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RESUMO

A Mancha Aureolada (Pseudomonas syringae pv. garcae - Psg) é a principal bacteriose
que afeta o cafeeiro. Em condicdes favoraveis, clima ameno e lavouras expostas a ventos e
umidade, a doenca ocasiona prejuizos em viveiros e plantas adultas. Em areas que contém o
patdgeno, os métodos de controle recomendados se limitam ao uso de preventivos (cupricos) e
curativos (antibidticos), porém a utilizagdo sucessiva desses produtos pode acarretar
contaminacdo ao meio ambiente a longo prazo e também levar a selecdo de isolados de Psg
resistentes. Desta forma, pesquisas estdo sendo realizadas afim de encontrar formula¢Ges mais
eficientes quanto a atividade antimicrobiana, como as nanoparticula de cobre. Assim,
objetivou-se com este trabalho testar a eficiéncia da nanoparticula de 6xido de cobre (CuO NP)
no controle da Mancha Aureolada do Cafeeiro em comparagdo aos produtos convencionais.
Foram realizados dois experimentos: no primeiro foi avaliado o efeito antibacteriano in vitro
de diferentes concentragdes de NP CuO (0, 25, 50, 100, 200, 400 mg.L™?) a isolados de Psg
resistentes e sensiveis ao CuSOa. No segundo experimento, os isolados UFLA 52 e UFLA 103,
respectivamente sensivel e resistente a nanoparticula de cobre in vitro, foram inoculados em
mudas de cafeeiro previamente tratadas com a dose mais eficaz obtida no ensaio in vitro e com
trés produtos comerciais (Casumin® Big Red® e Supera®). Exposicdes a partir das
concentragdes de 25 mg.L ™ apresentaram efeito inibitério no crescimento dos isolados, sendo
a dose proxima de 200 mg.L*a mais eficiente, com reducdo de 38.04% e 4.73% para 0 UFLA
52 e UFLA 103 respectivamente. O efeito da NP CuO na eficiéncia de reducdo da severidade
da doenca foi de 27.82%, para as mudas inoculadas com o isolado sensivel, e 24.21% para as
mudas inoculadas com o isolado resistente NP CuO, portanto semelhante estatisticamente aos
produtos comerciais. Esses resultados sugerem a necessidade de aprofundamento nos estudos
de diferentes nanoparticulas, bem como nas avalia¢Ges bioldgicas para viabilizar a utilizacdo

destas como formulac@es antibacterianas para protecdo do cafeeiro contra a Mancha Aureolada.

Palavras-chave: Pseudomonas syringae pv. garcae, controle quimico, Coffea arabica



ABSTRACT
Bacterial Blight Spot (Pseudomonas syringae pv. garcae - Psg) is the main bacteriosis that
affects coffee crops. Under favorable conditions, mild climate and crops exposed to wind and
humidity, the disease causes damage to nurseries and adult plants. In areas with the presence
this pathogen, the recommended control methods are the use of preventatives (copper based
products) and curatives (antibiotics), but the successive use of these products can lead to long-
term environmental contamination and also lead to the selection isolates resistant Psgs. Thus,
research is being carried out in order to find more efficient formulations in terms of
antimicrobial activity, such as copper nanoparticles. Thus, the objective of this study was to
evaluate the efficiency of the copper oxide nanoparticle (CuO NP) in the control of Coffee
Bacterial Blight Spot compared to conventional products. Two experiments were carried out:
in the first one, the in vitro antibacterial effect of different concentrations of NP CuO (0, 25,
50, 100, 200, 400 mg.L1) was evaluated against Psg isolates resistant and sensitive to CuSOa.
In the second experiment, the isolates UFLA 52 and UFLA 103, respectively sensitive and
resistant to copper nanoparticle in vitro, were inoculated in coffee seedlings previously treated
with the most effective dose obtained in the in vitro test with three commercial products
(Casumin®, Big Red® and Supera®). Exposures from concentrations of 25 mg.L ™ showed an
inhibitory effect on the growth of the isolates, with a dose close to 200 mg.L ™ being the most
efficient, with a reduction of 38.04% and 4.73% for UFLA 52 and UFLA 103 respectively. The
effect of NP CuO on the efficiency of disease severity reduction was 27.82% for seedlings
inoculated with the sensitive isolate, and 24.21% for seedlings inoculated with the resistant
isolate NP CuO, therefore statistically similar to commercial products. These results suggest
the need for further studies of different nanoparticles, as well as biological evaluations to enable

their use as antibacterial formulations to protect the coffee crop against Bacterial Blight Spot.

Keywords: Pseudomonas syringae pv. garcae, chemical control, Coffea arabica



2.1
2.2
2.3

3.1
3.2

4.1

4.1

4.2

4.3

4.4

5.1

5.2

SUMARIO

INTRODUGAO ........coieieeeeeeeeee ettt see st ses st 9
REFERENCIAL TEORICO ... oo eeeeeeee et aeee e e e aeenseenaees e aeen e 12
IMPORTANCIA DO CAFE NO BRASIL ...vvtttietttiiieietetteteteeeteieeeeeteeeaseeeeseeeseessenssnsnsennnnnnes 12
MANCHA AUREOLADA DO CAFEEIROD ..uuuieeeeeieeeeeeee e e eeeeeeeeeaeeeeeeee e eeeaaseeeneeennnnnnns 12
O COBRE ..ottt e e e e e et et e e e et e e et e e e e et e e e et e e e e e e e e eee e e aaeaaaes 16
OBUIE T IV O ... 23
OBUIETIVO GERAL....cittiteieeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et e e et et e et e e e e e e e e e et e e e e e e e reeeeeeees 23
OBUIETIVOS ESPECIFICOS ..ttt eeteeeeeee e e e e et et eeee e e e e e et e e e eeeeeeeeeeee e e e e e eeeeeeeeenaaaaeeeees 23
MATERIAL E METODOS ...t ee et eees e e s aeeaeeae s an s 24
REATIVACAO DOS ISOLADOS BACTERIANODS .....cccciittiieeiiiriieeeiiireeessisrreeessssseeessnsseeens 24
OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE COBRE .....cccciiuviiieiiirieeesiirteeeeseiraeeessnraseessnnes 24

SENSIBILIDADE DOS DIFERENTES ISOLADOS DE PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. GARCAE IN
VITRO AS DOSES DE NANOPARTICULA DE OXIDO DE COBRE ......ocveveeeeeeeeeeeeeeeaeeeenns 25

APLICAGAO DA NANOPARTICULA DE COBRE EM MUDAS DE CAFE INOCULADAS COM

ISOLADOS RESISTENTE E SENSIVEL DE PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. GARCAE............. 26
AN ALISE EST AT STIC A ettt ettt ettt e et e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e s 29
RESULTADOS E DISCUSSAO ..ottt ettt enes e eneeenns 30

NANOPARTICULAS DE CUO NO CONTROLE DA MANCHA AUREOLADA DO CAFEEIR0O36
CONGCLUSAO ... ee e ee e eeeeseeeeeeeeeeeeeeeneneens 44

REFERENCIAS ..ot e e et ee et e e et e e e et es e e e e es e e e e ereereeans 45



1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador de café do mundo. Em 2021 é esperada uma
producdo por volta de 46,7 milhGes de sacas de café colhidos e Minas Gerais é o principal
estado produtor, e compreendendo 52,27 % de toda a area produtora do pais (CONAB, 2021).
De janeiro a agosto de 2021, foram destinados a exportacdo 26,3 milhdes de sacas/60kg
(CECAFE, 2021). Entretanto, ha varios fatores, como condi¢des climaticas adversas,
deficiéncias nutricionais, pragas e doencas que podem afetar a produtividade da cultura,
causando perdas significativas.

A Mancha Aureolada do Cafeeiro, causada por Pseudomonas syringae pv. garcae
(AMARAL, TEIXEIRA E PINHEIRO, 1956) Young, Dye & Wilkie 1978 (Psg), tem se
destacado na cafeicultura brasileira, nos ultimos anos, como uma das principais doencas dessa
cultura. Ela foi constatada pela primeira vez em 1955, na regido de Garca, no Estado de S&o
Paulo (AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956). Inicialmente a doenga era mais comum nas
regibes cafeeiras mais frias, como os Estados do Parana e Sdo Paulo, porém, tem sido relatada
nas zonas cafeeiras do Cerrado Mineiro (Triangulo e Alto Paranaiba), Sul de Minas e areas de
Matas de elevadas altitudes (ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011).

Recentemente, sérios prejuizos foram também observados em viveiros e lavouras
novas com até 4 anos (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010). Em viveiro comercial de
mudas em Nepomuceno MG, Belan et al. (2015) ao caracterizar a distribuicdo espacial da
Mancha Aureolada do Cafeeiro, verificou a incidéncia da doenca em 56 % das mudas com 61
dias apds a primeira avaliacdo. Oliveira (2017) ao avaliar a incidéncia da doenca em lavouras
de café, observou o pico de 70 a 80 % de plantas doentes, em temperaturas em torno de 20°C e
precipitacdo acima de 125 mm por més.

Os sintomas da doenca sdo observados nas folhas, flores, frutos novos e ramos do
cafeeiro. Manchas de coloracéo pardo-escura, formato irregular, envolvidas por halo amarelo
séo observadas nas folhas mais velhas. Nas folhas novas, as lesdes apresentam formato circular
e sdo circundadas por um halo amarelo, que pode ndo ser notado, mas ao se observarem as
folhas sintomaticas contra a luz é possivel verificar uma transparéncia nessa regido (POZZA;
CARVALHO; CHALFOUN, 2010). Em decorréncia desses sintomas ocorre a queda das folhas
e diminuicdo da producdo de fotoassimilados na planta, além da queda de flores, frutos
chumbinhos e consequentemente diminui¢do da produtividade. Em viveiros ocorre desfolha,
morte de ponteiros, podendo levar até a morte de mudas (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014).
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A disseminacdo de Psg ocorre facilmente por meio de mudas infectadas, 4gua de
irrigacdo, rajadas de ventos, equipamentos de podas e transito de maquinas em areas de cultivo
(BELASQUE; BEDENDO, 2018). Com base nessas informacdes, medidas de manejo vém
sendo empregadas para tentar prevenir a disseminacdo e o estabelecimento do patdégeno nos
campos de producdo. O uso de cultivares resistentes € a melhor opc¢do de controle da Mancha
Aureolada, entretanto a doenga ocorre com destaque para cultivares do grupo ‘Mundo Novo’,
as mais suscetiveis (CARDOSO; SERA, 1983). Entre as medidas de controle esta o plantio de
mudas sadias e a aplicacdo de bacteriostaticos e bactericidas, que porém tém sido pouco
eficientes (BELAN; POZZA; SOUZA, 2014).

