZnOCI: 0.1Cu (582,3) apresentou as maiores
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médias de UFC em todos os tempos avaliados. O ZnO: 0.1Cu (58,7) apresentou a menor média

de UFC no tempo de 5h, diferenga significativa quando comparada as demais avaliadas.

Tabela 3. Contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) de Xanthomonas euvesicatoria

pv. perforans (UFU B8) tratadas com nanoparticulas sob diferentes tempos de exposi¢ao.

Tempo Zn0O:5 K Zn0: 0.1Cu ZnOCl: 0.1Cu
Oh 386,0 aC 444,7 bD 532,3 cC

1h 2723 aB 287,0 aC 328,3bB

2h 153,3 aB 220,0 bC 247,3 bA

3h 140,3 aB 205,3 bB 247,3 bA

4h 135,7 aB 168,3 aB 238,3 bA

5h 114,3 bA 58,7 aA 201,3 cA
CV1% 7,34

CV2% 12,34

Médias seguidas por letras distintas: minusculas na linha e maiuscula na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia.

Os resultados da avaliagao dos numeros de unidades formadoras de colonias em funcao
do tempo em horas, tratadas com NPs demonstraram redugdo das UFC, resultaram em modelos
polinomiais, sendo ZnO: 5K e ZnOCIl: 0.1Cu do segundo grau positivos € ZnO: 0.1Cu do
primeiro grau linear positivo. Todos os modelos foram significativos (p< 0,05) e com
coeficiente de determinacdo (R?) de 91% (ZnO: 0.1Cu), 92% (ZnOCI: 0.1Cu) e 97% (ZnO:

5K) (Figura 5).
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Figura S. Unidades formadoras de colonias de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (UFU

B8), sob diferentes tempos de exposi¢ao, tratadas com nanoparticulas distintas.

Controle da mancha bacteriana com nanoparticulas em casa de vegetaciao

Para a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da mancha bacteriana do
tomateiro, causada por Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (UFU BS8), a aplicagdo
preventiva de ZnO: 5K, ZnOCI: 0.1Cu e ZnO: 0.1Cu nao diferiu estatisticamente dos adicionais
agua e hidroxido de cobre nas duas concentragdes avaliadas(Tabela 4). As NPs ZnO: 0.1Cu na
concentracdo [1.5] e ZnO: 5K na [2.5] apresentaram maior reducdo da &rea abaixo da curva de
progresso da doenga, desempenho semelhante ao hidroxido de cobre.

A aplicacdo curativa de ZnOCl: 0.1Cu e ZnO: 0.1Cu na concentragdo [1.5] e ZnOClI:
0.1Cu na concentragdo [2.5] diferiu estatisticamente dos adicionais agua e hidroxido de cobre,
apresentando médias com maior incidéncia de sintomas. As NPs ZnO: 5K [1.5 e 2.5] e ZnO:
0.1Cu nas [2.5] apresentaram resultados semelhantes ao hidroxido de cobre na aplicagdo

curativa.
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315 Tabela 4. Area abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro, causada por
316  Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (UFU B8) usando diferentes nanoparticulas, em

317  aplicacdo preventiva e curativa.

Concentragao
Aplicacao Nanoparticula
1.5 2.5

Zn0: 5K 13,7 bA 10,0 aA
Preventiva

ZnOCl: 0.1Cu 13,2 bA 12,0 bA

Zn0: 0.1Cu 10,0 aA 13,0 bA

Zn0O: 5K 17,0 aA 14,0 aA
Curativa

ZnOCl: 0.1Cu 21,7 aB+# 20,5 aB+#

Zn0: 0.1Cu 19,5 bB+# 15,2 aA

Concentragao
Nanoparticula Aplicagao
1.5 2.5

Preventiva 13,7A 10,0 A
Zn0O: 5K

Curativa 17,0 A 14,0 B

Preventiva 13,2 A- 12,0 A
ZnOCl: 0.1Cu

Curativa 21,7 B+# 20,5 B+#

Preventiva 10,0 A 13,0A
Zn0O: 0.1Cu

Curativa 19,5B 15,2 A
Adicionais Aplicagao

Preventiva 12,5*
Agua

Curativa 15,2+

Preventiva 10,5-
Hidroxido de cobre

Curativa 15,0#

318 Meédias seguidas por letras distintas, mintisculas na linha e maitsculas na coluna, diferem entre si pelo teste de
319 Scott-Knott a 5% de significancia. Médias seguidas pelo simbolo *, -, + e # diferem dos adicionais Agua
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Preventiva, Hidroxido Preventiva, Agua Curativa e Hidroxido Curativa, respectivamente, pelo teste de Dunnet a
5% de significancia.

Deteccao da bactéria e germinacio das sementes tratadas com nanoparticulas

Nas sementes de tomate nao inoculadas, ndo houve deteccdo de Xanthomonas
euvesicatoria pv. perforans (UFU B8) (Figura 6). As sementes tratadas com ZnO apresentaram
menor porcentagem de deteccdo, e se diferiram estatisticamente dos demais tratamentos
avaliados (Tabela 4). As NPs ZnO: 5k, ZnOCIl, ZnOCI: 0.1Cu apresentaram alta porcentagem

de detec¢ao de Xanthomonas, semelhante a testemunha (Tabela 5).

Figura 6. Deteccdao de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (UFU B8). (A) Sementes ndo

inoculadas. (B) Sementes inoculadas e tratadas com agua. (C) Sementes inoculadas e tratadas

com ZnO.

Tabela S. Detec¢do de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (UFU B8) em sementes

inoculadas e tratadas diferentes nanoparticulas.

Tratamento Detecgéo (%)
ZnO 45 A
ZnO: 0.1Cu 77B

Zn0O: 5K 99 C
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ZnOCl 100 C
ZnOCl: 0.1Cu 100 C
Hidroxido de cobre 62 B
Testemunha 95C

CV% 12,24

Meédias seguidas por letras distintas: maiusculas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

A germinacao das sementes de tomate inoculadas com Xanthomonas euvesicatoria pv.
perforans (UFU B8), quando tratada com as diferentes nanoparticulas e o Hidroxido de cobre
(49 a 59%), diferiram significativamente da testemunha (20%) (Tabela 6). As sementes ndo
inoculadas apresentaram maior porcentagem de germinacao, diferindo significativamente das

sementes inoculadas.

Tabela 6. Porcentagem de germinagao de sementes de tomate inoculadas ou ndo com a bactéria

Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (UFU B8), e submetidas a diferentes nanoparticulas.

Inoculacao
Tratamento
Inoculada N&o Inoculada

Zn0O 49 bA 72 aA
Zn0: 0.1Cu 45 bA 69 aA
Zn0: 5K 52 bA 73 aA
ZnOCl 51 bA 73 aA
ZnOCl: 0.1Cu 54 bA 72 aA
Hidroxido de cobre 59 bA 74 aA

Testemunha 20 bB 77 aA
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CV% 8,79

Meédias seguidas por letras distintas, miniisculas na linha e maitisculas na coluna, diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

DISCUSSAO

Este estudo demonstrou o potencial bactericida de nanoparticulas de Ag,O, ZnO e
ZnOCl dopadas com Ag, Mg e K para inibir o crescimento de Xanthomonas euvesicatoria pv.
perforans. Resultados semelhantes foram apresentados por Mamede et al. (2024) nos quais NPs
dopadas de ZnO e ZnOCI dopados Ag, Mg e K inibiram o crescimento de Dickeya zeae,
Pantoea ananatis e Xanthomonas vasicola pv. vasculorum. O trabalho de Varympopi et al
(2022) também indicouque o crescimento de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria foi
inibido significativamente por nanoparticulas.

As NPs de Ag>O pura, e ZnO e ZnOCIl dopadas com Ag, Mg e K na concentracao de
10mg.mL inibiram efetivamente o crescimento de X. euvesicatoria pv. perforans, enquanto que
na mesma concentracao as NPs ZnO e ZnOCI puras ou dopadas com Cu ndo inibiram o
crescimento bacteriano, indicando que a cepa UFU B8 ¢ resistente ao Cu. Dopagens de ZnO
com ions de prata conferiram atividade bactericida as NPs. Carvalho et al. (2019) investigaram
o efeito inibitorio de nanoparticulas de ZnO dopadas com Cu em X. euvesicatoria pv. perforans
resistentes ao cobre. O isolado avaliado foi susceptivel ZnO:Cu, diferindo deste trabalho.

A dopagem com Ag, Mg e K conferiu propriedades antibidticas & Np de ZnO, visto que
quando aplicada de forma pura, ndo foi capaz de inibir o crescimento bacteriano sob o meio de
cultura. As NPs e dopagens com Ag possuem excelente capacidade inibitdria, pois os ions de
prata sdo altamente toxicos para microrganismos e sdao de liberacdo rapida. Contudo, quando
utilizada como elemento dopante em 6xidos metélicos, tornam-se mais estaveis (Ghosh et al.
2015). Devido aos multiplos modos de agdo e alto potencial de penetracdo, nanoparticulas

compostas de prata sdo classificadas como antibioticos potentes e viaveis de amplo espectro,
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incluindo os microrganismos resistentes (Diez-Pascual et al. 2018; Ali et al. 2020;
Nilavukkarasi et al. 2020).

Np de MgO foram capazes de causar a morte bacteriana de X. euvesicatoria pv.
perforans no trabalho apresentado por Liao et al. (2019), de modo que os resultados
apresentados neste trabalho pelas NPs de ZnO dopadas com Mg foram interessantes, visto que
o aumento da concentracdo de Mg como elemento dopante ndo conferiu maior capacidade
inibitoria do crescimento bacteriano. Nesse caso, a concentragdo de 0.5 Mg formou um pequeno
halo inibitdrio, enquanto as concentragcdes dopantes de 1.5 e 10 Mg nao formaram halos.

As NPs possuem maior area superficial, o que facilita o contato e absorcdo pelas
bactérias em relacdo as moléculas de tamanho comum (Gul et al. 2023). Os mecanismos
bactericidas destas moléculas envolvem a producao de espécies reativas de oxigénio que
incluem anions radicais de superoxido e peroxido de hidrogénio. Eles reagem com a parede
celular bacteriana causando danos, como o extravasamento de componentes celulares internos
e isso acarreta a morte das células (Pachaiappan et al. 2021).

Tais mecanismos podem explicar a redugdo do nimero médio de unidades formadores
de coldnias de X. euvesicatoria pv. perforans quando tratadas com NPs ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu
e ZnOCl: 0.1Cu ao longo do tempo. Liao et al. (2019) encontraram resultado semelhante com
a mesma espécie de Xanthomonas tratada com NPs de MgO, CuO e ZnO a 0,1 mg.mL, o que
reduziu gradativamente a populacdo bacteriana. Oliveira et al. (2023) também apontaram a
reducdo de UFC de X. hortorum pv. gardneri quando exposta a Np de ZnOCl pura e dopada
com Ag e Cu. Os resultados evidenciam que a toxidez das nanoparticulas aumenta com o tempo
de exposigao.

A aplicacdo preventiva de NPs ZnO: 0.1Cu na concentragdo [1.5] e ZnO: 5K na [2.5] e
a curativa de ZnO: 5K [1.5¢ 2.5] e ZnO: 0.1Cu na [2.5] apresentou resultados semelhantes ao

Hidréxido de cobre nos dois modos de aplicagdo. Em aplicagdes curativas, as nanoparticulas
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também reduziram a severidade da mancha bacteriana (X. euvesicatoria pv. perforans) do
tomate cultivado em estufa (Strayer et al. 2016). A aplicacdo preventiva de NPs de ZnO possui
a capacidade de ativar o mecanismo de defesa da planta, além de formar uma barreira de
nanoparticulas no tecido vegetal que dificulta a penetragdo de bactérias, além de alterar a carga
superficial e a hidrofobicidade das células bacterianas (Jin et al. 2003).

