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RESUMO

A mancha bacteriana do tomateiro causada por Xanthomonas spp. pode provocar perdas
significativas na produg¢do da cultura e os nanocristais surgem como uma nova modalidade para
a protecdo de plantas. Assim, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar o intervalo de
pulverizacdo de nanocristais no controle de Xanthomonas spp. no tomateiro. Plantas de tomate
cv. Santa Cruz Kada, com 3 a 4 trifolios foram pulverizadas inicialmente com nanocristais
(ZnO:1Mg, ZnOCl e ZnOCl:0,1Cu), hidroxido de cobre e agua. Trés dias ap0s, as plantas foram
inoculadas por aspersdo com a suspensdo bacteriana (10° UFC/mL), e a cada intervalo de 3, 6,
9 ou 12 dias, as plantas foram novamente pulverizadas com os produtos. A severidade da
mancha bacteriana foi avaliada, calculando-se a area abaixo da curva de progresso da doenga
(AACPD). As plantas apresentaram menor quantidade de doenga (AACPD) quando
pulverizadas no intervalo de trés dias, com o nanocristal ZnO:1Mg. Os nanocristais quando
pulverizados em intervalos de trés e seis dias reduziram a severidade da mancha bacteriana do

tomateiro, sendo adequados para o manejo da doenca.

Palavras-chave: Solanum lycopersicon Mill., Xanthomonas euvesicatoria, X. vesicatoria, X.

gardneri e X. perforans, ZnO:Mg.



ABSTRACT

Bacterial spot in tomato plants, caused by Xanthomonas spp., may cause significant losses in
crop production, and nanoparticles emerge as a new resource for plant protection. Thus, we
aimed to evaluate the performance of nanoparticle spraying intervals to control Xanthomonas
spp. in tomato plants. Tomato plants of the Santa Cruz Kada cultivar featuring 3 to 4 trefoils
were initially sprayed with nanoparticles (ZnO:1Mg, ZnOCl and ZnOCI:0.1Cu), copper
hydroxide and water. Three days later, the plants were sprinkled with a bacterial suspension
(10° CFU/mL). Then, after 3, 6, 9 or 12-day intervals, the plants were sprinkled with the
products again. The bacterial spots were analyzed in terms of severity, and the area under the
disease progress curve (AUDPC). The plants showed less incidence of disease (AUDPC) when
sprayed with ZnO:1Mg nanoparticles at the 3-day interval. When sprayed with nanoparticles at
3 and 6-day intervals, tomato plants showed less severe bacterial spots, which makes these

intervals adequate to control the disease.

Keywords: Solanum Ilycopersicon Mill., Xanthomonas euvesicatoria, X. vesicatoria, X.

gardneri and X. perforans, ZnO:Mg.
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INTRODUCAO

A mancha bacteriana do tomateiro causada por quatro espécies do género Xanthomonas:
Xanthomonas euvesicatoria, X. vesicatoria, X. gardneri e X. perforans (Jones et al. 2004) pode
ocasionar perdas significativas na produgdo, principalmente em condi¢des de elevada umidade

e temperatura entre 20 e 30 °C (Kurozawa and Pavan 2005).

O controle da doenga ¢ dificil, devido a rapida dissemina¢ao da bactéria em condigdes
favoraveis, a transmissdo do patogeno através das sementes e poucos produtos quimicos
registrados (Nascimento et al. 2013), como antibidticos, produtos a base de cobre e misturas
cuprocarbamatos, que nem sempre sao eficazes, podendo selecionar estirpes resistentes (Itako

et al. 2012).

Dessa forma, os nanocristais que sao substancias em escala nanométrica surgem como
uma inovag¢ao na agricultura, no controle de fitopatdégenos (Kim et al. 2009; Kim et al. 2012;
Rai 2013), pois apresentam baixa genotoxicidade e elevada eficacia biocida, em fun¢do do
tamanho, da relagdo superficie/volume e da interagdo com as membranas dos microrganismos

(Morones et al. 2005; Allaker 2010).