As moléculas cupricas vém sendo utilizadas no controle preventivo dessa doenga,
devido a formacdo de uma pelicula protetora de cobre na folha, dificultando a penetracdo do
patdgeno (ORDAX et al., 2006). Para o controle da Mancha Aureolada do Cafeeiro as doses
recomendadas dos produtos a base de cobre variam de 2250 a 4500 mg.kg* (AGROFIT, 2021).
Os cobres fixos mais comumente utilizados, como hidroxido de cobre, oxido cuproso e
oxicloreto de cobre, possuem baixa solubilidade e sdo facilmente lixiviados, podendo
contaminar os solos e lencdis freaticos. A Dinamarca e Holanda sdo exemplos de paises da
Unido Europeia que estdo restringindo a utilizacdo de cobre, devido as contaminagdes nos
campos de producdo (LAMICHHANE et al., 2018). Consequentemente, o interesse em usar
nanotecnologia, para reduzir a dose aplicada e resolver essas ineficiéncias tem aumentado (MA
etal., 2019).

As nanoparticulas inorganicas apresentam alta relacéo superficie-volume, o que facilita
as reacOes e liberacdo do Cu?" em concentragdo bem inferior aos defensivos comuns sem
comprometer sua eficacia, podendo evitar efeitos negativos de lixiviacdo, contaminacdo de
solos e lencgois freaticos e excesso de gastos financeiros. Sua estrutura favorece maior acédo
antimicrobiana, o que potencializa as multifuncionalidades existentes no nanometal de forma
mais precisa para controle de bactérias e fungos fitopatogénicos.

Especificamente as nanoparticulas de cobre tem sido um tdpico de pesquisa recente,
principalmente devido as diversas atua¢fes na planta, como micronutriente para nutri¢do e
componente das vias de defesa, e como agente antimicrobiano (MA et al., 2019). Diversos
trabalhos constataram a eficiéncia das nanoparticulas no controle de bactérias fitopatogénicas,
como Xanthomonas campestris (GHORBANI; MORADIAN; BIPARVA, 2018), X. oryzae pv.
oryzae (MAJUMDAR et al., 2019), X. perforans (STRAYER, 2018), P. syringae (BANIK;
LUQUE, 2017), P. syringae pv. tomato. (LI; YANG; CUI, 2017) e Erwinia amylovora
(GKANATSIOU et al., 2019).
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Diante disso, neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito antibacteriano in vitro de
diferentes doses da nanoparticula de 6xido de cobre (NP CuO) a estirpes de P. syringae pv.
garcae, com diferentes niveis de sensibilidade ao cobre, e avaliar a eficacia de NP CuO e de

produtos comerciais no controle da Mancha Aureolada do Cafeeiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Importéncia do café no Brasil

Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex A. Froehner sdo as espécies mais
utilizadas para o consumo, ambas sao pertencentes a familia Rubiaceae. O café ¢ originario da
Etidpia na regido de Kafka, no centro da Africa e esta entre as culturas de maior importancia
econdmica em todo mundo, sendo amplamente cultivado em paises tropicais (ALVES, 2011).
A produtividade média de café arabica esperada para o0 ano de 2021 é de 22,7 sacas/ha e a
producdo de 31.354,9 milhdes de sacas beneficiadas, safra essa inferior a passada em razéo da
sua bienalidade positiva de 2020 (CONAB, 2021).

Os parques cafeeiros de arabica sdo formados por aproximadamente 6 milhdes de
plantas, sendo 70% presentes apenas no Estado de Minas Gerais, consagrado como o maior
centro cafeeiro do Pais. A cultura enfrenta obstaculos em relacdo a enfatizada competitividade
do café por ser o Brasil o maior produtor e exportador mundial (OLIVEIRA; MEDINA;
FIGUEIREDO, 2019). A espécie C. arabica possui 135 cultivares registradas, sendo, portanto,
a mais cultivada e consumida no pais (MAPA, 2021). De acordo com Bliska et al. (2018) as
cultivares Catuai, Mundo Novo e Acaia sdo as mais presentes nos parques cafeeiros e

suscetiveis as principais doencas da cultura, incluindo a Mancha Aureolada do Cafeeiro.
2.2 Mancha Aureolada do Cafeeiro

A Mancha Aureolada do Cafeeiro foi relatada pela primeira vez no Brasil em 1955 na
cidade de Garc¢a, Estado de Sdo Paulo. Posteriormente, provavelmente em decorréncia do livre
comércio de mudas e expansdo das areas de producdo, logo a doenca foi também relatada em
outros estados, como Parand (MOHAN, 1976), Minas Gerais, nas regides do Triangulo, Alto
Paranaiba e Sul (ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011), Espirito Santo, em viveiros
sombreados de café conilon (VENTURA et al., 2007) e em Ronddnia, em areas de cafeeiro no
municipio de Sdo Miguel do Guaropé (VIEIRA et al., 2015). A doenca também foi detectada
em outros paises tropicais, como Uganda (CHEN, 2002), Etiopia e Quénia (RAMOS;
SHAVDIA, 1976; KOROBKO; WONDIMAGEGNE, 2018), e na China (XUEHUI etal.,
2013).

Os sintomas da doenga ocorrem em viveiro de mudas e em lavouras no campo. Em
mudas de cafeeiro, os sintomas iniciais nas folhas sdo pequenas lesdes necroticas, irregulares,
anasarcadas, de coloracdo marrom escuro, que aumentam em tamanho, sendo posteriormente
circundadas por halos amarelados. A seguir, a bactéria se dissemina pela propria planta e para

mudas adjacentes, podendo colonizar também tecidos do caule e do apice, causando necrose
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das folhas novas e do ponteiro, superbrotamento e até a morte das mudas (RODRIGUES et al.,
2013).

Em condi¢cdes de campo os sintomas caracteristicos sdo lesdes foliares necroticas
irregulares, inicialmente anasarcadas, de coloragdo marrom escuro, circundadas por halo
amarelado, que podem coalescer, formando grandes areas necrosadas. A doenga também ocorre
em rosetas, frutos (frutos novos sdo mais suscetiveis) e ramos do cafeeiro, causando queda
prematura de folhas e seca das hastes e dos ramos. Na tentativa de se recuperar, as plantas
emitem novos ramos, originando sintomas de superbrotamento mudas (RODRIGUES et al.,
2013).

Os sintomas da Mancha Aureolada podem ser semelhantes a Cercospora-Negra
(Cercospora coffeicola) e Mancha de Phoma (Phoma tarda) e também podem ser parecidos
com injurias causadas por fatores climaticos e disturbios nutricionais (POZZA; CARVALHO;
CHALFOUN, 2010).

2.2.1 Etiologia

O agente etiolégico da Mancha Aureolada do Cafeeiro é Pseudomonas syringae pv.
garcae (AMARAL, TEIXEIRA E PINHEIRO, 1956) Young, Dye & Wilkie 1978 (Psg). A
bactéria pertencente ao filo Proteobacteria, classe Gamma Proteobacteria, ordem
Pseudomonadales, familia Pseudomonadaceae, é Gram negativa, tem formato de bastonetes
levemente curvos de 0,5-1,0 x 1,5 — 5,0 um, com flagelos polares (RODRIGUES et al., 2013).
Em meio de cultura King B produz pequena quantidade de pigmentacdo fluorescente
(RAIMUNDI et al., 2021). A producédo de melanina pode ser observada quando o patogeno é
isolado em meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) e NA (Nutriente Agar). Barta e Wills
(2005) encontraram resultado positivo para utilizagdo como fonte de carbono de D-sorbitol e
negativo para D (-) tartaro, lactato e trigonelina.

De acordo com Lelliott, Billing e Hayward (1966) a bactéria enquadra-se no grupo | das
bactérias fluorescentes. Nos testes LOPAT (Levana, Oxidase, Podriddo em batata, Arginina e
Hipersensibilidade em fumo) é positiva para levana e induz hipersensibilidade em fumo,
negativa para oxidase, podriddo em discos de batata, arginina di-hidrolase, hidrolisa gelatina
(RAIMUNDI et al., 2021) e ndo acumula Poli- - hidroxibutirato.

2.2.2 Epidemiologia

Para ocorrer a infeccdo da Psg, segundo Freitas (2017) sdo necessarias condi¢cfes
climaticas favoraveis, como temperaturas diurnas de aproximadamente 28 °C, que favorecem

a sua multiplicacdo, e para as condi¢fes de pré e pds penetragdo as temperaturas ideais sdo



14

aquelas em torno de 19.2 °C. A presenca de chuvas continuas contribui para a formagao de um
filme de agua que beneficia a sobrevivéncia e colonizacdo na superficie da folha (ROMEIRO,
2001a).

A disseminacdo em viveiros, sob condicGes de adensamento e excesso de umidade,
ocorre pelo contato direto entre as mudas, acéo de chuvas, ventos ou por sementes. Belan et al.
(2016) encontraram indculo vidvel em sementes provenientes de plantas infectadas com Psg.
Segundo Zocolli, Takatsu e Uesugi, (2011) a ocorréncia da doenca em viveiros pode causar
perdas de até 70%. Belan et al. (2015) também relataram epidemia da mancha aureolada em
viveiro com 56% de incidéncia em mudas, aos 61 dias ap6s a primeira avaliacdo. As mudas
contaminadas representam o indculo inicial para a disseminagdo a longas distancias, quando
transportadas para novas areas de plantio (CARVALHO; CHALFOUN, 1998). Oliveira (2017)
ao avaliar o progresso da mancha aureolada em viveiros, observou o inicio da epidemia 15 dias
apos a introducdo do indculo inicial, com duracdo da epidemia correlacionada ao tempo de
molhamento foliar e velocidade do vento.

As fitobactérias, diferentemente dos fungos, ndo possuem estruturas para romper as
barreiras das folhas ao estabelecer o sitio de infeccdo, portanto, a penetracdo é passiva
(ROMEIRO, 2001a). A penetragdo passiva acontece por meio de entradas naturais ou
ferimentos, que liberam substancias quimicas que possibilitam o movimento flagelar
direcionado (quimiotactismo positivo), possibilitando a entrada no cafeeiro (BELASQUE;
BEDENDO, 2018).

O café é uma cultura perene que demanda diversos tratos culturais quando implantado,
tal como diferentes tipos de podas, pulverizagdes e transito de maquinas. Dessa maneira, 0
manejo proporciona lesGes (ferimentos) nas plantas, que servem de entrada para a fitobactéria
(BELASQUE; BEDENDO, 2018).

As entradas naturais presentes e numerosas nas folhas representam outro fator
importante para a infeccdo da planta. Os estdmatos, hidatddios e nectarios, presentes nas folhas
e flores, sdo meios de acesso ao interior da planta. Um gradiente populacional da bactéria €
formado as margens das entradas naturais e ferimentos, sem haver nenhuma via preferencial no
processo de infecgdo (SOUZA et al., 2019).