As concentragdes NPs 1,5 e 2,5 mg/mL ndo apresentaram sinais de fitotoxicidade para
as plantas de tomates. A concentragdo da solucao de NPs aplicada influenciou diretamente sobre
a AACPD na aplicagdo preventiva e curativa. O tamanho das particulas € a concentragdo da
solu¢do de NPs estao diretamente relacionados ao processo de distribuicdo do produto sobre a
superficie e, consequentemente, com a eficiéncia de controle dele (Gudkov et al. 2020).

Sementes de tomate ndo inoculadas ndo apresentaram detec¢do de Xanthomonas
euvesicatoria pv. perforans. As sementes tratadas com ZnO apresentaram menor porcentagem
de detecgao. O trabalho de Fraga et al. (2023) apresentou resultado semelhante, pois sementes
de tomate inoculadas X. hortorum pv. gardneri e tratadas com NPs de ZnO dopadas com Mo,
K e Mg inibiram o desenvolvimento bacteriano.

O uso de sementes de boa procedéncia e sanidade sdo vitais para a producao de qualquer
cultura. A porcentagem de germinagdo das sementes de tomate foi reduzida quando elas foram
inoculadas com Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (UFU B8), enquanto que as sementes
contaminadas tratadas com as nanoparticulas apresentaram incremento na germinacao quando
comparadas a testemunha. Os tratamentos com nanoparticulas tiveram acdo eficaz com as
sementes, e estatisticamente igual ao Hidréxido de cobre, sem apresentagdo de fitotoxicidade
nas plantulas germinadas.

Xanthomonas spp. induz estresse oxidativo em plantas de tomate através de espécies
reativas de oxigénio e formacao de radicais livres (Priller et al. 2016). A produgdo de ROS

estabelece a resposta defensiva sistémica da planta e impulsiona a via oxidativa, induzindo,
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assim, a morte celular para restringir a infeccdo. Contudo, as NPs sdo capazes de reduzir o
estresse, formando uma barreira protetora e reduzindo a multiplica¢do bacteriana (Gupta et al.

2023).

CONCLUSAO

Este estudo evidenciou o potencial uso de nanoparticulas de ZnO puro e dopado com
Ag, Cu, K, Mg, e ZnOCl puro e dopado com Ag e Cu para o controle de X. euvesicatoria pv.
perforans. Para a inibi¢do do crescimento bacteriano in vitro, as NPs Ag>O, ZnO: 0.3Ag, ZnO:
7Ag, ZnO: 9Ag, ZnO: 10K, ZnO: 0.5Mg, ZnOCl: 1Ag, ZnOCl: 5Ag, ZnOCI: 10Ag sao capazes
de inibir o crescimento bacteriano in vitro na concentracao de 10 mg/mL.

As NPs ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu e ZnOCI: 0.1Cu reduziram o nimero de UFC ao longo
do tempo. O tratamento com ZnO: 0.1Cu (58,7) apresentou a menor média de UFC no tempo
de 5h, diferenca significativa quando comparada as demais NPs.

A aplicagao preventiva ZnO: 0.1Cu na concentragao [1.5] e ZnO: 5K na [2.5] e a
aplicacdo curativa de ZnO: 5K [1.5¢ 2.5] ¢ ZnO: 0.1Cu na [2.5] apresentaram resultados
semelhantes ao Hidroxido de cobre, reduzindo o progresso da doenca.

Sementes tratadas com ZnO apresentaram menor porcentagem de detec¢ao. A
germinagdo das sementes de tomate reduz quando inoculadas com Xanthomonas euvesicatoria
pv. perforans, e o tratamento com ZnO, ZnO: 0.1Cu, ZnO: 5K, ZnOCIl, ZnOCl: 0.1Cu e

hidroxido de cobre aumentou a porcentagem de germinacao.
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CAPITULO 2

NANOPARTICULAS NO CONTROLE DE Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria
E NO TRATAMENTO DE SEMENTES DE TOMATE

3 Artigo redigido de acordo com as normas do periodico Tropical Plant Pathology.
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RESUMO: O desenvolvimento de alternativas de controle ¢ de suma importancia para a
manutengdo das areas produtivas. Diante disso, as nanoparticulas estdo sendo empregadas em
inimeras areas, entre elas o controle de fitobactérias. O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso
de nanoparticulas (NPs) de ZnO, ZnOCl, Ag,O, ZnO:Ag, ZnO:Cu, ZnO:K, ZnO:Mg,
ZnOCl:Ag e ZnOCl:Cu no controle da mancha bacteriana do tomateiro, causada por X.
euvesicatoria pv. euvesicatoria € no tratamento de sementes. Foi avaliada a toxidez das Nps na
inibicdo do crescimento bacteriano in vitro, a aplicagdo preventiva e curativa em plantas de
tomate, bem como o tratamento de sementes na inibi¢ao de deteccao e seu efeito na germinagao.
As nanoparticulas (NPs) Ag>O, ZnO, ZnO: 0.3Ag, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnO: 11Ag, ZnO:
0.1Cu, ZnO: 1Cu, ZnO: 4Cu, ZnO: 0.5K, ZnO: 1K, ZnO: 5K, ZnO: 10K, ZnO: 0.5Mg, ZnO:
1Mg, ZnO: 5Mg, ZnOCl, ZnOCl: 0.1Ag, ZnOCl: 1Ag, ZnOCl: 5Ag, ZnOCl: 10Ag, ZnOCl:
0.1Cu, ZnOCI: 1Cu, ZnOCI: 5Cu e ZnOCIl: 10Cu inibiram o crescimento bacteriano in vitro,
enquanto ZnO: 12Cu e ZnO: 10Mg ndo. As NPs ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu ¢ ZnOCI: 0.1Cu
reduziram o numero de UFC ao longo do tempo. A aplicagdo preventiva de ZnO: 0.1Cu [2.5]
e ZnO: 5K [1.5 e 2.5], bem como a aplicagdo curativa de ZnO: 5K [1.5 ¢ 2.5], ZnOCI: 0.1Cu
[1.5 ¢ 2.5] e ZnO: 0,1Cu [1.5 e 2.5] em plantas inoculadas, reduziram significativamente o
progresso da doenca. Sementes tratadas com ZnO, ZnO: 0.1Cu, ZnOCl e ZnOCl: 0.1Cu
reduziram de modo eficiente a deteccdo de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria em sementes
inoculadas. A inoculagdo de sementes de tomate com Xanthomonas euvesicatoria pv.
euvesicatoria (UFU I139) reduziu a germinacdo. Contudo, quando tratadas com ZnOCl e ZnOCl:

0.1Cu, houve aumento da porcentagem de germinagao.

Palavras-chave: Mancha bacteriana; Nanoparticulas; Controle alternativo; Oxido de Zinco.

Protecdo de plantas.



57

ABSTRACT: The development of controlling alternatives is of the utmost importance for
maintaining productive areas, given that nanoparticles have been used in a number of areas,
such as the control of phytobacteria. Therefore, the aim of this study was to evaluate the use of
nanoparticles (NPs) of ZnO, ZnOCl, Ag>0, ZnO: Ag, ZnO: Cu, ZnO: K, ZnO: Mg, ZnOCl: Ag
and ZnOCIl: Cu in the control of tomato bacterial spot caused by X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria and in seed treatment. The toxicity of NPs in inhibiting bacterial growth in vitro,
preventive and curative application in tomato plants, and seed treatment in inhibiting detection
and its effect on germination were evaluated. The nanoparticles (NPs) Ag.O, ZnO, ZnO: 0.3Ag,
Zn0: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnO: 11Ag, ZnO: 0.1Cu, ZnO: 1Cu, ZnO: 4Cu, ZnO: 0.5K, ZnO: 1K,
Zn0: 5K, ZnO: 10K, ZnO: 0.5Mg, ZnO: 1Mg, ZnO: 5Mg, ZnOCl, ZnOCI: 0. 1Ag, ZnOCI:
1Ag, ZnOCl: 5Ag, ZnOCl: 10Ag, ZnOCl: 0.1Cu, ZnOCI: 1Cu, ZnOCI: 5Cu and ZnOCIl: 10Cu
inhibited bacterial growth in vitro, while ZnO: 12Cu and ZnO: 10Mg did not. The ZnO: 5K,
Zn0: 0.1Cu and ZnOCI: 0.1Cu NPs reduced the number of CFUs over time. The preventive
application of ZnO: 0.1Cu [2.5] and ZnO: 5K [1.5 and 2.5], as well as the curative application
Zn0O: 5K [1.5 and 2.5], ZnOCI: 0.1Cu [1.5 and 2.5] and ZnO: 0.1Cu [1.5 and 2.5] on inoculated
plants, significantly reduced the progress of the disease. Seeds that were treated with ZnO, ZnO:
0.1Cu, ZnOCI and ZnOCI: 0.1Cu efficiently reduced the detection of X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria in inoculated seeds. The inoculation of tomato seeds with Xanthomonas
euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU 139) has reduced germination. However, when seeds were

treated with ZnOCl and ZnOCI: 0.1Cu, the germination percentage increased.

Keywords: Bacterial spot; Alternative control; Zinc oxide. Plant protection
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INTRODUCAO

Bactericidas a base de cobre (Cu) tém sido amplamente empregados no mundo todo e
em grandes volumes para proteger a produgao agricola ao longo dos anos (La Torre et al. 2018).
Contudo, devido a sua baixa adesdo aos tecidos vegetais, grandes quantidades deste
oligoelemento s3o depositadas no ambiente (Fan et al. 2011). Isso ocorre porque os produtos
comerciais de cobre sdo baseados em formas insoltveis de hidroéxido de cobre, 6xido de cobre
ou oxicloreto de cobre em tamanho micrométrico (Young e Santra, 2014).

A nanotecnologia esta focada no desenvolvimento de inimeros produtos para solucionar
diversos problemas com eficiéncia e grande potencial de aplicagdo em muitos campos, entre
eles os de antibidticos, (Chen et al. 2018). As nanoparticulas (NPs) possuem como caracteristica
serem particulas que apresentam tamanhos em escala nanométrica, com dimensdes externas
limitada a escala de 1 a 100 nm, podendo ser organicas ou inorganicas. Elas sdo feitas de metais
e oxidos de metais (Ealias; Saravanakumar, 2017; Gul et al. 2024).

NPs a base de zinco tém sido estudadas como possiveis substitutas para bactericidas
disponiveis comercialmente. Varios pesquisadores apontaram que o tamanho reduzido das
particulas metéalicas aumenta a agdo antibacteriana. Elas possuem grande potencial para
controlar patégenos de plantas em comparagdo com pesticidas quimicos (Park et al., 2006).
Trabalhos como Salam et al. (2017), e Dimkpa et al. (2013) apresentam a capacidade de
nanoparticulas de prata e 6xido de zinco no controle de doencas de plantas sem causar
toxicidade as plantas tratadas.

A mancha bacteriana do tomateiro € causada por quatro espécies do género
Xanthomonas, entre elas a X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, (Constantin et al. 2016). Para
controle da doenga nas areas produtivas ¢ recomendada a aplicacdo de medidas preventivas
como sementes ¢ mudas isentas com certificagdo (Pontes et al. 2017). Em casos de

contaminagdo das areas, o controle quimico ¢ realizado com produtos a base de cobre; no
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entanto, ha véarios relatos de baixa eficiéncia relacionada ao surgimento de populagdes de
bactérias resistentes (Quezado-Duval et al. 2003).