A aplicacao de nano-formulagdes de 6xido de zinco (ZnO) em citrus reduziu o cancro
bacteriano, causado por Xanthomonas citri (Graham et al. 2016) e a mancha branca do milho,
causada por Pantoea ananatis (Mamede 2018; Mota 2019). No tomateiro, o uso de
nanoparticulas de MgO aumentou a resisténcia sistémica de plantas a Ralstonia solanacearum
(Imada et al. 2016), o uso de nanocomposto Ag-dsDNA-GO (Ocsoy et al. 2013; Strayer et al.
2016), de nanocristais de TiO> dopados com Zn (Paret et al. 2013) e de ZnO:0.5Mo (Fraga

2020) reduziu a incidéncia e a severidade da mancha bacteriana, causada por Xanthomonas spp.

O controle de doencas de plantas pode ser assegurado pelo intervalo de pulverizagao

dos produtos, para ndo haver danos econdmicos a cultura. Dessa forma, o objetivo do presente



trabalho foi avaliar o intervalo de pulverizagdo de nanocristais no controle de Xanthomonas

spp. do tomateiro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Bacteriologia Vegetal (LABAC) e em
casa de vegetagdo, do Instituto de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Uberlandia

(UFU), MG, no ano de 2019.

O isolado UFU A35 de Xanthomonas spp. pertencente a colecao de trabalho do LABAC
foi cultivado em meio de cultura 523 (Kado and Heskett 1970), a 28 °C, por 48 h. A suspensao
bacteriana foi preparada em agua filtrada esterilizada e ajustada em espectrofotdmetro para

ODsso= 0,5 (10° UFC/mL) (Marcuzzo et al. 2009).

Em casa de vegetagao, plantas de tomate cv. Santa Cruz Kada foram cultivadas em vasos
com capacidade de 500 mL, contendo substrato de solo, areia, himus e vermiculita (4:1:1:1).
Apo6s 31 dias da semeadura, as plantas (trés a quatro trifélios) foram pulverizadas até o ponto
de escorrimento com os nanocristais de ZnO:1Mg, ZnOCl e ZnOCI:0,1Cu na concentracao de
2,5 mg/mL, hidréxido de cobre (2 g/L) e dgua (testemunha). Trés dias apos, as plantas foram
inoculadas por aspersdo com a suspensdo bacteriana (10° UFC/mL), e a cada intervalo de 3, 6,
9 ou 12 dias as plantas foram pulverizadas com os produtos. As plantas foram mantidas em
camara Umida 24 horas antes e apds a inoculagdo. Os nanocristais foram sintetizados no
Laboratorio de Novos Materiais Isolantes ¢ Semicondutores, do Instituto de Fisica da UFU, de

acordo com a metodologia descrita por Silva et al. (2018).

Durante a conducdo do ensaio foram realizadas 9, 5, 3 e 3 pulverizagdes, para os
intervalos de 3, 6, 9 e 12 dias, respectivamente. O experimento foi conduzido em esquema

fatorial 5x4, composto de cinco produtos, 4 intervalos de pulverizagdes (3, 6, 9 e 12 dias), com
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4 blocos, sendo considerado como unidade experimental, um vaso contendo duas plantas. A
severidade da doencga foi avaliada, aos 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24 e 27 dias apos a inoculacao

empregando-se uma escala diagramatica descrita por Mello et al. (1997).

A area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) foi calculada pela formula:
AACPD =Y ((Yi+ Yi+1)/2)(tit1 — t;), onde: Y representa a intensidade da doenga; t o tempo ¢ i
representa o numero de avaliagcdes no tempo (Campbell and Madden 1990). Para ponderar a
severidade foi aplicado o indice de McKinney (1923), calculado pela seguinte formula: ID (%)
=Y ((f.v)/(n.x)) . 100, em que: ID = indice de doenga; f= Numero de plantas com determinada
nota; v = Nota observada; n = Numero total de plantas avaliadas; x = Grau maximo de infec¢ao.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo

teste de Scott-Knott a 5 % de significancia no programa SISVAR (Ferreira, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados para a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) da mancha
bacteriana do tomateiro e para o indice de doencga (ID) foram semelhantes (Tabela 1 e 2). Nos
intervalos de 3 e 6 dias de pulveriza¢ao, os nanocristais € o hidréxido de cobre diferiram
significativamente da agua (testemunha) no controle da mancha bacteriana do tomateiro,
apresentando menor AACPD. A pulverizagdo do nanocristal de ZnO:1Mg em intervalos de 3
dias teve desempenho semelhante ao hidroxido de cobre, ndo havendo diferenca estatistica entre

eles (Tabela 1 e 2), apresentando menor severidade de doenga.