Ap0s a penetracdo Psg se estabelece na parte aerea do cafeeiro, colonizando os espacos
intercelulares das folhas, que contém agua livre, para se nutrirem das células hospedeiras e se
multiplicar (Romeiro, 2001a). A bactéria produz a fitotoxina denominada tabtoxina, que afeta
as fungbes das plantas, atuando como fator de viruléncia, ndo sendo essencial para o
estabelecimento do fitopatdgeno (ROMEIRO, 2001a).
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A tabtoxina atua inativando de forma irreversivel a enzima glutamina sintetase, que
desencadeia 0 acimulo de amdnia toxica, o desaclopamento da fosforilagdo oxidativa, inibicdo
da fotossintese e fotorrespiracdo (BALLIO etal., 1991). Outras consequéncias sdo a deficiéncia
de glutamina na célula, a qual participa da sintese de proteinas relacionas a defesa do cafeeiro,
e 0 aparecimento de clorose nas folhas seguidas de lesdes necrdticas, circundadas por um halo
amarelado (BALLIO et al., 1991). A producéo dessa fitotoxina esta relacionada ao gene tblA
do cromossomo BR2 que codifica uma proteina de 231 aminoacidos e esta relacionada a
producdo de tabtoxinina-beta-lactona, parte toxica da tabtoxinina liberada no interior do tecido
vegetal. (MANNING; DANSON; CALDERONE, 2018).

2.2.3 Meétodos de Controle

Os métodos de controle mais eficientes estdo associados as medidas de exclusédo, as
quais consistem em combater e/ou dificultar a entrada e disseminacdo do fitopatdgeno na
lavoura, por meio da utilizacdo de sementes e mudas sadias, escolha de &reas livres da doenca,
formacdo de quebra-ventos ao redor da lavoura, pulverizacdo de preventivos (cupricos) apds
operacdes culturais, como podas, e limpeza de maquinarios apos os tratos culturais (BELAN;
POZZA; SOUZA, 2014).

Em lavouras em que bactéria ja ocorre, deve-se recorrer aos métodos de erradicacdo. O
controle é restrito limitando-se a utilizacdo de antibidticos (curativo) e cupricos (preventivo),
contudo, pouco eficientes dependendo das condicbes climéticas e severidade da doenca. O
nimero de defensivos registrados para o controle de Psg no sistema de agrotdxicos
fitossanitarios se restringe ao antibidtico Casugamicina e aos cupricos (preventivo), como
oxicloreto de cobre e 6xido cuproso (AGROFIT, 2021).

Métodos culturais, como a adubacdo eficiente e adequada para fornece a planta os
nutrientes necessarios, podem aumentar suas defesas a patdgenos e reduzir o ndmero de
pulverizacdes no controle de doencas. Perez et al. (2017) avaliaram o efeito das doses de
nitrogénio em solugdo nutritiva na intensidade da Mancha Aureolada do Cafeeiro e observaram
reducio da severidade da doenca até a dose 13,34 mmol L N.

Em viveiros localizados em altitudes elevadas é necessario a utilizacdo de quebra
ventos, a compra de sementes e mudas sadias certificadas e a pulverizagéo quinzenal de forma
preventiva, devido a alta perda de mudas causadas pela da doenca (ZAMBOLIM, 2015). Outra
opcao para controle é a utilizacdo de cultivares resistentes ao patdgeno. Sementes de cafeeiros
resistentes ja podem ser comercializadas, tal como a cultivar IPR 102 e IPR 106 (CARDUCCI
etal., 2017).
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2.3 O cobre

O primeiro relato da utilizagcdo do cobre na agricultura, ocorrido no ano de 1885 no
controle do mildio da videira, foi mencionado ao cientista Pierre-Marie-Alexis Millardet (1838
- 1902). A mistura de cobre com Cal ficou conhecida como calda bordalesa (LAMICHHANE
etal., 2018).

O cobre (Cu) € um micronutriente metélico cuja absor¢do acontece em forma idnica
Cu?* e Cu-quelato, com redistribuicio restrita no floema (pouco mével). No metabolismo da
planta atua como ativador enzimatico, carreador de elétrons associado a plastocianina nos
cloroplastos e processos de oxirreducdo (FAQUIN, 2005).

Na respiracdo, o cobre atua na fosforilagio oxidativa juntamente com o ferro (Fe** a
Fe2*). De acordo com Faquin (2005) esse metal esta associado ao complexo citocromo oxidase
da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (respiracao). Além disso, o cobre participa
como co-fator da enzima antioxidante superéxido dismutase, localizada nos cloroplastos e
citosol, que tem acdo de decompor algumas espécies reativas de oxigénio decorrentes da
explosdo oxidativa da planta em resposta a algum estresse abidtico ou biotico (NASCIMENTO;
BARRIGOSSI, 2014).

O cobre também tem papel importante na lignificacdo do xilema e parede celular. Este
metal ativa enzimas polifenol oxidase e oxidase diamina, que atuam na oxidac&o de compostos
fendlicos precursores da lignina (MARSCHNER, 2012). A lignina é um polimero fendlico
unido por subunidades de alcool que fornece a planta resisténcia mecénica a infeccdo de
patdgenos. Estas subunidades sdo sintetizadas pela fenilalanina e oxidadas no local pelas
peroxidase e lactase (TAIZ; ZEIGER, 2009; SAKIYAMA et al., 2015). Utilizando produtos a
base de cobre Guimaraes et al. (2011) conseguiram incremento significativo na lignificagdo dos
tecidos do cafeeiro em relacdo a testemunha.

O fornecimento de cobre para suprir as necessidades nutricionais da planta pode ser via
solo, na proporgéo de 8 a 16 mg.L™ Cu de matéria seca (RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ,
1999), ou aplicacdo foliar, de 10 a 50 mg.L? de Cu (MATIELLO, 2005). Contudo, ao
ultrapassar esse limite o cobre pode ficar livre no citoplasma e causar desordem no metabolismo
celular.

O produtor de café deve ficar atento, pois as pulverizacbes foliares com fungicidas
capricos, usadas no manejo das principais doencas fangicas e bacterianas, fornecem as
quantidades nutricionais suficientes (RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ, 1999). Diferentes

dos cupricos fixos, os fertilizantes foliares a base de cobre apresentam maior toxidade a planta,
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devido a sua capacidade de penetracdo e consequentemente menor cobertura foliar, como
nitrato e sulfato de cobre complexado com gluconatos (FREITAS, 2017)

Os fungicidas cupricos mais utilizados sdo o oxicloreto, o hidréxido e o sulfato de cobre e
0 oxido Cuproso (FRAC, 2021). Os cobres fixos sdo compostos insollveis ou de baixa
solubilidade com maior retencdo foliar, que precisam formar uma camada protetora no tecido
vegetal, antes do estabelecimento do patdégeno (LOPES; JUNIOR; FONSECA 2018).

Uma diversidade de produtos cupricos, com diferentes formulacdes, granulometria e
dosagens, sao comercializados, o que influencia no controle de doencas. De acordo com Paula
(2018), a diferenga no tamanho da particula afeta diretamente na distribui¢do do cobre na area
foliar e resulta em diferentes niveis de controle entre eles, com maior eficiéncia encontrada para
oxido cuproso SC com 90% de distribuicdo, seguido por oxicloreto de cobre PM, hidréxido de
cobre SC e 6xido cuproso PM, respectivamente.

O cobre é um metal com propriedades antimicrobianas devido a sua habilidade de
aceitar ou doar facilmente seus elétrons no processo de oxirredugdo. Essa propriedade quimica
permite que os ions de cobre alterem as funcdes normais das enzimas dentro das células dos
patdgenos e das plantas. De acordo com Graham e Webb, (1991), o cobre esta ligado a formacéo
de compostos fenolicos (quinonas e fitoalexinas) na planta, a concentragéo foliar de Cu?* reduz
a atividade de enzimas peroxidases e catalase, provocando aumento da respira¢do no tecido
foliar, acumulando peréxido, substancia com propriedades bactericidas.

A acdo antimicrobiana dos cupricos também esta relacionada a liberacdo de cations
Cu*?, que formam complexos com sulfidrilas, hidroxilas e carboxilas de enzimas ou outros
compostos dos fungos, responsaveis por atuar em diferentes processos bioquimicos importantes
para sua sobrevivéncia (RODRIGUES, 2006). O acUmulo desse metal inativa grupos
sulfidrilicos presentes na catalase, sacarase, arginsase beta-glucosidase, asparaginase o que
desencadeia a desordem geral do metabolismo rompendo a integridade celular (GARCIA,
1999).

A toxidez por sulfato de cobre também desestabiliza a regulacdo de cofatores ferro-
enxofre que estdo envolvidos em vias associadas a biossintese de cisteina (CHILLAPPAGARI
et al., 2010). Promove o estresse oxidativo, que induz a producdo de espécies reativas de
oxigénio (superoxido e peroxido de hidrogénio), e causa mudangas significativas no
metabolismo celular (CHILLAPPAGARI et al., 2010).

A utilizacdo do cobre como barreira toxica em ramos, folhas e frutos atua no controle
de patogenos, com largo espectro de agdo contra fungos. Sua acéo € erradicante protetora,

atuando especificamente sobre a germinacdo dos esporos e inativando proteinas essenciais-
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Grupo SH da metionina (BALARDIN, 2017). Em ensaio in vitro oxicloreto de cobre reduziu
drasticamente o crescimento micelial de Cercospora coffeicola, sendo que na concentragéo
1500 mg.L* em meio de cultura o crescimento micelial foi totalmente inibido (LOMBARDI,
2002).

Os fungicidas cupricos sdo comumente usados no manejo preventivo das principais
doencas fungicas do cafeeiro, como a ferrugem (Hemileia vastatrix) (MOURA et al., 2018), a
mancha de olho pardo (C. coffeicola) (REIS; REZENDE; MARQUES, 2018), a mancha de
phoma (Phoma tarda) (POZZA; CARVALHO; CHALFOUN, 2010) e a mancha de ascochyta
(Ascochyta coffeae) (SAKIYAMA et al., 2015).