Portanto, visando elucidar sobre a aplicagdo de nanoparticulas a base de ZnO como
uma nova abordagem no controle da mancha bacteriana do tomateiro causada pela
Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria, este trabalho teve como objetivo (i) avaliar o uso
de nanoparticulas de ZnO e de ZnOCI puras e dopadas com diferentes elementos dopantes e
diferentes concentragdes, na inibi¢do do crescimento de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria in
vitro; (i1) avaliar o tempo de exposicao da suspensdo bacteriana a solu¢ao de nanoparticulas
para causar a morte da célula, (iii) avaliar o uso das nanoparticulas no controle da mancha
bacteriana do tomateiro em casa de vegetacao e (iv) detectar bactérias e porcentagem de

germinagdo em sementes inoculadas e tratadas com nanoparticulas.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bacteriologia Vegetal (LABAC)
e na casa de vegetacao, do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG), da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), Campus Umuarama, Uberlandia-MG.

As nanoparticulas foram sintetizadas e caracterizadas no Laboratério de Novos

Materiais Isolantes e Semicondutores do Instituto de Fisica da UFU.

Obtencao do isolado de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria

O isolado X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU 139), preservado e mantido na
colecao de trabalho do LABAC, do ICIAG/UFU, foi cultivado em meio de cultura 523 (Kado
e Heskett, 1970) a 28° C. Apds 48 horas, a suspensao bacteriana foi preparada em agua filtrada

esterilizada e ajustada em espectrofotdmetro para ODsso= 0,5 (10° UFC/mL).
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Halo de inibicao (cm) do crescimento bacteriano in vifro com nanoparticulas

Para investigar a atividade bactericida, foram avaliadas nanoparticulas de ZnO e de
ZnOCl puras e dopadas com diferentes concentragdes de cobre (Cu), potassio (K), magnésio
(Mg) e prata (Ag) (Tabela 7). Como controle positivo, foi utilizado Estreptomicina (500pug.ml
Y e como controle negativo a solu¢io de NaCl 0,45%. A solugio de cada nanoparticula foi
preparada em 4gua filtrada esterilizada na concentragdo de 10 mg/mL e diluida em série (10" a

107%).

Tabela 7. Nanoparticulas puras e dopadas em suas respectivas concentragoes. Uberlandia-MG,

2024.
Nanoparticulas Concentracio do elemento dopante (%) Nanoparticulas
dopadas puras
Zn0O:Ag 0.3 7 9 11 Ag0
Zn0O:Cu 0.1 1 4 12 Zn0O
ZnO:K 0.5 1 5 10 ZnOCl
ZnO:Mg 0.5 1 5 10
ZnOCl:Ag 0.1 1 5 10
ZnOCl:Cu 0.1 1 5 10

ZnO:Cu: Oxido de Zinco dopado com Cobre; ZnO:K: Oxido de Zinco dopado com Potassio; ZnO:Mg: Oxido de
Zinco dopado com Magnésio; ZnO:Ag: Oxido de Zinco dopado com Prata; ZnOCI:Cu: Simonkolleite dopado com
Cobre; ZnOCl:Ag: Simonkolleite dopado com Prata; ZnO: Oxido de zinco; ZnOCI: Simonkolleite; AgO: Oxido
de Prata.

Em placas de Petri (8 cm), foi adiciona uma camada bésica de meio 4dgar-agua 2% e
meio nutritivo semissolido (0,8%) com adi¢do de 10% da suspensdo bacteriana. Sobre o meio,
foram distribuidos 6 discos de papel filtro esterilizado (6 mm), 4 embebidos com 10 pL de cada

nanoparticula, 1 com Estreptomicina (500pg.ml ™) controle positivo € 1 NaCl 0,45% (controle
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negativo, com trés repeti¢des). Apos 48h de incubacio em estufa a 28°C, foram observados os
halos de inibi¢do e o didmetro (cm) medido com uso de um paquimetro.

O ensaio foi conduzido em esquema fatorial 27x4 + 3, sendo 27 nanoparticulas, 4
concentragdes (a 10 mg/mL (SD), 1 mg/mL (107! ), 0,1 mg/mL (10%) e 0,01 mg/mL (10?)), 2
testemunhas adicionais (estreptomicina e solug¢do salina) com trés repeti¢cdes. As médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia no software R v 4.0.2 (R CORE

TEAM, 2020).

Distribui¢ao dos tratamentos:
@ 1- Controle negativo - NaCl
2- Solugdo de nanoparticula sem dilui¢ao
@ @ @ 3- Solugdo em dilui¢io 107!
4- Solucdo em diluicdo 107

@ @ 5- Solu¢do em dilui¢do 107

6- Controle positivo - Antibidtico

Figura 7. Representagdo esquematica do ensaio em placa de Petri.

Considerando as performances resultantes desse primeiro ensaio € o custo de sintese das
nanoparticulas, as de ZnO: 0.1Cu, ZnO: 0.5 K e ZnOCl: 0.1 Cu foram escolhidas para os

demais ensaios.

Reducio das UFC/mL em tempo de exposi¢cdo as nanoparticulas
Em microtubos (1,5 mL) esterilizados, foram adicionados e homogeneizados 100 pl de
suspensdo bacteriana (UFU B8) e 900 pl das nanoparticulas a 0,1 mg/mL (ZnO: 0,1 Cu; ZnO:

5 K; ZnOCI: 0,1 Cu), onde permanecerdo por 0, 1, 2, 3, 4 e 5 horas. Em seguida, a suspensao
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bacteriana dos tratamentos foi diluida em série (102 a 107) e cultivada (100 pL) em meio de
cultura 523, em placa de Petri, incubadas a 28°C por 72 horas. O nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC/mL) foi quantificado. O Hidroxido de cobre (2 mg/mL) foi
utilizado como controle.

O ensaio utilizou delineamento inteiramente casualizado com 3 tratamentos e 3

repeti¢cdes por hora de inoculacao (Figura 8).

000
000
©0O0
©0O0
©0O0
000

Imediato 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas 5 horas

Figura 8. Esquema do cultivo da suspensdo bacteriana tratada com solugdo de diferentes

nanoparticulas, em funcao do tempo em horas.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, ao teste de Scott-Knott (P<0,05)
e a analise de regressdo para obtengdo de modelos significativos para as médias de unidades

formadoras de colonias (UFC) em diferentes tempos e com auxilio do programa software R v

4.0.2 (R CORE TEAM, 2020).

Aplicacio preventiva e curativa de nanoparticulas no controle da mancha bacteriana em
casa de vegetagao

Em casa de vegetacao, plantas de tomate cv. Santa Cruz Kada foram cultivadas em vasos
de capacidade 500 mL, com solo, areia e vermiculita (3:1:1). Apds 30 dias da semeadura (trés

- quatro folhas), as plantas na aplicacdo preventiva foram pulverizadas até o ponto de
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escorrimento, com as solugdes das nanoparticulas (ZnO 0.1Cu, ZnO 0.5 K ¢ ZnOC1 0.1 Cu) em
duas concentragdes (1,5 ou 2,5 mg/mL), Hidroxido de cobre (2 g/L) e 4gua (testemunha). Dois
dias ap0s, as plantas foram inoculadas via pulverizacdo das folhas, com a suspensdo bacteriana
(10 UFC/mL, isolado UFU 139).

Na aplicacdo curativa, as plantas foram inoculadas coma suspensao bacteriana descrita
anteriormente e dois dias apds foram pulverizadas com as solucdes de nanoparticulas e os
controles positivo e negativo, como descrito anteriormente. As plantas foram mantidas em
camara umida 24 h antes e apds a inoculagdo. Aos quatro dias apos a inoculagdo, as plantas
foram pulverizadas novamente com os produtos. Plantas pulverizadas com agua (controle
negativo) foram consideradas testemunhas.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial, composto de 2 aplicacdes
(preventivo e curativo), 8 produtos [3 nanoparticulas x 2 concentragdes (1,5 ou 2,5 mg/mL™"),
agua e Hidréxido de cobre), com quatro repetigdes, sendo considerado como unidade
experimental um vaso contendo duas plantas.

A severidade da doenga foi avaliada aos 3, 5, 8, 11, 14 e 17 dias ap6s a inoculagao,
empregando-se a escala diagramatica (Figura 9) (Mello et al. 1997). A Area Abaixo da Curva
de Progresso de Doenca (AACPD) foi calculada pela formula: AACPD =Z ((Yi + Yi+1)/2) (ti+1
— ti), onde: Y ¢ a intensidade da doenca (nota atribuida de acordo com a escala diagramatica
usada); t ¢ o tempo (intervalo entre as avaliagdes, em dias); e 1 representa o niamero de
avaliagdes no tempo (Shaner e Finney, 1977).

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

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de significancia.
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26% 0%

Figura 9. Escala diagramatica para avaliagdo da severidade da mancha bacteriana do tomateiro

(Mello et al. 1997)

Inoculacio, detecciio da bactéria e germinacido das sementes tratadas com nanoparticulas

Sementes comerciais de tomate cv. Santa Cruz Kada sem tratamento prévio foram
desinfestadas utilizando alcool 50% por 30 segundos e, em seguida, com solucdo de hipoclorito
de sodio 1% por 3 minutos. Posteriormente, foram lavadas em 4gua filtrada esterilizada e secas
sob fluxo laminar em papel filtro autoclavado.

Para inoculacao das sementes, o isolado UFU 139 foi cultivado em meio de cultura 523
a 28°C por 48h. Em seguida, 5 mL de NaCl 0,45% foram adicionados ao crescimento bacteriano
e homogeneizado usando uma alca de Drigalski. Posteriormente, 25 sementes foram
adicionadas por placa, sobre o crescimento bacteriano, por 10 minutos. As sementes foram
removidas e secas sobre papel de filtro em fluxo laminar. Um total de 2.100 sementes foram
inoculadas para cada isolado.

As sementes inoculadas e ndo inoculadas, foram imersas nas solugdes de nanoparticulas
(ZnO, ZnOCl, ZnO 0.1Cu, ZnO 0.5 K e ZnOCl 0.1 Cu) a 2,5 mg/mL, Hidréxido de cobre (2

g/L) e agua (controle), por 10 minutos, em seguida secas em papel de filtro.
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Para detec¢do da bactéria nas sementes, foram utilizadas 100 sementes de cada
tratamento, as quais foram divididas em 4 repeticdes de 25, distribuidas em placas de Petri
contendo o meio cultura 523, com adi¢dao de cicloheximide (0,5 mL/mL meio de cultura) e
incubadas em estufa a 28°C por 48h. Apds o tempo de incubacdo, foi avaliado o nimero de
sementes com presenca da bactéria, determinando-se a porcentagem de deteccdo de sementes
contaminadas. O ensaio foi em esquema fatorial 2x7, composto de 2 (sementes inoculadas ou
nao), 7 produtos (5 nanoparticulas, Hidroxido de cobre e agua), com 4 repeticdes. As médias
foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia, utilizando o software R v
4.0.2 (R CORE TEAM, 2020).

O teste padrao de germinagao foi realizado de acordo com as Regras para Analise de
Sementes (Brasil 2009), utilizando 200 sementes para cada tratamento, com quatro repeti¢des
de 50 sementes. As sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel mata borrao, em
caixas tipo gerbox. O papel foi embebido em agua, equivalente a 2,5 vezes a massa do papel
seco. As sementes foram levadas ao germinador a temperatura de 20-30°C, com fotoperiodo de
12 h luz/12 h escuro. As avaliagdes foram realizadas pela contagem de plantulas normais
emergidas, sendo a primeira e a ultima contagem, no quinto ¢ 14° dia, para o vigor e
germinagao, respectivamente. Os resultados foram expressos em porcentagem de germinagao.

O ensaio foi em esquema fatorial 2x7, composto de 2 (sementes inoculadas ou ndo), 7
produtos (5 nanoparticulas, Hidroxido de cobre e controle), com 4 repeti¢cdes. As médias foram
comparadas por teste de Scott-Knott a 5% de significancia, utilizando o no software R v 4.0.2

(R CORE TEAM, 2020).