Tabela 1. Area abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro (AACPD), em
intervalos de 3, 6, 9 e 12 dias de pulverizagdo, com diferentes nanocristais. Uberlandia, MG,

2019.
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AACPD

Produtos 3 6 9 12
Zn0:1Mg 17,62 aA 30,00 aB 41,62 aC 41,62 aC
ZnOCl 34,87 bA 39,37 aA 44,62 aB 51,75 aB
ZnOClL:0,1Cu 31,87 bA 37,12 aA 38,62 aA 46,87 aA
Hidroéxido de cobre 25,12 aA 33,75 aA 44,25 aB 45,37 aB
Agua (testemunha) 52,50 cA 48,37 bA 52,87 aA 54,75 aA
CV (%) 19,4

Médias seguidas por letras distintas maiusculas na linha e minusculas na coluna, diferem pelo teste de

Scott-Knott a 0,05.

Tabela 2. Indice de doenca da mancha bacteriana do tomateiro, em intervalos de 3, 6, 9 e 12

dias de pulverizacao, com diferentes nanocristais. Uberlandia, MG, 2019.

[ndice de doenca

Produtos 3 6 9 12
ZnO:1Mg 0,35aA 0,57aA 0,77aB 0,79aB
ZnOCl 0,66bA 0,75aA 0,84aB 0,97aB
ZnOCl:0,1Cu 0,61bA 0,7aA 0,72aA 0,89aA
Hidroéxido de cobre 0,49aA 0,64aA 0,84aB 0,85aB
Agua (testemunha) IcA 0,92bA laA laA
CV (%) 18,13

Meédias seguidas por letras distintas maitisculas na linha e minasculas na coluna diferem pelo teste de

Scott-Knott a 0,05.
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No intervalo de pulverizacdo de 6 dias ndo houve diferenca estatistica entre os
nanocristais de ZnO:1Mg, ZnOCI e ZnOCI:0,1Cu e o hidréxido de cobre, os quais diferiram
significativamente da testemunha. Ja nos intervalos de pulverizagdo de 9 e 12 dias ndo houve

diferenca significava entre os produtos e a testemunha para AACPD.

No intervalo de pulverizagdo de 3 dias, com o nanocristal ZnO:1Mg (Figura 1) houve
uma redugdo significativa na AACPD da mancha bacteriana do tomateiro, em relacdo ao

hidroxido de cobre, ZnOCI e ZnOCIl:Cu, com resultados semelhantes para os demais intervalos.

60 -

AACPD (%)

o
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I

\
\

0 T T 1
3 6 9 12

Intervalos de pulverizacdo (dias)

Hidroxido de cobre —— Agua

----- ZnO Mg —4— ZnOCl — - = ZnOClI Cu

Figura 1. Area abaixo da curva de progresso da mancha bacteriana do tomateiro, em funcao dos

diferentes intervalos (3, 6, 9 e 12 dias) de pulverizagdo com nanocristais.

Aos 15 dias apds a inoculacdo observa-se um incremento na curva de progresso da
mancha bacteriana do tomateiro, principalmente para a testemunha e nos diferentes intervalos
de pulverizacdo (Figura 2). Nos intervalos de pulverizacdo de 9 e 12 dias, a severidade da
doenga ¢ semelhante tanto com o uso dos produtos, quanto para a testemunha, indicando que

estes intervalos de pulverizagdo ndo sdo adequados para o manejo da doenga.
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Figura 2. Intensidade da mancha bacteriana do tomateiro, nos intervalos de pulverizagao de 3,

6, 9 e 12 dias.