Moléculas cupricas sdo também utilizadas para o controle preventivo de fitobactérias.
A liberacdo de ions de cobre tem atividade bacteriostatica, inibindo o crescimento bacteriano
enquanto houver a pelicula protetora na folha (ORDAX et al., 2006). Ao atravessar a parede
celular das bactérias, por meio das porinas, na presenca do perdxido de hidrogénio, o Cu?* sofre
reacOes tipo redox (troca de elétrons), e produz radicais hidroxilas (-OH), que danificam
macromoléculas celulares, inclusive causando mutacdes no DNA e alteracdo na permeabilidade
seletiva da membrana plasmatica (LI; YANG; CUI, 2017)

A morte bacteriana ndo é generalizada, parte da populacdo ainda pode sobreviver na
superficie foliar, devido ao efeito bacteriostatico. As bactérias possuem mecanismos para sua
sobrevivéncia, como para manter a homeostase de cobre dentro de suas células. Na membrana
plasmética de bactérias Gram negativas existem as cuproenzimas, que utilizam o Cu?* como
co-fatores para realizar sua acao catalitica, ligando-se ao cobre permanentemente. A localizacdo
das cuproenzimas é estratégica afim de prevenir a toxidade no interior da célula (ANDREI et
al., 2020). Outra habilidade das bactérias para recuperar suas funcfes apds a retirada do cobre
no meio, € a formacao de biofilmes. Os biofilmes sdo comunidades bacterianas com uma matriz
de compostos polimeros extracelulares, que protegem e eliminam metabolitos toxicos e
antibacterianos (BOGINO et al., 2013).

As dosagens bacteriostaticas variam de acordo com a espécie, meio de cultivo e
formulacdo. Honorio, Goulart e Baquido (2019) observaram efeito inibitério in vitro a
Pseudomonas syringae pv. garcae acima de 150 mg.L?, em meio Kado e Heskett’s (1970),
enquanto Zocolli, Takatsu e Uesugi, (2011) observaram a paralisa¢ao do crescimento 200 mg.L"
! de Cu*?em meio composto por 3 g de caseina hidrolisada, 0,6 g de extrato de levedura, 3 ml de
glicerina e 18 g de agar bacterioldgico em 1,5 litro de dgua destilada. Resultados semelhantes
foram encontrados por Banik e Sharma (2011) em meio BDA (agar, batata dextrose) na dose

200 mg.L"* de oxicloreto de cobre.
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Yamada (2014) ao avaliar a sensibilidade in vitro de isolados de Psg em suspensao
aquosa, observou inibigdo do crescimento em concentragdes de 20 mg.L™* Cu*2. De acordo com
ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, (2011) a quantidade de Cu®* que devera ser absorvida na folha
do cafeeiro apés a aplicacdo, para ter acdo bacteriostadtica no parénquima foliar, esta em
concentragdes proximas a 200 mg.L ™ de matéria seca (MS).

Os produtos comerciais a base de cobre registrados para lavouras de café sdo o dxido
cuproso, o hidréxido de cobre e o oxicloreto de cobre, nas doses que variam de 2250 a 4500
mg.L (AGROFIT, 2021). As altas doses recomendadas no campo em relac3o as utilizadas em
laboratdrio resultam das condi¢Ges ambientais e da planta, que interferem no contato direto dos
ions de cobre com as células bacterianas, necessitando para o efeito bacteriostatico de maiores
concentragOes para compensar essas perdas.

O cobre tem sido utilizado de forma preventiva contra diferentes bacterioses em diversas
culturas, como na Mancha Bacteriana do Tomateiro, Xanthomonas perforans (ROBERT et al.,
2008), no Cancro Citrico, X. citri (BEHLAU et al., 2012), Queima Bacteriana da Pereira,
Erwinia amylovora (ELKING et al., 2015), Podriddo Negra das Cruciferas, X. campestris pv.
campestris (NAGAI et al., 2017), Bacteriose da Nogueira, X. arboricola pv. juglandis (NINOT
et al., 2002), Cancro Bacteriano do Kiwi, P. syringae pv. actinidae (VANNESTE, 2013) e
Tuberculose da Oliveira, P. savastanoi (TEVIOTDALE; KRUEGER, 2007). No cafeeiro os
defensivos cupricos atuam no controle preventivo de duas bacterioses: Mancha Aureolada, P.
syringae pv. garcae, e Crestamento Bacteriano, P. cichorii.

N&o ha davidas da grande demanda e necessidade em relacdo ao cobre, porém a sua
utilizacdo também causa preocupacdo quando realizada inapropriadamente, o que pode
acarretar no seu acumulo no solo e na agua. De acordo com Lamichhane et al. (2018), a
utilizacdo de cobre no campo, principalmente em culturas perenes, tem desencadeado um
aumento desse metal pesado na superficie do solo.

Existem solos com acimulo de cobre em areas de produgdo em diferentes paises do
mundo, como Australia (MERRINGTON; ROGERS; VAN ZWIETEN, 2002), Tanzéania
(SENKONDO; TACK; SEMU, 2014), Portugal e Itdlia (PESSANHA et al., 2010;
PROVENZANO et al., 2010), Estados Unidos (YANG et al., 2009) e Brasil (BRUNETTO et
al., 2014). Tais solos apresentaram quantidades de cobre metalico até cinquenta vezes acima do
aceitavel.

Holanda e Dinamarca séo paises da Unido Européia que sancionaram leis proibindo a
utilizacdo de cupricos na agricultura convencional e orgénica, em meio a controvérsias e

resisténcia por parte de produtores. A utilizagdo do cobre na agricultura orgénica ja se encontra
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em discussdo e alguns autores ja preveem a sua restricdo em mais paises de forma definitiva
(LAMICHHANE et al., 2018). A Unido Européia estipulou a lei 473/2002 para a reducdo
gradativa ao ano em areas de cultivo organico, devido a preocupacao com a seguranca alimentar
que impdem niveis maximos de residuos de Cu de 5 mg.Kg™ de peso dos alimentos (UNIAO
EUROPEIA, 2002).

Encontrar meios de substituir ou reduzir as quantidades de cobre é ainda um grande
desafio, j& que seu modo de a¢do tem atividade de amplo espectro, porém ha uma demanda da
sociedade em reduzir a dependéncia da agricultura ao cobre, exigéncia que atua como incentivo

necessario para pesquisas voltadas a melhores formas de sua utilizag&o.
2.3.1 Otimizacdo do uso de cobre: nanoparticulas

As nanoparticulas sdo materiais com 1 a 100 nandémetros (nm), podendo ser projetadas
com diferentes formatos e dimens@es especificas como esferas, folhas, hastes e até arranjos
mais complexos como nanotubos de carbono. As propriedades das nanoparticulas em relacdo a
seus equivalentes com massas maiores tém acao reativa mais potencializada devido ao seu
tamanho nano e maior relacdo superficie volume.

De acordo com Gkanatsiou et al. (2019), em geral a atividade antimicrobiana das
nanoparticulas é afetada ndo apenas por sua morfologia e composic¢éo (tamanho e forma), mas
com a liberagdo de Cu?*, embora estudos precisam ser realizados para maior elucidago.
Borgatta et al. (2018) ao avaliarem a dissolugéo de dois nanomaterias de diferentes morfologias
e composicdo, observaram diferenca na liberacdo de ions de Cu*. As nanofolhas de fosfato de
cobre tiveram liberacdo inicial rapida e continua em relacdo as NPs CuO, e a rapida atividade
da nanoparticula é uma propriedade que pode influenciar diretamente na eficicia do controle
da doenga.

Visto como um grande potencial no agroneg6cio muitos paises, como EUA, Japéo e
Unido Europeia, tem realizado iniciativas de investimentos em nanotecnologia. EXxistem
aproximadamente mais de 400 empresas no mundo buscando novas formas para sua utilizacdo
(GABAL et al., 2018).

Na agricultura tém sido observados resultados do seu emprego no armazenamento pos
colheita, manejo de doencgas e melhoria da produtividade. Rossi et al. (2019) ao avaliar a
resposta fisioldgica das mudas de cafeeiro a NP ZnO (10 mg.kg™) em relagdo & testemunha, foi
observado para raiz e folhas, aumento do peso fresco de 37% e 95% respectivamente. O mesmo
autor também obteve com o tratamento com NP ZnO, acréscimo significativo no peso seco da
raiz (28%), caule (95%) e folhas (20%). Shah e Belozerova (2009) ao aplicar 130 e 600 mg.L"
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L NP CuO no solo, observou acréscimo de 49% e 91% na germinacéo de sementes de alface,
respectivamente.

Na ultima década houve na Fitopatologia uma pesquisa crescente voltada para a sua
aplicacdo no controle de doencas de planta. As mais encontradas envolvem o uso de 6xidos
metalicos de ouro, prata e cobre na supressdao de patdgenos foliares, de caules, frutos e
podriddes radiculares (BANIK; SHARMA, 2011).

A atividade antibacteriana das nanoparticulas de cobre tem sido estudada recentemente.
Li, Yang e Cui (2017) observaram a a¢do das nanoparticulas de 6xido de cobre sobre P.
syringae pv. tomato, agente da Pinta Bacteriana do Tomateiro. O controle da doenca com a
nanoparticula foi estatisticamente igual ao comercial Kocide® 3000 (hidroxido de cobre) em
uma concentracao 32 vezes menor.

A atividade antibacteriana de trés compostos de cobre de tamanho nano (silica de cobre,
cobre multivalente e quaternario fixo) a isolados de X. perforans tolerantes ao cobre em
tomateiro, foi eficaz em campo, com a redugéo de 38% da severidade da doenca, nas doses de
100 e 200 mg.L . Os resultados foram semelhantes aos produtos Mancozeb® e Kocide® de
cobre metalico de tamanho micron, na dose de 540 mg.L* (STRAYER-SCHERER et al., 2018).

A Queima Bacteriana da Roma4, ocasionada por X. axonopodis pv. punicae, é uma das
principais doengas da cultura na India. Mondal e Mani (2014) ao analisar os efeitos das
nanoparticulas de cobre, nas doses de 8, 16 e 20 mg.L, em folhas de roma inoculadas com
spray foliar, verificaram colonizacdo reduzida da bactéria em comparacao a testemunha tanto
em pré quanto em pds inoculacdo. A maior supressdo da doenca, 73%, ocorreu em pré
tratamento um dia antes da inoculagéo. Resultados semelhantes foram encontrados por Mondal,
Bhar e Mani (2010) para controle de X. oryzae pv. oryzae em arroz, com aplicacOes foliares de
20 mg.L* de NP CuO, sete dias antes da inoculagdo por sprays. Houve reducéo de 53,85% na
severidade da doenca em relacdo a testemunha.

A atividade antibacteriana in vitro de nanoparticulas de cobre (CuTween20, CuTEG,
Cu,OTWEEN20 e CuOPEG1000) foi comparada ao Kocide® 2000 na concentragdo comercial
de 1000 mg.L? (GKANATSIOU et al., 2019). As bactérias fitopatogénicas foram inibidas pelas
nanoparticulas de cobre em concentragdes de 3 mg.L ™t a 12 mg.L ™ para E. amylovora, 75 mg.L
! para X. campestris e 100 mg.L™. para P. syringae, abaixo, portanto, da dose comercial.