RESULTADOS

Halo de inibicao (cm) do crescimento bacteriano in vitro com nanoparticulas
As nanoparticulas (NPs) ZnO: 12Cu e ZnO: 10Mg ndo inibiram o crescimento de

Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU 139) nas concentracdes avaliadas (10
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mg/mL (SD), 1 mg/mL (10" ), 0,1 mg/mL (10?) e 0,01 mg/mL (10?)), e nio diferiram
estatisticamente do controle negativo (Tabela 8). As NPs Ag>O (1,57), ZnO: 1K (1,30), ZnOCI:
0.1Cu (1,57), ZnOCI: 10Ag (1,30) e ZnOCI: 1Cu (1,40) na concentracdo 10mg/mL foram
estatisticamente superiores as demais, e ndo diferiram da Estreptomicina.

As NPs de Agy0, ZnO, ZnO: 0.3Ag, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnO: 11Ag, ZnO: 0.1Cu,
Zn0O: 1Cu, ZnO: 4Cu, ZnO: 0.5K, ZnO: 1K, ZnO: 5K, ZnO: 10K, ZnO: 0.5Mg, ZnO: 1Mg,
Zn0: 5Mg, ZnOCl, ZnOCI: 0.1Ag, ZnOCl: 1Ag, ZnOCl: 5Ag, ZnOCl: 10Ag, ZnOCl: 0.1Cu,
ZnOCl: 1Cu, ZnOCIl: 5Cu e ZnOCIl: 10Cu inibiram o crescimento bacteriano na concentragao

10mg/mL.

Tabela 8. Halo de inibi¢do de crescimento de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria

(UFU 139) por nanoparticulas a 10 ¢ 0,01 mg/mL.

Nanoparticula Diluigéo
ND 101 102 103

Ag0 1,57 aA* 0,90 bA*+ 0,73 bA*+ 0 cA+
ZnO 1,10 aB* 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
Zn0: 0.3Ag 0,70 aC*+ 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
Zn0: 7Ag 1,07 aB* 0,90 aA*+ 0,60 bA*+ 0 cA+
Zn0O: 9Ag 0,90 aB*+ 0,87 aA*+ 0,60 bA*+ 0,4 bA+
Zn0: 11Ag 1,13 aB* 0,83 bA*+ 0 cB+ 0 cA+
Zn0: 0.1Cu 0,77 aC*+ 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
Zn0O: 1Cu 1,17 aB* 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
Zn0O: 4Cu 1,17 aB* 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
Zn0:12Cu 0 aE+ 0 aB+ 0 aB+ 0 aA+
Zn0: 0.5K 1,23 aB* 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+



Zn0O: 1K 1,30 aA* 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
Zn0O: 5K 1,07 aB* 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
Zn0O: 10K 1,10 aB* 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
Zn0O: 0.5Mg 0,70 aC*+ 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
Zn0O: 1Mg 0,27 aD+ 0 aB+ 0 aB+ 0 aA+
Zn0O: 5SMg 0,27 aD+ 0 aB+ 0 aB+ 0 aA+
Zn0O: 10Mg 0 aE+ 0 aB+ 0 aB+ 0 aA+
ZnOCl 0,63 aC*+ 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
ZnOCI: 0.1Ag 0,87 aB*+ 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
ZnOCI: 1Ag 0,50 aC*+ 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
ZnOCl: 5Ag 1,00 aB*+ 0,63 bA*+ 0 cB+ 0 cA+
ZnOCI: 10Ag 1,30 aA* 0,73 bA*+ 0 cB+ 0 cA+
ZnOCI: 0.1Cu 1,57 aA* 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
ZnOCI: 1Cu 1,40 aA* 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
ZnOCl: 5Cu 1,00 aB*+ 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
ZnOCI: 10Cu 1,10 aB* 0 bB+ 0 bB+ 0 bA+
Adicionais

Agua 0B

Estreptomicina 1,50 A
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Médias seguidas por letras distintas, minfisculas na linha e maitsculas na coluna, diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia. Médias seguidas pelo simbolo * e + diferem do adicional 4gua e antibidtico,

respectivamente, pelo teste de Dunnet a 5% de significancia.

A menor média de halos foi formada pelo ZnO: 0.5Mg (0,27) na concentracdo de 10

mg.mL". Os halos de inibi¢do formados com as solu¢des nas concentragdes de 10mg/mL (SD)

e o Img/mL(10") variaram entre 0,27 a 1,57 cm e 0,63 a 0,90 cm, respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Halos de inibicdo em Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU 139)
formados por nanoparticulas. Zn0:0.3 Ag (A), ZnO: 7 Ag (B), ZnO: 9 Ag (C), ZnO: 11Ag(D),
Ag>0 (E), ZnO:Cu 0.1 Cu (F), ZnO: 1 Cu (G), ZnO: 4 Cu (H), ZnO: 12 Cu (1), ZnO (J), ZnO:
0.5 K (K), ZnO: 1 K (L), ZnO: 5 K (M), ZnO: 10 K (N), ZnO: 0.5 Mg (0O), ZnO: 1 Mg (P),
Zn0O: 5 Mg (Q), ZnO: 10 Mg (R), ZnOCl (S), ZnOCl: 0.1 Ag (T), ZnOCI: 1 Ag (U), ZnOCIl: 5
Ag (V), ZnOCI: 10 Ag (W), ZnOCI: 0.1 Cu (X), ZnOCI: 1 Cu (Y), ZnOCI: 5 Cu (Z), ZnOCI:

10 Cu (AB).
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Reducio das UFC/mL em tempo de exposi¢cdo as nanoparticulas
As NPs ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu e ZnOCI: 0.1Cu reduziram o numero de UFC ao longo
do tempo avaliado (Tabela 9). O ZnO: 5K (0) apresentou a menor média de UFC no tempo de

5h; contudo, sem diferir estatisticamente dos demais.

Tabela 9. Contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) de Xanthomonas euvesicatoria

pv. euvesicatoria (UFU 139) tratadas com nanoparticulas sob diferentes tempos de exposicao.

Tempo Zn0O: 5K Zn0: 0.1Cu ZnOCl: 0.1Cu
0 562,3 bE 513,7cE 661,0 aF
1 296,7 cD 385,0 bD 595,3 aE
2 68,7 cC 203,0 bC 264,3 aD
3 32,3 aB 16,7 aB 51,3aC
4 10,3 aB 12,7 aB 25,3 aB
5 0 aA 4,7 aA 4,0 aA
CV1% 10,26

CV2% 8,0

Médias seguidas por letras distintas: mintisculas na linha diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.

Os resultados da avaliagdo dos numeros de unidades formadoras de colonias em fungao
do tempo em horas, tratadas com NPs, demonstraram reducao das UFC (Figura 11), resultando
em modelos polinomiais do segundo grau positivos. Todos os modelos foram significativos (p<
0,05) e com coeficiente de determinagdo (R?) de 97% (ZnO: 0.1Cu), 94% (ZnOCl: 0.1Cu) e

99% (ZnO: 5K).
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Figura 10. Unidades formadoras de colonias de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria

(UFU 139) sob diferentes tempos de exposi¢ao, tratadas com nanoparticulas distintas.

Controle da mancha bacteriana com nanoparticulas em casa de vegetacao

Para a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) da mancha bacteriana do
tomateiro, causada por Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU 139), a aplicacao
preventiva de ZnO: 5K [1.5 € 2.5] e ZnO: 0.1Cu [2.5] diferiu estatisticamente da agua (Tabela
10). No mesmo modo de aplicagdo, ZnO: 0.1Cu [2.5] e ZnO: 5K [1.5 e 2.5] diferiram da
Testemunha.

A aplicacdo curativa de ZnO: 5K [1.5 € 2.5], ZnOCl: 0.1Cu[1.5 € 2.5] e de ZnO: 0,1Cu
[1.5 e 2.5] diferiram estatisticamente dos adicionais dgua e Hidroxido de cobre, apresentando
médias com menor incidéncia de sintomas. Plantas inoculadas com suspengdo bacteriana e
tratadas com ZnO: 0.1Cu nas [2.5] apresentaram o menor progresso de sintomas da mancha

bacteriana.
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Tabela 10. Area abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro, causada por

Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU 139), usando diferentes nanoparticulas, em

aplicagdo preventiva e curativa.

Concentragao
Aplicacao Nanoparticula
1.5 2.5

Zn0: 5K 8,6 aA* 8,4 aA*
Preventiva

ZnOCl : 0.1Cu 10,6 aA 12,5 Ab-

Zn0: 0.1Cu 10,1 bA 7,1 aA*

Zn0: 5K 8,2 aA+# 8,7 aB+#
Curativa

ZnOCl: 0.1Cu 11,4 aB+# 11,7 aC+#

Zn0: 0.1Cu 11,4 bB+# 5,9 aA+#

Concentragao
Nanoparticula Aplicagao
1.5 2.5

Preventiva 8,0 A* 8,4 A*
Zn0O: 5K

Curativa 8,2 A+# 8,7 A+#

Preventiva 10,6 A 12,5 A-
ZnOCl: 0.1Cu

Curativa 11,4 A+# 11,7 A+#

Preventiva 10,1 A 7,1 B*-
Zn0: 0.1Cu

Curativa 11,4 A+# 5,9 A+#
Adicionais Aplicagao

Preventiva 11,0%*
Agua

Curativa 13,0+

Preventiva 9,2-
Hidroxido

Curativa 13,2#

Me¢dias seguidas por letras distintas, minisculas na linha e maitisculas na coluna, diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia. Médias seguidas pelo simbolo *, -, + e # diferem dos adicionais Agua
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Preventiva, Hidroxido Preventiva, Agua Curativa e Hidroxido Curativa, respectivamente, pelo teste de Dunnet a
5% de significancia.

Deteccao da bactéria e germinacio das sementes tratadas com nanoparticulas

Nas sementes de tomate ndo inoculadas, ndo houve detec¢do de Xanthomonas
euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU 139) (Figura 11). As sementes tratadas com ZnO, ZnO:
0.1Cu, ZnOCl e ZnOCI: 0.1Cu nao diferiram estatisticamente do Hidroxido de cobre, reduzindo
de modo eficiente a deteccdo de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU 139) em sementes

inoculadas (Tabela 11).

Tabela 11. Deteccao de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU 139) em sementes

inoculadas e ndo inoculadas, tratadas com diferentes nanoparticulas.

Tratamento Deteccéo (%)
Zn0O 2A
Zn0: 0.1Cu 2A
Zn0:5k 9B
ZnOCl 1A
ZnOCl: 0.1Cu 3A

Hidroxido de cobre 0 A
Testemunha 100 C

CV% 18,28

Médias seguidas por letras distintas: maiusculas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
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Figura 11. Deteccao de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU 139). (A) Sementes

ndo inoculadas. (B) Sementes inoculadas e tratadas com agua. (C) Sementes inoculadas e

tratadas com ZnOCI.

A inoculacdo de sementes de tomate com Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria
(UFU 139) reduziu a germinagdo para 11%. Contudo, quando tratadas com ZnOCl e ZnOCl:
0.1Cu, houve aumento da porcentagem de germinagdo, com médias similares ao Hidroxido de
cobre (Tabela 12). As sementes nao inoculadas apresentaram maior porcentagem de

germinac¢do, diferindo significativamente das sementes inoculadas

Tabela 12. Porcentagem de germinagdo de sementes de soja inoculadas ou ndo com a bactéria
Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU 139) e submetidas a diversos tratamentos

com nanoparticulas.