Os nanocristais de ZnO podem ser dopados com diferentes elementos, como cobre (Cu),
ferro (Fe), manganés (Mn), niquel (Ni), cobalto (Co), cromo (Cr), molibdénio (Mo), nidébio
(Nb), vanadio (V), ruténio (Ru), prata (Ag), platina (Pt) e ouro (Au) (Zaleska, 2008),
melhorando o seu efeito bactericida. A dopagem ¢ um processo que permite que sejam
adicionados novos elementos na estrutura do nanocristal, sendo também uma forma de ajustar
as propriedades dos 6xidos funcionais, alterando sua estrutura fisica e eletronica e modificando

suas caracteristicas quimicas (Callister Junior 2002).
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A acdo bactericida dos nanocristais de ZnO (Sawai et al. 1996) pode ser influenciada
pela sua forma, concentragdo e tamanho, que quanto menor for, maior serd sua penetragao nas

células bacterianas, causando danos celulares (Yamamoto 2001; Yang et al. 2009).

Os nanocristais ao entrarem em contato com 0s microrganismos, integram com as
membranas celulares, levando a alteragdes no sistema respiratério da célula, na permeabilidade,

no DNA, ocorrendo a morte celular programada (Sperling et al. 2008; Zhang et al. 2013).

O mecanismo de a¢do dos nanocristais aos microrganismos pode estar relacionado com
a perda da capacidade de replicagdo do DNA da bactéria e a inativacao das proteinas celulares
(Arab et al. 2017). Além do aumento de espécies reativas de oxigénio no interior celular,
ocasionando o rompimento da membrana plasmatica e consequentemente a morte da bactéria

(Wang et al. 2014).

Os nanocristais de ZnO dopados com Cu, Mn, Ni, Au e Ag apresentaram efeito
bactericida a Pantoea ananatis in vitro (Mamede 2018), e o nanocristal de ZnO dopado com
Cu e Mn reduziram a severidade da mancha branca do milho (Mota 2019). Fraga (2020)
observou que os nanocristais de ZnO puros e dopados (Ag, Au, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo ¢ Ni)
inibiram o crescimento de Xanthomonas spp. in vitro, o uso do nanocristal de ZnO:1K reduziu
a presenca da bactéria nas sementes inoculadas de tomate e o uso de ZnO:0,5Mo foi eficiente

no controle preventivo da mancha bacteriana do tomateiro.

O desempenho do nanocristal de ZnO:1Mg semelhante ao hidroxido de cobre, no
intervalo de pulverizagdo de 3 dias, indica sua possibilidade de uso, no controle de
Xanthomonas spp. na cultura do tomate, uma vez que ja foi relatado estirpes de Xanthomonas
resistentes a fungicidas ctpricos e antibioticos (Pereira 2011). No intervalo de pulverizag¢do de
trés dias com nanocristal de ZnO:1Mg, até os 21 dias apds a inoculacdo, a quantidade de doenga

foi reduzida, consequentemente isto pode levar a um retardo na ocorréncia de epidemias no

14



campo, principalmente se as condigdes ambientais forem favordveis, devido a menor
quantidade de inoculo presente. Além disso, os nanocristais de ZnOCl e ZnOCIl 0,1Cu também
reduziram a severidade da mancha bacteriana do tomateiro (Figura 1), quando pulverizadas em

intervalos de trés e seis dias.

Os nanocristais apresentam grande potencial para serem utilizados no controle de
doencas de plantas. Entretanto, é necessario conhecer os melhores elementos quimicos a serem
dopados com ZnO, a dose e os intervalos de pulverizagdo, para que se tenha melhor eficiéncia
no manejo de fitobactérias (Mota 2019). O controle das doencas bacterianas ¢ dificil em campo,

e medidas preventivas devem ser adotadas (Lopes 2009).

CONCLUSAO

Conclui-se que o intervalo de pulverizacao de trés dias, com o nanocristal ZnO:1Mg
reduziu a severidade da mancha bacteriana do tomateiro e os nanocristais quando pulverizados
em intervalos de trés e seis dias podem ser recomendados para o manejo da doenca, reduzindo

o uso de defensivos agricolas e consequentemente o impacto ambiental.
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