Diferentes concentragdes de nanoparticulas de cobre, 60, 120, 180 e 240 mg.L™,
apresentaram reducdo in vitro de 9, 18, 34 e 97 %, respectivamente, das colonias de X.
campestris e com efeito bactericida (inexisténcia de colonia) a partir de 300 e 360 mg.L*
(GHORBANI; MORADIAN; BIPARVA, 2018).
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As nanoparticulas de cobre conseguem liberar os fons Cu?* de forma mais precisa, sem
necessitar de grandes quantidades para atingir a célula bacteriana. De acordo com Gabal et al.
(2018), 0 modo de acdo das nanoparticulas de cobre indica a ocorréncia de uma interacdo entre
as celulas bacterianas, através da sintese de espécies reativas de oxigénio (ERO) em suas
membranas, 0 que ocasiona a degradacao de lipidios, proteinas e danos no DNA da fitobactéria.

AlteracBes na morfologia das células de P. syringae pv. tomato foram observadas por
Li, Yang e Cui (2017) em razéo da adesao das cargas opostas entre o cobre (positiva) e parede
celular bacteriana (ligeiramente negativa). Desta maneira o nanometal ¢ capaz de formar
cavidades na parede celular proporcionando a sua entrada e um ambiente oxidativo dentro das
celulas do patégeno.

Além da inducdo oxidativa dentro das céelulas do patdgeno, pesquisas recentes tém
evidenciado as outras multifuncionalidades dos nanocobres, dentre elas, a importancia em vias
metabdlicas de defesa da planta, como agente antimicrobiano. Ma et al. (2019) ao aplicar 500
mg.L de nanoparticulas de cobre (nanosheets) em tomateiro, verificaram a reduco em 31%
da incidéncia da Murcha de Fusarium (F. oxysporum f. sp. lycopersici) e um aumento na
expressao de genes responsaveis pela defesa da planta, como da polifenol oxidase (PPO) e da
proteina de resisténcia 1Al (PRP1A1).

Zhao et al. (2017), ao pulverizar plantas de milho com doses de 0, 10 e 100 mg.L™ de
nanoparticulas Cu(OH)2, observaram aumento de forma gradativa de dois aminoacidos
aromaticos, tirosina e fenilalanina, precursores dos metabdlitos secundarios responsaveis por
estimular a sintese de compostos importantes para a efetiva defesa das plantas. Os genes
responsaveis pela expressdo das enzimas antioxidativas, peroxidase (POD1) e glutationas S-
transferase (GSTs), promoveram aumento significativo na dose 10 mg.L™, contudo na dose de
100 mg.L? a expressdo foi reduzida. A enzima POD1 atua na lignificacio e defesa contra
patdgenos (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014) e a enzima GSTs na desintoxicacdo
ocasionada pelas ERO (DIXON et al., 1998).

Em vista do exposto, fica claro o papel do cobre como agente antimicrobiano, pois séo
mais de treze décadas que a agricultura se beneficia de sua multifuncionalidade em combater
patdgenos que ameacam culturas de grande interesse econémico. O cobre ainda hoje & motivo
de estudo, devido as técnicas inovadoras que surgem trazendo resultados promissores como as
chamadas nanoparticulas. Sua forma mais reativa potencializa as diversas funcionalidades

nutricionais, antimicrobianas e associadas a resisténcia.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito antibacteriano de NP CuO a P. syringae pv. garcae no controle da

Mancha Aureolada do Cafeeiro.
3.2 Objetivos especificos

I. Avaliar o efeito antibacteriano in vitro de diferentes concentragfes de NP Cu (0 a 400
mg.L™?) a P. syringae pv. garcae;

ii. Avaliar a severidade da Mancha Aureolada em mudas de cafeeiro tratadas com NP

CuO e cobre convencional.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Bacteriologia de Plantas e em
camara de crescimento do Departamento de Fitopatologia, da Universidade Federal de Lavras
(DFP/UFLA), Lavras - Minas Gerais.

4.1 Reativacéo dos isolados bacterianos

Os isolados utilizados foram obtidos da colecdo de trabalho do Laboratério de
Bacteriologia de Plantas, Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Lavras,
Lavras, Minas Gerais. Eles foram selecionados de acordo com os agrupamentos gerados a partir
da analise de similaridade baseada em rep-PCR, nivel de viruléncia (RAIMUNDI et al., 2021)
e quanto a sensibilidade ao cobre (YAMADA, 2014) (Tabela 1).

Os isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae criopreservados em tubos eppendorf
contendo peptona glicerol em ultra freezer a -80° C foram reativados em meio de cultura King
B (20g de protease peptona, 15 g de glicerina, 1,5 g de KoPHO4., 1,5 g de MgSOas. 18 gr de
Agar, 1000 mL de agua destilada) (KING; WARD; RANEY, 1954) em placas de Petri de 90

mm de didmetro. Apoés a transferéncia as culturas foram incubadas a 28 °C, por 48 horas.

Tabela 1. Isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae, quanro a sensibilidade ao cobre,
proveniente de diferentes cultivares de cafeeiro e de diferentes locais de origem.

Isolados Sensibilidade” Cultivar Local

UFLA 52?2 sensivel Mundo Novo IAC 376-4 Trés Pontas, MG
UFLA 773 sensivel Catuai Vermelho IAC-99 Patos de Minas, MG
UFLA 823 resistente Catuai Vermelho IAC-99 Patos de Minas, MG
UFLA 1032 Sensivel Catuai Vermelho IAC-99 Nepomuceno, MG
UFLA 1381 resistente Mundo Novo IAC 376-4 Patrocinio, MG

Viruléncia: *Menos; 2Moderadamente virulento; Mais virulento (RAIMUNDI et al., 2021)
*Sensibilidade in vitro a 20 Cu mg.L* (YAMADA, 2014).
Fonte: Autor (2021)

4.1 Obtengéo das nanoparticulas de cobre

Nanoparticulas de CuO de 40 nm e pureza de 99%, cor preta, morfologia esférica com
densidade de massa de 0.79 g/cm?®, foram adquiridas, ja sonicadas, da empresa americana US

Research Nanomaterials Inc. (Houston, TX).
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4.2 Sensibilidade dos diferentes isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae in vitro as
doses de nanoparticula de éxido de cobre

A sensibilidade in vitro dos diferentes isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae as
doses de nanoparticulas de 6xido de cobre foi avaliada por contagem de células viaveis, por
andlise espectrofotométrica e diluicdo seriada (ROMEIRO, 2001b) com modificagdes.
Inicialmente os isolados foram recuperados e cultivados em tubos de ensaio contendo meio 523
(KADO; HESKETT, 1970) em BOD a temperatura de 28 °C, por 48 horas.

4.2.1 Preparo das suspensdes estoque de nanoparticula de 6xido de cobre

Para o preparo das suspensdes estoque primeiramente foram calculadas as quantidades
de nanoparticulas de 6xido de cobre utilizando a férmula C1.V1 = C2.V2. A partir de uma
suspensdo estoque de 2.0 x 103 mg.L* foram obtidas as concentragdes 25, 50, 100, 200, 400
mg.L.

4.2.2 Preparo das suspencdes bacterianas

As suspensdes bacterianas foram preparadas em solucdo salina (NaCl 0,85%) estéril,
sendo a concentragdo ajustada para Asco = 0,2 € a concentracdo bacteriana 108 UFC/ml?,
conforme descrito por Oliveira e Romeiro (1990). Na sequéncia foram realizadas as diluicdes
decimais seriadas afim de se obter entre 30 e 300 colonias para a contagem em placas
(MARIANO, SOUZA, 2016)

4.2.3 Multiplicacdo de isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae in vitro sob

diferentes doses de nanoparticula de éxido de cobre

Aliquotas de 100 pL das suspens@es bacterianas foram transferidas a partir da diluicdo
107 para as placas Petri de 90 mm de didmetro contendo o meio King B (KING; WARD;
RANEY, 1954) com as diferentes doses de nanoparticulas de 6xido de cobre (NP CuO, 40 nm).
Com uma alca de Drigalsky foi realizado o espalhamento imediato das aliquotas e, em seguida,
as placas foram identificadas e armazenadas em BOD a temperatura de 28 °C. Apds 48 horas
foram realizadas as contagens do numero de colbnias. Para cada isolado foram realizadas 4

repeticdes (placas) por concentracéo (tratamento), totalizando 24 placas por isolado.
4.2.4  Delineamento experimental e avaliacdo do experimento in vitro

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com quatro

repeticGes, sendo cada placa de Petri considerada uma parcela experimental. A anélise de
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variancia foi em esquema fatorial 5 x 6, sendo cinco isolados (UFLA 52, UFLA 77, UFLA 82,
UFLA 103 e UFLA 138), seis doses de NP CuO (0, 25, 50, 100, 200, 400 mg.L1). A contagem
do numero de coldnias foi realizada levando-se em consideracdo as individualizadas, sem
coalescéncias e, ou, superposi¢des. Um contador eletronico foi utilizado para facilitar a

contagem. Para confirmar os resultados foi realizada a repeticdo do experimento.

4.3 Aplicagdo da nanoparticula de cobre em mudas de café inoculadas com isolados

resistente e sensivel de Pseudomonas syringae pv. garcae

O experimento foi conduzido em camara de crescimento sob temperatura 21 + 2°C e
umidade relativa 70£5 %, condi¢gbes com maior crescimento populacional Psg (FREITAS,
2017). Mudas de café da cultivar Catuai Vermelho IAC-99, suscetivel a Psg, foram adquiridas
de viveiro registrado com certificacdo sanitaria. De acordo com os resultados dos experimentos
in vitro, foi utilizada a dose da nanoparticula de CuO a 200 mg.L™, em comparag&o aos ctipricos
e antibidticos recomendados para o controle da Mancha Aureolada do Cafeeiro, bem como
foram selecionados dois isolados, um resistente (UFLA 103) e outro sensivel (UFLA 52) ao
cobre convencional.

Para confirmar a patogenicidade, os isolados bacterianos foram inicialmente inoculados
em mudas e reisolados a partir das folhas sintomaticas, observando-se o crescimento de col6nias
semelhantes aquelas inicialmente inoculadas. Em seguida, os isolados foram cultivados em meio
523 (KADO & HESKET, 1970) a 28 °C, fotoperiodo de 12 horas, por 48 horas e,
posteriormente, preparadas as suspensfes bacterianas em solucdo salina (NaCl a 0.85%)
esterilizada e ajustada a concentracio em espectrofotdmetro para Aspo — 0.2 para 108 UFC/ml*
(OLIVEIRA; ROMEIRO, 1990).