Inoculacao
Tratamento
Inoculado Né&o Inoculado
Zn0O 22 bB 72 aA
Zn0: 0.1Cu 19 bB 69 aA
Zn0: 5K 20 bB 73 aA

ZnOCl 25 bA 73 aA
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ZnOCl: 0.1Cu 29 bA 72 aA
Hidroxido de cobre 29 bA 74 aA
Testemunha 11 bB 77 aA
CV% 13,85

Meédias seguidas por letras distintas, minfisculas na linha e maitsculas na coluna, diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

DISCUSSAO

Este estudo demonstrou o potencial bactericida de nanoparticulas de Ag>O, ZnO e
ZnOCl dopadas com Ag, Mg e K para inibir o crescimento de Xanthomonas euvesicatoria pv.
euvesicatoria. NPs a base ou dopadas com Ag estdo entre as mais estudadas quanto a
sintetizagdo, caracterizacao e aplicacdo no controle de microorganismos. Através da avaliagao
in vitro, foi possivel observar que NPs de ZnOCl, quando dopadas com Ag, podem
potencializar o desempenho de ZnOCI (0,63) para ZnOCIl: 0.1Ag (0,87), ZnOCl: 5Ag (1,0)
ZnOCl: 10Ag (1,30) na inibi¢do do crescimento bacteriano, com o tamanho do halo
aumentando de acordo com o aumento da concentragao de dopagem (1,57). Resultados
semelhantes foram apresentados por Mamede et al. (2024), em que a dopagem de ZnO com Ag
aumentou o diametro dos halos em Dickeya zeae.

Com efeito similar ao descrito no texto acima, a dopagem de ZnOCI com Cu também
proporcionou incremento na inibi¢ao do crescimento de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, em
que ZnOCl (0,63) aumentou para ZnOCI: 0.1Cu (1,57) e ZnOCIl: 1Cu (1,40). Os estudos sobre
mecanismo de agdo de NPsCu sugere que ocorre a liberagdo de ions que interagem com a parede
celular da bactéria, destruindo sua constituicao lipidica e gerando espécies reativas de oxigénio
(Summer et al. 2024).

Outra dopagem que promoveu maior potencial de inibi¢ao foi a com K de ZnO (1,10),

que aumentou o didmetro dos halos para ZnO: 1K (1,30) e ZnO: 0.5K (1,23). Os mecanismos
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de acdo desta molécula ainda necessitam de maior elucidagdo; contudo, além dos efeitos
antimicrobianos NPsK, ela tem sido investigada para aplicacao como fertilizante de plantas. Os
trabalhos de Fraga et al. (2021) e Mamede et al. (2024) apresentaram resultados positivos com
esta NPs no controle de X. hortorum pv. gardneri, Dickeya zeae, Pantoea ananatis ¢
Xanthomonas vasicola pv. vasculorum.

NPs de ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu e de ZnOCl: 0.1Cu reduziram o nimero de UFC ao longo
do tempo, assim como Carvalho et al. (2019) demonstraram que nanoparticulas de ZnO com
Cu sao capazes de eliminar cepas resistentes ao cobre em 15 minutos de exposi¢do, mesmo em
pequenas concentracdes.

Trabalhos anteriores NPs com Cu exibiram melhor eficiéncia que o produto comercial,
além de ndo apresentarem efeito toxico em folhas de tomate (Varympopi et al. 2022).

Para a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) da mancha bacteriana do
tomateiro, causada por Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria, a aplicagao preventiva de
Zn0: 5K [1.5] € ZnO: 0.1Cu [1.5] e curativa de ZnO: 5K [1.5 e 2.5], ZnOCIl: 0.1Cu [1.5 ¢ 2.5]
e ZnO: 0,1Cu[1.5 e 2.5] reduziram a severidade da doenga. NPs metalicas apresentam efeitos
benéficos em plantas, com a ativacao de mecanismos de defesa e de absor¢ao de micronutrientes
(CARTWRIGHT et al., 2020).

NPs de ZnO podem interagir com a superficie bacteriana e/ou com o nucleo bacteriano
exibindo mecanismos bactericidas distintos: altera¢ao da viscosidade e estrutura da membrana
celular que aumenta sua permeabilidade (HOU et al., 2018; SIDDIQI et al., 2018), danos a
parede celular que contribuem para a entrada de compostos toxicos no citoplasma
(CZYZOWSKA; BARBASZ, 2020) e indugio de resisténcia da planta (ELSHARKAWY et al.,
2020).

Sementes de tomate ndo inoculadas e tratadas com ZnO: 0.1Cu, ZnOCl e ZnOCl: 0.1Cu

ndo apresentaram deteccdo de Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria, bem como
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aumentaram a porcentagem de germinagdo, com médias similares ao Hidroxido de cobre. As
NPs como tratamento de sementes de tomate reduziram significativamente os danos causados
pela X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, contribuindo para a manutengdo do poder germinativo
das sementes. Apds o estabelecimento do patdégeno no hospedeiro, o controle se torna oneroso,
e encontrar opgdes de controle para serem aplicadas no manejo da cultura e que protejam as

plantas dos danos ¢ a principal abordagem.

CONCLUSAO

Este estudo evidenciou o potencial uso de nanoparticulas de ZnO puras e dopadas com
Ag, Cu, K, Mg, e de ZnOCI pura e dopada com Ag e Cu para o controle de X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria. As NPs Agr>O, ZnO, ZnO: 0.3Ag, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnO: 11Ag, ZnO: 0.1Cu,
Zn0: 1Cu, ZnO: 4Cu, ZnO: 0.5K, ZnO: 1K, ZnO: 5K, ZnO: 10K, ZnO: 0.5Mg, ZnO: 1Mg,
Zn0: 5Mg, ZnOCl, ZnOCl: 0.1Ag, ZnOCl: 1Ag, ZnOCl: 5Ag, ZnOCl: 10Ag, ZnOCI: 0.1Cu,
ZnOCl: 1Cu, ZnOCIl: 5Cu e ZnOCI: 10Cu inibiram o crescimento bacteriano na concentragao
10mg/mL, enquanto ZnO: 12Cu e ZnO: 10Mg nao foram eficientes.

As NPs ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu e ZnOCI: 0.1Cu reduziram o nimero de UFC ao longo
do tempo. O ZnO: 5K (0) apresentou a menor média de UFC, contudo sem diferir
estatisticamente dos demais.

A aplicacdo preventiva de ZnO: 0.1Cu [2.5] e de ZnO: 5K [1.5 e 2.5], bem como a
aplicagdo curativa ZnO: 5K [1.5 ¢ 2.5], ZnOCl: 0.1Cu [1.5 ¢ 2.5] ¢ ZnO: 0,1Cu[1.5e2.5] em
plantas inoculadas, reduziram significativamente o progresso da doengca.

Sementes tratadas com ZnO, ZnO: 0.1Cu, ZnOCl e ZnOCI: 0.1Cu reduziram de modo

eficiente a deteccdo de X. euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU 139) em sementes inoculadas.
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A inoculagdo de sementes de tomate com Xanthomonas euvesicatoria pv. euvesicatoria (UFU
139) reduziu a germinagdo. Contudo, quando tratadas com ZnOCl e ZnOCI: 0.1Cu, houve

aumento da porcentagem de germinagao.
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CAPITULO 3

NANOPARTICULAS NO CONTROLE DE Xanthomonas vesicatoria
E NO TRATAMENTO DE SEMENTES DE TOMATE

3Artigo redigido de acordo com as normas do periédico Tropical Plant Pathology.
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RESUMO: O controle quimico da mancha bacteriana do tomateiro € feito com produtos a base
de cobre; contudo hd muitos relatos de cepas resistentes. Como alternativa, as nanoparticulas
sdo muito promissoras na prote¢ao de plantas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
uso de nanoparticulas (NPs) de ZnO, ZnOCl, Ag>0, ZnO:Ag, ZnO:Cu, ZnO:K, ZnO:Mg, ZnO,
ZnOCl:Ag e ZnOCl:Cu no controle da mancha bacteriana do tomateiro, causada por X.
vesicatoria e no tratamento de sementes. Foram avaliados a toxidez das Nps na inibicdo do
crescimento bacteriano in vitro, a aplicagdo preventiva e curativa em plantas de tomate, bem
como o tratamento de sementes na inibi¢ao de detec¢do e seu efeito na germinacao. NPs de
Ag 0, ZnO: 11Ag, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnOCl: 0.1Ag, ZnOCl: 10Ag e ZnOCl: 1Cu foram
estatisticamente superiores as demais na inibicao do crescimento bacteriano. As NPs ZnO: 5K,
Zn0: 0.1Cu e ZnOCI: 0.1Cu reduziram o numero de UFC. O ZnO: 0.1Cu (4,7) apresentou a
menor média de UFC no tempo de Sh. A aplicagdo preventiva de ZnOCI: 0.1Cu [2.5] e ZnO:
0.1Cu [1.5 e 2.5] apresentou maior redugdo da area abaixo da curva de progresso da doenga. A
aplicacao curativa ZnO: 5K [1.5 ¢ 2.5], ZnOCI: 0.1Cu [2.5] € ZnO: 0.1Cu [1.5 e 2.5] apresentou
maior eficiéncia no controle da Xanthomonas vesicatoria do que o Hidroxido de cobre. As
sementes inoculadas e tratadas com NPs apresentaram alta porcentagem de detecgao.

Sementes de tomate inoculadas com Xanthomonas vesicatoria (UFU 1217) reduziram
significativamente a porcentagem de germinagdo, porém quando tratadas com as NPs ZnO,
Zn0: 0.1Cu, ZnO: 5K, ZnOCl e ZnOCI: 0.1Cu, apresentaram resultados semelhantes ao

Hidroxido de cobre.

Palavras-chave: Mancha bacteriana; Nanoparticulas; Controle alternativo; Oxido de Zinco.
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ABSTRACT: The chemical control of tomato bacterial spot is done with copper-based
products, nevertheless there are many reports of resistant strains, as an alternative the
nanoparticles have shown to be quite promising in plant protection. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the use of nanoparticles (NPs) of ZnO, ZnOCl, Ag>0O, ZnO: Ag, ZnO: Cu,
Zn0O: K, ZnO: Mg, ZnO, ZnOCl: Ag and ZnOCIl: Cu in the control of tomato bacterial spot
caused by X. vesicatoria and in seed treatment. The toxicity of the NPs in inhibiting bacterial
growth in vitro, preventive and curative application on tomato plants, and seed treatment in
inhibiting detection and its effect on germination were evaluated. NPs of Ag>O, ZnO: 11Ag,
Zn0: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnOCl: 0.1Ag, ZnOCl: 10Ag and ZnOCI: 1Cu were statistically superior
to the others in inhibiting bacterial growth. The NPs ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu and ZnOCI: 0.1Cu
have reduced the number of CFUs. ZnO: 0.1Cu (4.7) showed the lowest average number of
CFU in 5 hours. The preventive application of ZnOCI: 0.1Cu [2.5] and ZnO: 0.1Cu [1.5 and
2.5] presented the greatest reduction in the area under the disease progress curve. For the
curative application, ZnO: 5K [1.5 and 2.5], ZnOCIl: 0.1Cu [2.5] and ZnO: 0.1Cu [1.5 and 2.5]
have shown higher efficiency in controlling Xanthomonas vesicatoria than copper hydroxide.
Seeds inoculated and treated with NPs have shown a high percentage of detection. Tomato seeds
inoculated with Xanthomonas vesicatoria (UFU 1217) significantly reduced the germination
percentage, whereas when treated with the NPs ZnO, ZnO: 0.1Cu, ZnO: 5K, ZnOCl and ZnOCI:

0.1Cu they showed similar results to copper hydroxide.

Keywords: Bacterial spot; Nanoparticles; Alternative control; Zinc oxide.
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INTRODUCAO

A fruta do tomateiro tem importancia econdmica e social em varios paises e seu cultivo
¢ considerado de alto custo devido a alta demanda de insumos, que sdo empregados desde o
plantio até a colheita. Além disso, ha o alto risco devido a grande quantidade de insetos-praga
e doencas (Loos et al., 2008; Grecco et al., 2016). Entre aquelas que afetam a cultura, a mancha
bacteriana do tomateiro é a bacteriana de maior relevancia, devido a sua alta taxa de
disseminagdo e presenca nas principais regioes produtivas (Abrahamian et al. 2021).

A mancha bacteriana do tomate ¢ causada por quatro espécies do género Xanthomonas
spp., sendo elas: X. vesicatoria (Jones et al. 2004), X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, X.
euvesicatoria pv. perforans (Constantin et al. 2016) e X. hortorum pv. gardneri (Morinicre et
al. 2020). Uma unica area pode ser acometida por mais de uma espécie do género, fato que pode
influenciar na dificuldade de controle da doenga.

No Brasil, as espécies Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans ¢ X. hortorum pv.
gardneri tiveram a maior prevaléncia nos estados de Goids e Minas Gerais. Ja em um contexto
mundial, sabe-se que as espécies X. euvesicatoria pv. euvesicatoria € X. vesicatoria possuem
maior dominancia (Quezado-Duval; Lopes, 2010).

Estas bactérias estdo relacionadas a fitopatogénese de diferentes vegetais dentro da
familia da Solaneceae, como as seguintes espécies: Capsicum frutescens, Lycopersion
pimpinellifolium, Solanum dulcamara, S. tuberosum, S. melongena, entre outras (Jones e Stall,
1998). Elas sao capazes de sobreviver em restos culturais, plantas voluntarias, plantas daninhas
e sementes. Sua disseminacdo pode ocorrer rapidamente, favorecida pelos respingos de agua,
seja por sistema de irrigacdo ou pela chuva (Simonton et al., 2021). Temperaturas 6timas para
seu desenvolvimento estdo entre 24-30°C, combinadas com alta umidade, tornando areas
tropicais e subtropicais ideiais para seu estabelecimento (Quezado-Duval; Lopes, 2010).

O controle quimico da mancha bacteriana no tomateiro pode ser realizado através de

produtos a base de cobre e antibidticos agricolas, tais como o cloreto de benzalconio,
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estreptomicina, sulfato de cobreamoxadona, mancozebe e acibenzolar-S-metilico (AGROFIT,
2016). Muitos estudos apontam que os antibidticos € compostos cupricos possuem baixa
eficiéncia na prevengdo de algumas doengas no cultivo do tomateiro, ¢ o provavel fator
responsavel pela ineficiéncia seria a selecdo de Xanthomonas spp, resistente ao resultado das
praticas de controle de fitopatdogenos (Itako et al., 2014).

O uso de nanoparticulas (NPs) ¢ uma forma alternativa e eficaz de controle de doengas
de plantas (Elsharkawy e Mousa, 2015). Devido ao seu tamanho reduzido, as particulas
produzidas em tamanhos nanométricos possuem dimensdes entre 1 a 100 nm (Gul et al. 2024),
e apresentam alta relagdo superficie-volume (Kah & Hofmann, 2014), com propriedades fisicas
(Silva et al., 2017) e biologicas (Reis et al., 2015) que proporcionam maior interagdo com a
membrana celular.

Nps podem ser produzidas a partir de metaloides, 6xidos metélicos, ndo metais e
nanomateriais de carbono. Produtos a base de 6xido metélico sdao amplamente utilizados nas
areas de fisica, quimica e biologia (Kaviya et al., 2011), nas quais sua propriedade bactericida
ocorre devido a desestabilizacdo, degradacao ou dissolugdo da membrana celular bacteriana,
permitindo que as NPs interajam com compostos celulares internos. A liberagao de ions toxicos
na membrana celular bloqueia fisicamente os canais de transporte celular (Hou et al., 2018).

Um estudo anterior confirmou que a atividade antibacteriana de NPs de 6xido de zinco
dopado com potéssio (ZnO:K), 6xido de zinco dopado com magnésio (ZnO:Mg) e oxido de
zinco dopado com molibdénio (ZnO:Mo) reduziu a populacdo de Xanthomonas hortorum pv.
gardneri em sementes de tomate (Fraga et al. , 2021). As NP devem ser biocompativeis e
especificas (Sousa et al., 2014) para evitar o desenvolvimento de bactérias patogénicas
resistentes (Neves et al., 2021). Considerando a necessidade de produtos alternativos para o
manejo de doengas bacterianas, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade

antibacteriana in vitro de NPs de ZnO e ZnOCI puras e dopadas contra Xanthomonas
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vesicatoria, avaliar as aplicagdes preventivas e curativas para o controle da mancha bacteriana

em plantas de tomate, bem como avaliar seu uso no tratamento de sementes.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Bacteriologia Vegetal (LABAC)
e na casa de vegetacdo, do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG), da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), Campus Umuarama, Uberlandia-MG.

As nanoparticulas foram sintetizadas e caracterizadas no Laboratorio de Novos

Materiais Isolantes e Semicondutores do Instituto de Fisica da UFU.

Obtencao do isolado de Xanthomonas vesicatoria

O isolado X. vesicatoria (UFU 1217) preservado e mantido na cole¢do de trabalho do
LABAC, do ICIAG/UFU, foi cultivado em meio de cultura 523 (Kado e Heskett, 1970) a
28°C. Apos 48 horas, a suspensdo bacteriana foi preparada em agua filtrada esterilizada e

ajustada em espectrofotdmetro para ODsso= 0,5 (10° UFC/mL).

Halo de inibicao (cm) do crescimento bacteriano in vitro com nanoparticulas

Para avaliar a atividade bactericida, foram avaliadas nanoparticulas de ZnO e de ZnOCl
puras e dopadas com diferentes concentragdes de cobre (Cu), potassio (K), magnésio (Mg) e
prata (Ag) (Tabela 12). Como controle positivo, foi utilizado Estreptomicina (500pg.ml™?) e
como controle negativo a solucdo de NaCl 0,45%. A solu¢do de cada nanoparticula foi
preparada em 4gua filtrada esterilizada na concentracdo de 10 mg/mL e diluida em série (107 a

103).
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Tabela 12. Nanoparticulas puras e dopadas em suas respectivas concentragdes. Uberlandia-

MG, 2024.
Nanoparticulas Concentracido do elemento dopante (%) Nanoparticulas
dopadas puras
ZnO:Ag 0.3 7 9 11 Ag0
ZnO:Cu 0.1 1 4 12 ZnO
ZnO:K 0.5 1 5 10 ZnOCl
ZnO:Mg 0.5 1 5 10
ZnOCl:Ag 0.1 1 5 10
ZnOCI:Cu 0.1 1 5 10

ZnO:Cu: Oxido de Zinco dopado com Cobre; ZnO:K: Oxido de Zinco dopado com Potassio; ZnO:Mg: Oxido de
Zinco dopado com Magnésio; ZnO:Ag: Oxido de Zinco dopado com Prata; ZnOCI:Cu: Simonkolleite dopado com
Cobre; ZnOCl:Ag: Simonkolleite dopado com Prata; ZnO: Oxido de zinco; ZnOCI: Simonkolleite; AgO: Oxido
de Prata.

Em placas de Petri (8 cm), foi adicionada uma camada basica de meio agar-agua 2% e
meio nutritivo semissolido (0,8%) com adicdo de 10% da suspensdo bacteriana. Sobre o meio,
foram distribuidos 6 discos de papel filtro esterilizado (6 mm), 4 embebidos com 10 uL de cada
nanoparticula, 1 com Rifampicina (25pg.ml™?) controle positivo e 1 NaCl 0,45% (controle
negativo, com trés repeti¢des). Apos 48h de incubacdo em estufa a 28°C, foram observados os
halos de inibi¢do ¢ o didmetro (cm) medido com uso de um paquimetro.

O ensaio foi conduzido em esquema fatorial 27x4 + 3, sendo 27 nanoparticulas, 4
concentragdes (a 10 mg/mL (SD), 1 mg/mL (10! ), 0,1 mg/mL (10%) e 0,01 mg/mL (10?)), 2
testemunhas adicionais (estreptomicina e solu¢do salina) com trés repeticdes. As médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia no software R v 4.0.2 (R CORE

TEAM, 2020).
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@ Distribuicao dos tratamentos:
1- Controle negativo - NaCl
2- Solu¢do de nanoparticula sem diluig@o

@ @ @ 3- Solug¢do em dilui¢do 10!

4- Solucdo em diluigdo 1072

@ @ 5- Solugdo em dilui¢do 10

6- Controle positivo - Antibidtico

Figura 12. Representacdo esquematica do ensaio em placa de Petri.

Considerando as performances resultantes desse primeiro ensaio € o custo de sintese das
nanoparticulas, as de ZnO: 0.1Cu, ZnO: 0.5 K ¢ ZnOCl: 0.1 Cu foram escolhidas para os

demais ensaios.

Reducio das UFC/mL em tempo de exposiciao as nanoparticulas

Em microtubos (1,5 mL) esterilizados, foram adicionados € homogeneizados 100 pul de
suspensao bacteriana (UFU BS8) e 900 ul das nanoparticulas a 0,1 mg/mL (ZnO: 0,1 Cu; ZnO:
5 K; ZnOCl: 0,1 Cu), onde permaneceram por 0, 1, 2, 3, 4 e 5 horas. Em seguida, a suspensao
bacteriana dos tratamentos foi diluida em série (102 a 1077) e cultivada (100 pL) em meio de
cultura 523, em placa de Petri, incubadas a 28°C por 72 horas. O niimero de unidades
formadoras de coldnias (UFC/mL) foi quantificado. O hidroxido de cobre (2 mg/mL) foi
utilizado como controle.

O ensaio utilizou delineamento inteiramente casualizado com 3 tratamentos e 3

repeti¢des por hora de inoculagdo (Figura 13).
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Figura 13. Esquema do cultivo da suspensdo bacteriana tratada com solu¢do de diferentes

nanoparticulas, em fun¢do do tempo em horas.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, ao teste de Scott-Knott (P<0,05)
e a andlise de regressdao para obtengdo de modelos significativos para as médias de unidades
formadoras de colonias (UFC) em diferentes tempos, com auxilio do programa software R v

4.0.2 (R CORE TEAM, 2020).

Aplicacio preventiva e curativa de nanoparticulas no controle da mancha bacteriana em
casa de vegetacio

Em casa de vegetagdo, plantas de tomate cv. Santa Cruz Kada foram cultivadas em vasos
de capacidade 500 mL, com solo, areia e vermiculita (3:1:1). Ap6s 30 dias da semeadura (trés
- quatro folhas), as plantas na aplicagdo preventiva foram pulverizadas até o ponto de
escorrimento, com as solugdes das nanoparticulas (ZnO 0.1Cu, ZnO 0.5 K ¢ ZnOC1 0.1 Cu) em
duas concentragoes (1,5 ou 2,5 mg/mL), hidroxido de cobre (2 g/L) e dgua (testemunha). Dois
dias apos, as plantas foram inoculadas via pulverizacao das folhas, com a suspensao bacteriana
(108 UFC/mL, isolado UFU 139).

Na aplicacdo curativa, as plantas foram inoculadas coma suspenc¢do bacteriana descrita
anteriormente e dois dias apds foram pulverizadas com as solu¢des de nanoparticulas e os

controles positivo e negativo, como descrito anteriormente. As plantas foram mantidas em



196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211
212

213

92

camara imida 24 h antes e apds a inoculagdo. Quatro dias apds a inoculacdo, as plantas foram
pulverizadas novamente com os produtos. Plantas pulverizadas com agua (controle negativo)
foram consideradas testemunhas.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial, composto de 2 aplicagdes
(preventivo e curativo), 8 produtos [3 nanoparticulas x 2 concentragdes (1,5 ou 2,5 mg/mL™"),
agua e hidroxido de cobre), com quatro repeti¢cdes, sendo que um vaso contendo duas plantas
foi considerado como unidade experimental.