A andlise de variancia foi em esquema fatorial 5 x 2 e o delineamento experimental em
blocos casualizados, com 10 tratamentos, cinco repeticdes com quatro mudas por parcela. Os
tratamentos avaliados foram: (1) NP CuO e isolado Psg - UFLA 103, (2) NP CuO e isolado
Psg - UFLA 52, (3) Hidroxido de cobre e isolado Psg - UFLA 103, (4) Hidroxido de cobre e
isolado Psg - UFLA 52, (5) antibiotico Casugamicina e isolado Psg - UFLA 103, (6) antibidtico
Casugamicina e isolado Psg - UFLA 52, (7) Oxido Cuproso e isolado Psg - UFLA 103, (8)
Oxido Cuproso e isolado Psg - UFLA 52 , (9) Agua como testemunha e isolado Psg - UFLA
103 e (10) Agua como testemunha e isolado Psg - UFLA 52. (Tabela 2).

Plantas com cinco pares de folhas verdadeiras foram pulverizadas com os produtos
guimicos, em ambos os lados, até ao ponto de escorrimento. Apos sete dias foi realizado a

inoculacdo das bactérias, para melhor agéo dos tratamentos nas mudas, (MARCOLINO, 2019).
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Tabela 2. Nanoparticula de CuO e produtos quimicos recomendados no controle da mancha
aureolada do cafeeiro causada por Pseudomonas syringae pv. garcae utilizados para 0s
experimentos in vivo.

Produto/ Nome comercial Dose Quantidade de  Quantidade
ingrediente comercial Cu?* na dose de cobre
ativo comercial aplicado
(mg.L™Y)
NP CuO, Nanoparticula de CuO -
40nm US Research 200 mg.L* 99,9% 200
Nanomaterials, Inc.
Supera®
Hidrdxido de Oxiquimica Agrociéncia 12,85 mL.L* 35% 4497
Cobre LTDA.
Oxido Cuproso Big Red® Agrichem 1,25 mL.L? 50% 625
Kasumin® - UPL do Brasil
Casugamicina Industria e Comércio de 3mL.L?
Insumos Agropecuarios S.
A.

Fonte: Autor (2021)

Utilizando-se o método de asperséo, a suspencdo do inoculo foi pulverizada em ambos
os lados das folhas, até o ponto de escorrimento e mantidas em camara Umida por 48 horas apés
a inoculacédo dos isolados resistente e sensivel. As irrigacdes foram realizadas a cada dois dias,
bem como as avalia¢des dos sintomas da doenca. (OLIVEIRA; ROMEIRO, 1990)

Apds o aparecimento dos primeiros sintomas, as avaliacbes foram realizadas nos dois
primeiros pares de folhas verdadeiras, sendo quantificada a severidade da doenca (percentual
de area foliar lesionada), com intervalos de dois dias, utilizando-se a escala de notas proposta
por Belan et al. (2014) (Tabela 3).
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Tabela 3 Escala notas para a Mancha Aureolada do Cafeeiro

Nota Grau de severidade (%)
0%
0,1-0,99%

1-2%
2,01-4%
4,01-8%

8,01-16%
16,01-25%
25,01-45%

>45,1%

o

o N o o A WN P

Belan et al. (2014)

Em cada parcela experimental, os dados de severidade ao longo do tempo foram usados
para tracar a area a baixo da curva de progresso da doenca (AACPD) e calcular a area abaixo
da curva de progresso da severidade (AACPS), como proposto por Shaner & Finney (1977)

conforme a equacéo 1.

n-1
Y + Y
AACPD = Z + (‘2—‘“) *(T_; — T) 1)

i=1

Em que:

AACPD = area abaixo da curva de progresso da doenca.
Yi = proporc¢édo de doenca na i-ésima observacao.

Ti = tempo, em dias, na i-ésima observacao.

n = namero total de observacoes.

Para elucidar o resultado dos tratamentos sera calculado a porcentagem de eficiéncia,

corrigindo-se a AACPS pela formula de Abbott (1925) segundo a Equacéo 2.

r

E(%) = ! * 100 (2)

Em que:

T= Testemunha, T,= Tratamento.
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4.4 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia. Os pressupostos da anélise de
variancia normalidade (Shapiro Wilk) e homogeneidade (Bartlett) foram verificados. Como 0s
dados do experimento in vitro ndo atenderam aos pressupostos de normalidade e
homogeneidade de variancias, os mesmos foram transformados. Utilizou-se a transformagéo
Vx + 0,5. O efeito das variaveis foi comparado (Teste F, p<0,05) e quando significativo, as
respectivas médias foram agrupadas (Teste de Scott-Knott, p<0,05) ou comparadas por
regressio. As analises foram submetidas utilizando o software R® (version 3.6.1) (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliacéo da sensibilidade in vitro de diferentes isolados de Psg in vitro a NP CuO

Houve interacdo significativa (p<0,001) entre isolados e doses de nanoparticulas de
cobre. Os isolados apresentaram comportamento diferente em cada dose da nanoparticula
(Tabela 4). A dose 50 mg.L™ foi a mais eficaz na inibicio do crescimento in vitro dos isolados
UFLA 77 e UFLA 138, observando-se redugdes de 32.04% e 11.27%, respectivamente, no
numero de coldnias comparado a testemunha. Contudo, para os isolados UFLA 82 e UFLA
103, a dose de 100 mg.L"* foi a mais eficiente, com reducgdes de 17.02% e 5.24%. Para o isolado
UFLA 52, a dose de 200 mg.L™ proporcionou a maior inibicdo, 38.04% (Figura 1).

Para o isolado UFLA 103 no tratamento com nanoparticula de cobre, mesmo com o
aumento das doses de (0 a 400 mg.L™?), ndo se observou reducéo significativa do nimero de
colbnias (Figura 2). Para os isolados UFLA 52, 77, 82, 103 e 138, a minima concentracdo
inibitéria foi a dose 25 mg.L?, com reducdo de 7.24%, 15.85%, 9.05%, 0.37% e 0.80%
respectivamente. Na dose 400 mg.L™* ocorreu a diminuigdo da toxidade da NP CuO, com
aumento no nimero de col6nias em relagdo a dose anterior (200 mg.L™?), para os isolados UFLA
52, UFLA 77, UFLA 82, UFLA 103 e UFLA 138 de 49.7%, 34.62%, 3.73%, 1,68% e 5,28%
(Figurale 2).

Para o isolado UFLA 82 na dose 50 mg.L* da NP CuO, houve menor eficiéncia, com
aumento do n°® de coldnias em 4.36% em relacio a dose anterior (25 mg.L™1). Para os isolados
UFLA 77, UFLA 82 e UFLA 138, os numeros de coldnias foram considerados semelhantes
estatisticamente, nas dosagens de 25, 100 e 200 mg.L™* (Tabela 4).

Tabela 4. Namero de col6nias de diferentes isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae em
diferentes doses da nanoparticula de éxido de cobre (NP CuO)

Doses 2P/ 0 25 50 100 200 400
Isolados
UFLA 52 8,80d 8,49 c 8,46 e 747 c 7,03 ¢ 8,49 e

UFLA 77 12,65c¢ 11,66 b 9,76 d 12,28 b 12,09 b 13,95b
UFLA 82 13,36 b 12,15b 12,68 b 11,74 b 11,76 b 11,98 d
UFLA 103 16,07 a 16,01 a 15,86 a 15,67 a 15,71 a 15,83 a
UFLA 138 12,37 ¢ 12,27 b 11,36 ¢ 12,45 b 12,40 b 12,72 ¢
CV (%) 4,08

aMédias seguidas da mesma letra em cada coluna ndo diferem entre si de acordo com o teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. "Dados transformados para raiz (x) + 0,5.
Fonte: Autor (2021)
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Figura 1. Efeito da nanoparticula de éxido cobre (CuO), testados nas doses de 0, 25, 50, 100,
200, 400 mg.L™ no nimero de coldnias de Pseudomonas syringae pv. garcae.
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y = 0,0006x? - 0,2594x + 70,641
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UFLA 77
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100 200 400
Doses mg.L?

* Significativo a 5% de acordo com o teste F; ** Significativo a 0.1%

Fonte: Autor (2021).
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Figura 2. Efeito das nanoparticulas de 6xido cobre (CuO), testados nas doses de 0, 25, 50,
100, 200, 400 mg.L™* no niimero de col6nias de Pseudomonas syringae pv. garcae

UFLA 103
250 o .
r he - - - L4
200
8 150
&
8
<, 100
50
0
0 25 50 100 200 400
Doses mg.L?
UFLA 138
250
y = 5E-05x2 + 0,0046x + 139,06
200 Rz =0,7142*
8 150 . . —
9 i
8
2, 100
50
0
0 25 50 100 200 400
Doses mg.L™?

* Significativo a 5% de acordo com o teste F; ** Significativo a 0.1%
Fonte: Autor (2021).

Os isolados UFLA 52 e 77 foram os mais sensiveis a NP CuO com inibi¢Ges do
crescimento in vitro acima de 30% nas doses de 200 e 50 mg.L* respectivamente. Entretanto
Yamada (2014) ao observar a sensibilidade de 33 isolados de Psg em concentragdes de 0 a 20
mg.L? do sulfato de cobre, verificaram que os isolados UFLA 52 e 77, ndo cresceram em
concentragdes superiores a 10 mg.L™* em microtubos contendo a suspensdo bacteriana.

Os isolados Psg UFLA 82 e 138 quando expostos as NP CuO, as maiores inibicoes
foram abaixo de 18% nas doses de 50 e 100 mg.L . Enquanto Yamada (2014) relatou o n&o
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crescimento desses isolados em concentragOes superiores a 4 mg.L™ do sulfato de cobre. A
divergéncia de sensibilidade dos mesmos isolados pode estar relacionada com as diferentes
metodologias utilizadas nos dois trabalhos. De acordo com Griffin, Brown e Gambley (2018)
pequenas variacdes na metodologia, como pH, meio de cultura e dosagem aplicada, afetam
significativamente os resultados de sensibilidade in vitro ao cobre.

Segundo Gabal et al. (2018) as NPs CuO possuem uma ampla gama de aplicagcdes como
agentes bactericidas, fungicidas e antivirais, permitindo o seu emprego em diversos
patossistemas. Strayer-Scherer et al. (2018) observaram maior eficiéncia de NP CuO nas doses
de 100 e 200 mg.L™* em relago ao hidréxido de cobre convencional em taxas equivalentes no
controle de X. perforans in vitro. As NPs CuO também podem ser utilizadas como alternativa
no controle de fungos. De acordo Malandrakis, Kavroulakis e Chrysikopoulos, (2021) as NPs
promoveram o controle in vitro de Monilinia fructicola resistente a benzimidazol (fungicida
sistémico) na dose de 252 mg.L?, enquanto que, para ter a mesma eficiéncia, foi utilizada a
dose de 498 mg.L* de hidréxido de cobre.

Entretanto, houve aumento do numero de colbnias para todos os isolados do
experimento in vitro, na dose 400 mg.L™* em relacdo a dose anterior de 200 mg.L™* NP CuO, o
que pode estar associado aos isolados possuirem algum mecanismo de resisténcia. Yamaha
(2014) evidenciou a presenca do gene CopA, que esta relacionado a resisténcia das bactérias ao
cobre, nos cinco isolados utilizados neste trabalho. A presenca dessa regido génica esta
associada a transferéncia horizontal de genes e a variabilidade genética (BEHLAU; GOCHEZ;
JONES, 2020).

Outras regides génicas também sdo responsaveis pela resisténcia ao cobre. Colombi et
al. (2017), ao sequenciar 0 genoma de sete cepas de Pseudomonas syringae pv. actinidiae,
verificaram que todos apresentaram genes de resisténcia em regides variaveis de elementos
integrativos e conjugativos (ICEs), sendo eles o czc/cusABC e sistema copABCD.

Os ICEs e os plasmideos sdo semelhantes e ambos podem ser incorporados aos genes
das bacterias por transferéncia horizontal (conjugacdo) ou transferéncia vertical, célula mae
para célula filha, conferindo sequéncias genémicas que proporcionam desintoxicacdo de
monovalentes e cations incluindo cadmio, cobre, prata e zinco (COLOMBI et al., 2017). Na
literatura ja existe relato de infecgdes mistas de P. sringae pv. garcae e P. syringae pv. tabaci
em lavouras cafeeiras no estado do Parana, o que pode contribuir para a diversificagdo genetica
por conjugacdo (RODRIGUES et al., 2017).

Marin et al. (2019) encontraram no Estado do Parana isolados de Xanthomonas

citri subsp. citri (X. citri) tolerantes, mas n&o resistentes ao cobre. Segundo 0s autores 0s
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isolados tolerantes suportam concentraces intermediérias de cobre em relacdo aos isolados
suscetiveis e resistentes. No entanto, nos isolados tolerantes hé auséncia dos genes copLAB ou
copABCD, que estdo presentes nos isolados resistentes ao cobre, e 0s grandes plasmideos (c.
>200 kb), que normalmente carregam esses genes. Os isolados tolerantes diferiram das
suscetiveis pela maior expressdo dos genes homdlogos cohA e cohB na presenca de cobre. Em
Pseudomonas syringae, os genes copABCD, cop A e cop C codificam proteinas periplasméticas
que se ligam aos ions de cobre e sdo responsaveis por resisténcias parciais (COOKSEY, 1993).

Entre os isolados estudados UFLA 103 foi 0 mais resistente, com inibicao de 5,2% na
dose de 100 mg.L?, ndo diferindo significativamente o nimero de col6nias entre as doses.
Gutérrez-Barranquero (2013) ao sequenciar em folhas de mangueira, os plasmideos pPT23A,
um grupo de plasmideos amplamente distribuidos em P. syringae pv. syringae, constataram a
presenca dos genes copABCD e cusABC, juntamente com o gene copG, e esse arranjo genetico
confere maior resisténcia in vitro ao cobre em concentragdes até quatro vezes maiores em
relagdo aos outros isolados.

Desta forma, doses a partir 400 mg.L™ podem ndo necessariamente fornecer maior
controle in vitro do patégeno. Isolados de Xanthomonas campestris provenientes de geranio
exposta a nanoparticulas de ferro zero-valente, tiveram a taxa de crescimento aumentada com
0 aumento das concentragdes de 0 & 550 mg. L' (GHORBANI; MORADIAN; BIPARVA,
2018). Anjos (2020) ao avaliar a germinacdo in vitro de basididsporos de Moniliophthora
perniciosa em diferentes doses de NPs, observou na dose de 100 mg.L™? efeito inibitorio,
diminuindo a germinacéo para 0,6%, e 0 aumento na germinacéo de até 40% na dose 400 mg.L"
! Tal efeito pode estar relacionado ao processo de aglutinaco e precipitacdo de ions Cu?* com
0 meio de cultura, impedindo a atividade antifingica.

Banik e Luque (2017) ao avaliarem o efeito da nanoparticula de cobre de 50 nm em P.
syringae observaram que cobre em pequenas doses (50 e 100 mg.L™t) promoveu o crescimento
da bactéria em relacdo as placas controles (sem o nanometal). Segundo os autores, um dos
fatores para esse aumento, seria o fato do tratamento controle ser deficiente em cobre, ndo
promovendo o crescimento de todas as células bacterianas. O cobre nas bactérias esta ligado a
respiracdo e atividades enzimaticas, processos essenciais para o desenvolvimento bacteriano
(ROMEIRO, 2001a).

Alguns estudos mencionam também a capacidade das bactérias manterem o equilibrio
das quantidades de cobre intracelular (homeostase) em contato com ions metalicos. De acordo

com Arguello, Raimunda, Padilla (2013) as bactérias do género Xanthomonas, apresentam em
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seus cromossomos o gene cohLAB, responsavel por regular o equilibrio celular e dar protecdo
as quantidades excessivas de metais nocivos ao patdgeno.

Neste experimento, os isolados P. syringae pv. garcae UFLA 52, UFLA 77, UFLA 103
e UFLA 138 apresentaram reducdo no seu crescimento nas doses NPs CuO 25 e 50 mg.L™ . Li,
Yang e Cui (2017), testando nanoparticulas éxido de cobre carregado com grafeno, observaram
inibigdo de P. syringae pv. tomato em doses ainda menores 16 mg.L™ . Varympopi et al. (2020)
na busca por alternativas aos bactericidas convencionais, encontraram inibi¢éo do crescimento
e agdo bactericida in vitro nas doses de nanoparticulas de cobre 800, 400, 150 e 1200 mg.L™,
para P. savastanoi pv. savastanoi, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum; Erwinia
amylovora e Dickeya dadantii.

As divergéncias encontradas na literatura em relacdo ao controle promovido por
nanomateriais podem estar relacionadas as variaveis composicéo e estrutura da nanoparticula e
género e espécie das estirpes patogénicas trabalhadas. Majumdar et al. (2019) testaram quatro
tamanhos (18, 24, 28 e 33 nm) de nanoparticulas de cobre no controle de X. oryzae e relataram
atividade bactericida e bacteriostatica, respectivamente, apenas nos tamanhos 28 nm e 33 nm.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos utilizando nanoparticulas de cobre no
controle in vitro de bactérias causadoras de doencas no cafeeiro. Segundo Gkanatsiou et al.
(2019) a sensibilidade aos nanometais pode variar dependendo da espécie bacteriana e
concentracdo da suspenséo.

Um dos grandes desafios de se usar nanometais, seria manter a estabilidade das
nanoparticulas contra a aglomeracéo, causada pelas forcas de Van der Waals, que dificultam a
liberagdo dos ions de cobre no meio de cultura. Outro fator seria a facilidade de oxidac¢&o do
cobre em contato com oxigénio, o que pode afetar sua atividade antimicrobiana na aplicagéo
(ISMAIL et al., 2021).

De acordo com Gkanatsiou et al. (2019) a atividade antibacteriana e efetividade das NPs
CuO vai além da composicdo, estrutura, tamanho e depende fortemente da capacidade de
liberacdo dos ions metélicos afim de interagir com as células do patogeno. Os testes in vitro nos
permitem inferir que os isolados testados apresentam distingdo entre eles, em relagdo a
sensibilidade as diferentes concentra¢fes de NPs CuO 40 nm.

Sendo assim, tornam-se necessarios estudos moleculares para se verificar a presenca
dos genes responsaveis por atribuir diferentes niveis de sensibilidade a nanoparticula de cobre
nos isolados de Psg em Minas Gerais, bem como determinar 0s mecanismos predominantes.
Na literatura encontra-se diferentes metodologias para se avaliar a sensibilidade ao cobre in

vitro de bactérias. A padronizacdo € necessaria, pois varidveis como meio cultura, pH e o
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método de quantificagcdo da populacdo bacteriana, podem dificultar a comparagéo entre estudos
com nanoparticulas.
5.2 Nanoparticulas de CuO no controle da Mancha Aureolada do Cafeeiro

Para o experimento in vivo, foram selecionados os isolados P. syringae pv. garcae
UFLA 103, resistente as doses (0 a 400 mg.L™) da nanoparticula de cobre, e UFLA 52, com
sensivel na dose 200 mg.L™, de acordo com os testes in vitro (Figura 3 e 4).

Nos experimentos em camara de crescimento, ndo houve diferenca significativa para a
interacdo isolado x produto, entretanto, a area abaixo da curva de progresso da severidade da
mancha aureolada (AACPDS) diferiu significativamente (p<0,000) para todos os tratamentos

propostos, que tiveram AACPDS menores que a testemunha (Figura 3 e 4).

Figura 3 - Curva de progresso da severidade da Mancha Aureolada do
Cafeeiro, isolado UFLA 103 — (Resistente), em folhas, na cultura do
cafeeiro (Coffea arabica), nas diferentes datas de avaliacGes.
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Fonte: Dados do autor (2021).
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Figura 4 - Curva de progresso da severidade da Mancha Aureolada
do isolado UFLA 52 (Sensivel), em folhas, na cultura do cafeeiro
(Coffea arabica), nas diferentes datas de avaliagdes.
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Fonte: Dados do autor (2021).

Para o isolado UFLA 103 os sintomas da doenca foram observados aos 8 dias ap0ds a
inoculacdo, com o maximo de 42.60 para a AACPDS (Figura 3). O tratamento hidroxido de
cobre apresentou a AACPDS 23.72 e a reducdo da doenca de 44,32% (Tabela 5 e 6). O dxido
cuproso e casugamicina com AACPDS de 25.40 e 25.74, com eficiéncia no controle da Mancha
Aureolada de 40,38% e 39,57% respectivamente. Para a nanoparticula de cobre observou-se
reducdo de 24,21% em relacdo a testemunha, com indice da AACPDS de 32.29. Os produtos
utilizados apresentaram controle semelhante, quando as plantas foram inoculadas com o isolado
resistente ao cobre. Entretanto a dose utilizada é 22 vezes menor em relacdo ao hidréxido de
cobre e 3,2 vezes inferior ao Oxido cuproso.