A severidade da doenga foi avaliada aos 3, 5, 8, 11, 14 e 17 dias ap6s a inoculagao,
empregando-se a escala diagramatica (Figura 14) (Mello et al. 1997). A Area Abaixo da Curva
de Progresso de Doenga (AACPD) foi calculada pela formula: AACPD = Z ((Yi + Yi+1)/2) (ti+1
—t;), onde: Y ¢ a intensidade da doencga (nota atribuida de acordo com a escala diagramatica
usada); t ¢ o tempo (intervalo entre as avaliagdes, em dias); e 1 representa o niamero de
avaliacdes no tempo (Shaner e Finney, 1977).

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

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de significancia.

Figura 14. Escala diagramatica para avaliacdo da severidade da mancha bacteriana do

tomateiro (Mello et al. 1997)
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Inoculacio, detecciio da bactéria e germinaciao das sementes tratadas com nanoparticulas

Sementes comerciais de tomate cv. Santa Cruz Kada sem tratamento prévio foram
desinfestadas utilizando alcool 50% por 30 segundos e, em seguida, com solucdo de hipoclorito
de sodio 1% por 3 minutos. Posteriormente, foram lavadas em agua filtrada esterilizada e secas
sob fluxo laminar em papel filtro autoclavado.

Para inoculagdo das sementes, o isolado UFU 139 foi cultivado em meio de cultura 523
a 28°C por 48h. Em seguida, 5 mL de NaCl 0,45% foram adicionados ao crescimento bacteriano
e homogeneizado usando uma alca de Drigalski. Posteriormente, 25 sementes foram
adicionadas por placa, sobre o crescimento bacteriano, por 10 minutos. As sementes foram
removidas e secas sobre papel de filtro em fluxo laminar. Um total de 2.100 sementes foram
inoculadas para cada isolado.

As sementes inoculadas ¢ nao inoculadas, ndo foram imersas nas solugdes de
nanoparticulas (ZnO, ZnOCl, ZnO 0.1Cu, ZnO 0.5 K e ZnOCl 0.1 Cu) a 2,5 mg/mL, hidréxido
de cobre (2 g/L) e dgua (controle), por 10 minutos, em seguida, secas em papel de filtro.

Para detec¢do da bactéria nas sementes, foram utilizadas 100 sementes de cada
tratamento divididas em 4 repeticdes de 25, distribuidas em placas de Petri contendo o meio
cultura 523, com adi¢ao de cicloheximide (0,5 mL/mL meio de cultura) e incubadas em estufa
a 28°C por 48h. Apos o tempo de incubagao, foi avaliado o numero de sementes com presenga
da bactéria, determinando-se a porcentagem de deteccdo de sementes contaminadas. O ensaio
foi em esquema fatorial 2x7, composto de 2 (sementes inoculadas ou nao), 7 produtos (5
nanoparticulas, hidroxido de cobre e 4gua) com 4 repeticdes. As médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia utilizando o software R v 4.0.2 (R CORE TEAM,
2020).

O teste padrao de germinacdo foi realizado de acordo com as Regras para Analise de

Sementes (Brasil 2009), utilizando 200 sementes para cada tratamento, com quatro repeticdes
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de 50 sementes. Elas foram colocadas sobre duas folhas de papel mata borrdo, em caixas tipo
gerbox. O papel foi embebido em dgua, equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco. As
sementes foram levadas ao germinador a temperatura de 20-30 °C, com fotoperiodo de 12 h
luz/12 h escuro. As avaliagdes foram realizadas pela contagem de plantulas normais emergidas,
sendo a primeira e a ultima contagem, no quinto e 14° dia, para o vigor ¢ germinagao,
respectivamente. Os resultados foram expressos em porcentagem de germinacao.

O ensaio foi em esquema fatorial 2x7, composto de 2 (sementes inoculadas ou ndo), 7
produtos (5 nanoparticulas, hidroxido de cobre e controle), com 4 repeticdes. As médias foram
comparadas por teste de Scott-Knott a 5% de significancia utilizando o no software R v 4.0.2

(R CORE TEAM, 2020).

RESULTADOS

Halo de inibicao (cm) do crescimento bacteriano in vitro com nanoparticulas

As nanoparticulas ZnO: 5K, ZnO: 0.5Mg, ZnO: 1Mg, ZnO: 5SMg, ZnO: 10Mg e ZnOClI:
0.1Cu nao inibiram o crescimento de Xanthomonas vesicatoria (UFU 1217) nas concentragdes
avaliadas (10 mg/mL (SD), 1 mg/mL (10! ), 0,1 mg/mL (102) e 0,01 mg/mL (10?)), e ndo
diferiram estatisticamente do controle negativo (Tabela 13). As nanoparticulas (NPs) Ag.O
(1,10), ZnO: 11Ag (1,03), ZnO: 7Ag (0,97), ZnO: 9Ag (1,00), ZnOCI: 0.1Ag (1,20), ZnOCI:
10Ag (1,00) e ZnOCI: 1Cu (1,13) foram estatisticamente superiores as demais, ndo diferindo

estatisticamente da Rifampicina (1,24).
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Tabela 13. Halo de inibi¢do de crescimento de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (UFU

B8) por nanoparticulas a 10 ¢ 0,01 mg/mL.

Nanoparticula Diluigdo
ND 101 102 103

Agy0O 1,10 aA* 0,93 aA* 0,80 bA*+ 0,60 bA*+
ZnO 0,77 aB*+ 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
Zn0O: 0.3Ag 0,80 aB*+ 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
Zn0: 7Ag 0,97 aA* 0,87 aA*+ 0 bB+ 0 bB+
Zn0O: 9Ag 1 aA* 0,87 aA*+ 0 bB+ 0 bB+
Zn0O: 11Ag 1,03 aA* 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
Zn0O: 0.1Cu 0,83 aB*+ 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
ZnO: 1Cu 0,87 aB*+ 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
Zn0: 4Cu 0,50 aC*+ 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
Zn0: 12Cu 0,87 aB*+ 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
Zn0: 0.5K 0,60 aC*+ 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
Zn0: 1K 0,53 aC*+ 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
Zn0O: 5K 0 aE+ 0 aC+ 0 aB+ 0 aB+
ZnO: 10K 0,30 aD+ 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
Zn0O: 0.5Mg 0 aE+ 0 aC+ 0 aB+ 0 aB+
Zn0O: 1Mg 0 aE+ 0 aC+ 0 aB+ 0 aB+
Zn0O: 5Mg 0 aE+ 0aC+ 0 aB+ 0 aB+
Zn0O: 10Mg 0 aE+ 0aC+ 0 aB+ 0 aB+
ZnOCl 0,63 aC*+ 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
ZnOCI: 0.1Ag 1,20 aA* 0,77 bA*+ 0 cB+ 0 cB+
ZnOCl: 1Ag 0,77 aB*+ 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
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ZnOCl: 5Ag 0,80 aB*+ 0,60 aB*+ 0 bB+ 0 bB+
ZnOCI: 10Ag 1,0 aA* 0,43 bB*+ 0 cB+ 0 cB+
ZnOCl: 0.1Cu 0 aE+ 0 aC+ 0 aB+ 0 aB+
ZnOCl: 1Cu 1,13 aA* 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
ZnOCl: 5Cu 1,03 aA* 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
ZnOCl: 10Cu 0,40 aD*+ 0 bC+ 0 bB+ 0 bB+
Adicionais

Agua 0B

Rifampicina 1,24 A
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M¢édias seguidas por letras distintas: minusculas na linha e maiusculas na coluna diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia. Médias seguidas pelo simbolo * e + diferem do adicional agua e antibidtico,

respectivamente, pelo teste de Dunnet a 5% de significancia.

As NPs de Ag>O, ZnO, ZnO: 0.3Ag, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnO: 11Ag, ZnO: 0.1Cu,

Zn0: 1Cu, ZnO: 4Cu, ZnO: 12Cu, ZnO: 0.5K, ZnO: 1K, ZnO: 10K , ZnOCl, ZnOCIl: 0.1Ag,

ZnOCl: 1Ag, ZnOCl: 5Ag, ZnOCI: 10Ag, ZnOCIl: 10Cu, ZnOCI: 1Cu, ZnOCI:5 Cu inibiram o

crescimento bacteriano sob o meio de cultura. A menor média de halos foi formada pelo ZnO:

10K (0,30) na concentragao de 10 mg/mL. Os halos de inibi¢do formados com as solugdes nas

concentracdes de 10mg/mL (SD) e o Img/mL(10™!) variaram entre 0,30 a 1,20 cm e 0,43 a 0,93

cm, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Halos de inibicdo em Xanthomonas vesicatoria (UFU 1217) formados por
nanoparticulas. Zn0:0.3 Ag (A), ZnO: 7 Ag (B), ZnO: 9 Ag (C), ZnO: 11Ag(D), Ag.0 (E),

Zn0O:Cu 0.1 Cu (F), ZnO: 1 Cu (G), ZnO: 4 Cu (H), ZnO: 12 Cu (1), ZnO (J), ZnO: 0.5 K (K),
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Zn0O: 1 K (L), ZnO: 5 K (M), ZnO: 10 K (N), ZnO: 0.5 Mg (O), ZnO: 1 Mg (P), ZnO: 5 Mg
(Q), ZnO: 10 Mg (R), ZnOCI (S), ZnOCI: 0.1 Ag (T), ZnOCI: 1 Ag (U), ZnOCIL: 5 Ag (V),
ZnOCI: 10 Ag (W), ZnOCI: 0.1 Cu (X), ZnOCIL: 1 Cu (Y), ZnOCl: 5 Cu (Z), ZnOCl: 10 Cu

(AB).

Reduciao das UFC/mL em tempo de exposicao as nanoparticulas

As NPs ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu e ZnOCI: 0.1Cu reduziram o numero de UFC ao longo
do tempo avaliado (Tabela 14). O tratamento com ZnOCI: 0.1Cu (634,5) apresentou as maiores
média de UFC em todos os tempos avaliados. O ZnO: 0.1Cu (4,7) apresentou a menor média

de UFC no tempo de 5h, diferenga significativa quando comparada as demais avaliadas.

Tabela 14. Contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) de Xanthomonas vesicatoria

(UFU 1217) tratadas com nanoparticulas sob diferentes tempos de exposi¢ao.

Tempo Zn0:5 K Zn0: 0.1Cu ZnOClI: 0.1Cu
Oh 555,0 bF 465,7 aE 634,0 cD

lh 564,3 bE 462,3 aD 614,3 cD

2h 296,7 bD 205,7 aC 264,3 bC

3h 68,7 bC 14,0 aB 198,7 cB

4h 32,3bB 12,7 aB 115,3 cB

5h 19,7 bA 4,7 aA 92,7 cA
CV1% 6,05

CV2% 8,95

Me¢édias seguidas por letras distintas mintisculas na linha e maitiscula na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significancia.

Os resultados da avaliagdo dos numeros de unidades formadoras de colonias em fungao

do tempo em horas, tratadas com NPs, demonstraram redu¢do das UFC, resultando em modelos



297

298

299

300
301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

99

polinomiais, sendo ZnO: 5K primeiro grau linear positivo, ZnOCI: 0.1Cu e ZnO: 0.1Cu do
segundo grau positivos. Todos os modelos foram significativos (p< 0,05) e com coeficiente de

determinacgio (R?) de 90% (ZnO: 0.1Cu), 92% (ZnOCl: 0.1Cu) e 88% (ZnO: 5K) (Figura 16).
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Figura 16. Unidades formadoras de colonias de Xanthomonas vesicatoria (UFU 1217) sob

diferentes tempos de exposicao, tratadas com nanoparticulas distintas.

Controle da mancha bacteriana com nanoparticulas em casa de vegetacao

Para a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) da mancha bacteriana do
tomateiro, causada por Xanthomonas vesicatoria (UFU 1217), a aplicagdo preventiva de ZnO:
5K [2.5], ZnOCl: 0.1Cu [1.5 € 2.5] € ZnO: 0.1Cu [1.5 e 2.5] ndo diferiram estatisticamente do
hidroxido de cobre (Tabela 15). As NPs], ZnOCI: 0.1Cu [2.5] e ZnO: 0.1Cu [1.5 e 2.5]
apresentaram maior redu¢do da area abaixo da curva de progresso da doenca.

A aplicacdo curativa ZnO: 5K [1.5 e 2.5], ZnOCI: 0.1Cu [2.5] e ZnO: 0.1Cu [1.5 e 2.5]
diferiram estatisticamente dos adicionais agua e hidroxido de cobre, apresentando médias com
menor incidéncia de sintomas, ou seja, maior eficiéncia no controle da Xanthomonas

vesicatoria do que o Hidroxido de cobre.
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Tabela 15. Area abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro, causada por

Xanthomonas vesicatoria (UFU 1217) usando diferentes nanoparticulas, em aplicacio

preventiva e curativa.

Concentragao
Aplicagao Nanoparticula
1.5 2.5

Zn0: 5K 14,0 bC- 6,7 aA*
Preventiva

ZnOClI: 0.1Cu 8,5 aB 5,5 aA*

Zn0: 0.1Cu 3,2 aA* 4,2 aA*

Zn0O: 5K 10,0 aA+# 10,5 aB+#
Curativa

ZnOCl: 0.1Cu 13,5 aB 7,5 bA+#

Zn0: 0.1Cu 8,7 aA+# 7,2 aA+#

Concentragao
Nanoparticula Aplicagao
1.5 2.5

Preventiva 14,0 B- 6,7 A*
Zn0O: 5K

Curativa 10,0 A+# 10,5 B+#

Preventiva 8,5A 5,5 A%
ZnOCl: 0.1Cu

Curativa 13,5B 7,5 A+#

Preventiva 3,2 A* 4,2 A*
Zn0O: 0.1Cu

Curativa 8,7 B+# 7,2 B+#
Adicionais Aplicacao

Preventiva 12,0*
Agua

Curativa 14,7+

Preventiva 5,0-
Hidroxido de cobre

Curativa 16,7#
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Meédias seguidas por letras distintas, minfisculas na linha e maitsculas na coluna, diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia. Médias seguidas pelo simbolo *, -, + ¢ # diferem dos adicionais Agua
Preventiva, Hidroxido Preventiva, Agua Curativa e Hidroxido Curativa, respectivamente, pelo teste de Dunnet a
5% de significancia.

Deteccao da bactéria e germinacio das sementes tratadas com nanoparticulas
Nas sementes de tomate ndo inoculadas, ndo houve deteccdo de Xanthomonas
vesicatoria (UFU 1217) (Figura 17). As sementes tratadas com NPs apresentaram alta

porcentagem de detec¢do, ndo de se diferindo estatisticamente da Testemunha. Apenas o

Hidréxido de Cobre conseguiu reduzir sua média de detec¢do (Tabela 16).

Figura 17. Deteccao de Xanthomonas vesicatoria (UFU 1217) (A) Sementes ndo inoculadas.

(B) Sementes inoculadas tratadas com 4gua. (C) Sementes inoculadas e tratadas com ZnOCI.

Tabela 16. Deteccao de Xanthomonas vesicatoria (UFU 1217) em sementes inoculadas tratadas

diferentes nanoparticulas.

Tratamento Detecgéo (%)
ZnO 93 B
Zn0: 0.1Cu 93 B
Zn0: 5K 95 B

ZnOCl 99 B
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ZnOCl: 0.1Cu 100 B
Hidréxido de cobre 45 A
Testemunha 100 A

CV% 6,32

Meédias seguidas por letras distintas maitisculas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

significancia.

Sementes de tomate inoculadas com Xanthomonas vesicatoria (UFU 1217) reduziram

significativamente a porcentagem de germinagdo, porém quando tratadas com as NPs ZnO,

Zn0: 0.1Cu, ZnO: 5K, ZnOCl e ZnOCl: 0.1Cu apresentaram resultados semelhantes ao

Hidroxido de cobre (Tabela 17). As sementes ndo inoculadas apresentaram maior porcentagem

de germinacao, diferindo significativamente das sementes inoculadas.

Tabela 17. Porcentagem de germinagdo de sementes de tomate inoculadas ou ndo com a

bactéria Xanthomonas vesicatoria (UFU 1217), e submetidas a diferentes nanoparticulas.

Inoculacéo
Tratamento
Inoculada Né&o Inoculada
Zn0O 26 bA 72 aA
Zn0: 0.1Cu 15bB 69 aA
Zn0: 5K 22 bA 73 aA
ZnOCl 24 bA 73 aA

ZnOCl: 0.1Cu 24 bA 72 aA
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Hidroxido de cobre 23 bA 74 aA
Testemunha 7bC 77 aA
CV% 8,87

Médias seguidas por letras distintas, minfisculas na linha e maitsculas na coluna, diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

DISCUSSAO

Os resultados da aplicacdo de nanoparticulas de ZnO puras e dopadas com Ag, Cu, K,
Mg, e de ZnOCl puras e dopadas com Ag e Cu para inibi¢ao do crescimento de X. vesicatoria
variaram de acordo com a concentragdo da solu¢do de NPs, demonstrando que o aumento da
concentracao eleva o poder de inibicdo do crescimento, dentre as concentragdes avaliadas (10
a 0,01 mg/mL), assim como apontam Oliveira et al. (2023). A dopagem de ZnO e ZnOCI com
Ag, ZnO: 11Ag, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnOCl: 0.1Ag, ZnOCIl: 10Ag resultou no aumento do
diametro dos halos de inibi¢ao. Assim também ocorreu com os resultados de Li et al. (2015),
em que os ZnO dopados com Ag apresentaram melhores desempenhos no controle de E. coli.

Nanoparticulas com prata sdo antibacterianos potentes, com amplo espectro de agao,
devido aos multiplos modos de agao e alto potencial de penetragao (Nilavukkarasi et al. 2020).
Diferentes propriedades, como a alta relagdo superficie-volume, as tornam agentes
antibacterianos eficazes (Abdel-Rahman et al. 2022). Elas sdo capazes de interagir fisicamente
com as superficies celulares de diferentes bactérias através da adesao na superficie da parede
celular bacteriana e membrana, penetrarem na célula e romperem organelas intracelulares e
biomoléculas, além de induzirem estresse oxidativo e modularem vias de transducao de sinal.
A adesdo e o acimulo na superficie celular foram especialmente observados para bactérias

Gram-negativas (Mikhailova, 2020).
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As NPs ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu e ZnOCIl: 0.1Cu reduziram o numero de UFC. O ZnO:
0.1Cu (4,7) apresentou a menor média de UFC no tempo de 5h. Oliveira et al. (2023) expuseram
suspensoes de cepas de Xanthomonas spp. a NPs de ZnCl puras e dopadas com 0.1 Age 1 Cu,
reduzindo o UFC ao longo do tempo de exposi¢cdo. Também neste trabalho as NPs ZnO: 5K,
Zn0: 0.1Cu e ZnOCl: 0.1Cu reduziram o numero de UFC.

As sementes inoculadas e tratadas com NPs apresentaram alta porcentagem de detecgao,
ndo se diferindo estatisticamente da Testemunha. Apenas o Hidroxido de Cobre conseguiu
reduzir sua média de detec¢dao. Sementes de tomate inoculadas com Xanthomonas vesicatoria
reduziram significativamente a porcentagem de germinacao, porém, quando tratadas com as
NPs ZnO, ZnO: 0.1Cu, ZnO: 5K, ZnOCl e ZnOCIl: 0.1Cu, apresentaram resultados semelhantes
ao Hidroxido de cobre.

As sementes inoculadas e tratadas com NPs apresentaram alta porcentagem de detec¢ao,
nao se diferindo estatisticamente da Testemunha. Apenas o Hidroxido de Cobre conseguiu
reduzir sua média de deteccdo. Ja para a avaliacdo de germinagdo, observa-se que sementes de
tomate inoculadas com Xanthomonas vesicatoria (UFU 1217) reduziram significativamente a
porcentagem de germinagdo, porém, quando tratada com as NPs ZnO, ZnO: 0.1Cu, ZnO: 5K,
ZnOCl e ZnOCI: 0.1Cu, apresentaram resultados semelhantes ao Hidroxido de cobre.

As plantulas originadas de sementes tratadas com NPs de ZnO, ZnO: 0.1Cu, ZnO: 5K,
ZnOCl e ZnOCl: 0.1Cu nao apresentaram sinais de toxidez em seus foliolos, e o indice de
germinagdo foi superior ao das sementes que foram inoculas e tratadas com agua. As
nanoparticulas influenciam a taxa de germinagdo induzindo a sintese de material genético e
proteinas, o que aumenta o acimulo de biomassa ao sincronizar o processo de germinagdo com
o estabelecimento inicial da cultura (Marthandan et al. 2020). Algumas culturas mostraram
resposta positiva ao tratamento de sementes com nanomateriais na produgdo de sementes.

Srivastava et al.(2014) mostraram que sementes com NPs de FeS a 80-100 mg L —1 em
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espinafre melhoraram a germinacdo e o crescimento. Da mesma forma, na cultura do trigo,
sementes tratadas com ZnO aumentaram a biomassa e o rendimento de graos (Noshad et al.,

2019).

CONCLUSAO

Este estudo evidenciou o potencial uso de nanoparticulas de ZnO puras e dopadas com
Ag, Cu, K, Mg, e de ZnOCI puras e dopadas com Ag e Cu para o controle de X. vesicatoria. As
NPs de Ag>O, ZnO, ZnO: 0.3Ag, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnO: 11Ag, ZnO: 0.1Cu, ZnO: 1Cu,
Zn0: 4Cu, ZnO: 12Cu, ZnO: 0.5K, ZnO: 1K, ZnO: 10K , ZnOCl, ZnOCI: 0.1Ag, ZnOCI: 1Ag,
ZnOCl: 5Ag, ZnOCl: 10Ag, ZnOCl: 10Cu, ZnOCIl: 1Cu, ZnOCI:5 Cu inibiram o crescimento
bacteriano in vitro, contudo, Ag>O, ZnO: 11Ag, ZnO: 7Ag, ZnO: 9Ag, ZnOCIl: 0.1Ag, ZnOCl:
10Ag e ZnOCIl: 1Cu foram estatisticamente superiores as demais.

A exposi¢ao de suspencao bacteriana a NPs ZnO: 5K, ZnO: 0.1Cu e ZnOCl: 0.1Cu reduz
o numero de UFC. O ZnO: 0.1Cu (4,7) apresentou a menor média de UFC no tempo de Sh.

A aplicacao preventiva de ZnO: 5K [2.5], ZnOCI: 0.1Cu [1.5 e 2.5] ¢ ZnO: 0.1Cu [1.5
e 2.5] apresentaram eficiéncia de controle semelhante ao hidroxido de cobre. As NPs ], ZnOCI:
0.1Cu [2.5] € ZnO: 0.1Cu [1.5 € 2.5] apresentaram maior redugdo da area abaixo da curva de
progresso da doenga. A aplicacdo curativa ZnO: 5K [1.5 e 2.5], ZnOClI: 0.1Cu [2.5] e ZnO:
0.1Cu [1.5 e 2.5] apresentou maior eficiéncia no controle da Xanthomonas vesicatoria do que
o Hidréxido de cobre.

As sementes inoculadas e tratadas com NPs apresentaram alta porcentagem de detecgao,
ndo se diferindo estatisticamente da Testemunha. Apenas o Hidréxido de Cobre conseguiu
reduzir sua média de detecgao

Sementes de tomate inoculadas com Xanthomonas vesicatoria reduziram

significativamente a porcentagem de germinagdo, porém quando tratadas com as NPs ZnO,
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Zn0O: 0.1Cu, ZnO: 5K, ZnOCI e ZnOCIl: 0.1Cu, apresentaram resultados semelhantes ao
Hidroxido de cobre.
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