Para o isolado UFLA 52 foi observada a severidade da doenga ap6s 10 dias da
inoculagdo, com o0 méximo de 21.74 para a AACPDS (Figura 4). O tratamento casugamicina
(antibidtico) teve maior controle, com indice da AACPDS de 9.93 e uma eficiéncia em relagéo
a testemunha de 54.31% (Tabela 7 e 8). Seguidos do hidroxido de cobre e 0xido cuproso com
AACPDS de 10.07 e 11.88 e reducdo em relacdo a testemunha de 53,67% e 45,36%
respectivamente. O menor controle da doenga foi observado para a nanoparticula de cobre, com
AACPDS de 15.69 e eficiéncia de 27,82% no controle da Mancha Aureolada.
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Tabela 5 — Severidade em porcentagem (%) dos sintomas causados por Pseudomonas syringae pv. garcae — (UFLA 103) em folhas de
cafeeiro (C. arabica) em funcdo da nanoparticula CuO e produtos comerciais aplicados

Tratamento /

Dias apos inoculacdo 06 DAl 08 DAI 10DAI 12DAI 14 DAl 16 DAl 19DAI 21 DAl 23DAI 25DAI 27 DAl AACPS
Testemunha 0,00 a 0,10 a 0,62 a 0,90 a 1,64 a 2,29 a 2,86 a 3,09a 3,8la 3,77 a 4,38a 42,60 a
Casugamicina 0,00 a 0,10a 0,23b 0,32b 0,65b 1,18 b 2,02b 221a 2,30a 2,46 a 294a 2574Db

Hidroxido de Cobre 0,00 a 0,08 a 0,22 b 0,42 b 0,77b 1,19b 1,61b 1,80 a 193 a 2,27 a 302b  23,72b

Oxido Cuproso 0,00 a 0,08 a 0,21b 0,27 b 0,54 b 1,18 b 1,36 b 1,98 a 2,25a 3,17 a 354b 2540b
NP CuO 0,00 a 0,08 a 0,14 b 0,50 b 0,77b 1,05b 2,10b 1,46 a 3,20 a 3,26 a 384b 3229b
CV (%) 0,00 26.62 52.59 43.65 27.40 36.55 34.47 31.34 38.91 27.75 11.55 20,32

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si nas colunas por teste de Scott-Knott (p<0,05); DAI: Dias ap6s a inoculagdo
Fonte: Dados do autor (2021).

Tabela 6 - Eficiéncia dos tratamentos (%) no controle da severidade dos sintomas causados por Pseudomonas syringae pv. garcae isolado UFLA
103
Tratamento / 6 DAl 8DAI 10DAI 12DAI 14DAIlI 16 DAl 19DAI 21 DAl 23DAI 25DAI 27DAlI  AACPS

Dias ap6s inoculacio  E(%) E(%)  E(%) (E%) (E%) E%) E®) E®) E®%) E®) E®%) E®%)

Testemunha - - - - - - - - - - - -
Casugamicina 0,00 0,00 62,03 64,53 60,09 48,44 32,95 28,45 39,50 34,63 32,96 39,57
Hidréxido de cobre 0,00 0,00 65,62 53,23 51,94 48,13 43,72 41,47 49,23 39,71 31,13 44,32
Oxido de Cuproso 0,00 20,0 63,74 70,31 66,87 54,26 52,48 35,91 40,96 15,97 19,29 40,38
Nanoparticula 0,00 20,0 77,04 44,42 53,00 35,03 26,64 20,43 16,10 7,97 12,32 24,21

Fonte: Dados do autor (2021).
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Tabela 7 — Severidade em porcentagem (%) da Pseudomonas syringae pv. Garcae UFLA 52, em folhas de cafeeiro (C. arabica) em funcéo
da nanoparticula CuO e produtos comerciais aplicados

Tratamento /

Dias ap6s inoculagdo 08 DAI 10 DAI 12 DAI 14 DAI 16 DAI 19 DAI 21 DAI 23 DAI 25 DAI 27 DAl AACPS
Testemunha 0,00 a 0,10 a 0,39a 0,96 a 1,08 a 1,69 a 1,65a 1,79a 1,85a 272a 21,74a
Casugamicina 0,00 a 0,10 a 0,32a 0,25b 0,36 b 0,69b 0,60c 0,73b 0,93 b 1,96b 9,93c
Hidréxido de Cobre 0,00 a 0,10 a 0,17b 0,22b 0,34 b 0,88 b 0,74 c 0,90b 0,85b 168b 10,07c
Oxido Cuproso 0,00 a 0,10 a 0,15b 0,39b 0,32b 0,85b 0,75¢ 1,08 b 1,25b 207b 11,88¢c
NP CuO 0,00 a 0,10 a 0,17b 0,50b 0,87 a 1,10 b 1,20b 142 a 143a 2,05b 15,69b
CV (%) 0,00 0,00 53,62 46,85 34,89 42,64 26,55 35,26 27,26 21.25 21,65

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si nas colunas por teste de Scott-Knott (p<0,05); DALI: Dias ap6s a inoculacdo
Fonte: Dados do autor (2021).

Tabela 8 - Eficiéncia dos tratamentos (%) no controle da severidade dos sintomas causados por Pseudomonas syringae pv. garcae isolado UFLA

52

Tratamento / 8 DAI 10 DAI 12 DAI 14 DAl 16 DAI 19 DAI 21 DAl 23 DAI 25 DA 27 DAI AACPS
Dias ap6s a inoculacdo ~ E (%)  E(%) (E%) (E%) E (%) E (%) E(®%) E(%) E (%) E (%) E (%)
Testemunha - - - - - - - - - - -
Casugamicina 0,00 0,00 17,52 73,60 66,26 59,20 63,78 59,31 49,72 27,79 54,31
Hidroxido de cobre 0,00 0,00 56,22 77,50 68,78 48,03 55,09 49,62 53,99 38,17 53,67
Oxido de Cuproso 0,00 00,0 61,15 59,02 69,96 49,85 54,90 39,24 32,18 23,75 45,36
NP CuO 0,00 00,0 55,46 47,02 19,32 35,10 27,05 20,30 22,28 24,36 27,82

Fonte: Dados do autor (2021).
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Todos os tratamentos foram eficazes em reduzir a severidade da Mancha Aureolada do
Cafeeiro para ambos isolados de Pseudomonas syringae pv. Garcae: UFLA 52 e UFLA 103.
Oxido cuproso e hidroxido de cobre aplicados nas doses de 625 e 4497 mg.L* respectivamente,
apresentaram os melhores resultados na reducao da severidade da doenca, com eficiéncia acima
de 40% em relacdo ao tratamento controle. Freitas (2017) relatou eficiéncia de 87% dos
defensivos cuipricos no controle da Mancha Aureolada, nas concentragfes de 2500 mg.L™.

Patricio et al. (2012) também observaram controle acima de 78% da severidade da
doenca em relagdo a testemunha, ao aplicar 1050 mg.L™* de hidréxido de cobre e dxicloreto de
cobre. Ou seja, produtos a base de cobre em diferentes concentragcdes podem reduzir a gravidade
de Mancha Aureolada do Cafeeiro. As diferentes condi¢Ges durante a execucao do experimento
como cultivar, isolado Psg, temperatura, umidade relativa e tempo de inoculacéo apés aplicacdo
dos tratamentos, podem explicar a diferenca da eficacia das mesmas formulagoes.

A AACPD da Mancha Aureolada diferiu significativamente da testemunha, ao aplicar
NP CuO, com eficiéncia no controle de 24,21% e 27,82%, em mudas inoculadas com os
isolados Psg UFLA 103 e UFLA 52, respectivamente. Os resultados corroboram com a redugéo
da severidade no experimento in vitro. A aplicagdo de 200 mg.L™* da NP CuO foi 3,2 e 22 vezes
menor em comparacgdo ao 6xido cuproso e hidroxido de cobre no experimento em mudas de
cafeeiro. Resultados semelhantes foram encontrados por Gkanatsiou (2019), que relatou a
inibicdo da P. syringae resistente a refampicina (antibiético), em plantas de feijao utilizando
nanocobre na dose 200 mg.L™, dosagem cinco vezes menor do que a registrada para Kocide®
(hidroxido de cobre).

Para os isolados UFLA 52 e 103 as maiores reducgdes de severidade foram de 44,32% e
54,31% respectivamente, ao se aplicar os produtos comerciais hidréxido de cobre e
casugamicina. Contudo, alguns autores obtiveram melhores resultados com a aplicacdo de
nanocobre no controle de outras doencas bacterianas. QIAO et al. (2020) ao aplicar CuO NP
em mudas de tomate inoculadas com Xanthomonas perforans, verificaram reducdo da
severidade em 61,7% e 64,6%, ap6s serem pulverizadas na concentragdo de 153.6 mg.L™.
Strayer-Scherer et al. (2018) avaliaram o efeito das NP CuO e o produto comercial Kocide®
3000 (hidroxido de cobre), em mudas de tomate inoculadas com X. perforans tolerantes a cobre
e observaram que o nanometal nas dosagens de 100, 500 e 1000 mg.L %, apresentaram supresso
significativa da doenga em comparacéo a testemunha. O Kocide® embora tenha apresentado o

mesmo resultado, a reducéo significativa da severidade s6 ocorreu na dose 1000 mg.L™. Chen
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et al. (2019) ao testarem nanometais de dxido de cobre em plantas de tabaco inoculadas com
Ralstonia solanacearum, observaram que em concentragdes de 50, 100 e 250 mg.L™, houve
reducOes da severidade de 74.2%, 62.2% e 38.1% respectivamente.

O hidréxido de cobre e NP Cu em dosagens de 4497 mg.L' e 200 mg.L*
respectivamente, foram semelhantes no controle da severidade da Mancha Aureolada (Psg
UFLA 103). Alguns trabalhos apresentaram resultados semelhantes para os outros tratamentos,
em concentragcdes mais inferiores de NP CuO. Li, Yang e Cui (2017) observaram reducéo
significativa da severidade da Pinta Bacteriana do Tomateiro em relacdo a testemunha, ao
aplicar 8 mg.L* da NP CuO. Comparativamente, para o produto comercial hidréxido de cobre
atingir efeitos semelhantes foram necessarios dosagens de 125 e 250 mg.L™.

S0 varios 0s mecanismos pelos quais 0 cobre estd envolvido no controle de
fitobactérias. A aplicacdo preventiva de clpricos tem por finalidade, formar uma camada
protetora nas folhas e proporcionar a liberagdo de Cu?*. Os Cétions penetram a parede celular
0 que causa instabilidade em suas moléculas e muta¢cdes no DNA (RODRIGUES, 2006). O
cobre na sua forma ionica forma complexos com sulfidrilas, hidroxilas e carboxilas, inativando
grupos sulfidrilicos como a catalase, sacarase, arginase, beta-glucosidade e asparaginase. Este
somatorio de reacbes desencadeia a degradacdo da célula bacteriana, entretanto a morte do
patdégeno ndo é generalizada, algumas bactérias paralisam o seu desenvolvimento enquanto
houver a presenca do cobre na superficie foliar (ORDAX et al., 2006). Na presenca do cobre as
células bacterianas possuem em sua membrana plasmatica cuproenzimas e cuproproteinas, que
mantem as quantidades adequadas (homeostase) de cobre dentro de suas células (ANDREI et
al., 2020).

Outra forma de protecdo, sdo que as populacdes bactérias produzem mucilagens
(biofilme) que inibem fatores antimicrobianos extrinsecos como elementos metalicos e luz
ultravioleta. (BOGINO et al., 2013). Contudo Chen, Mao e Ding (2019) ao estudarem 0s
mecanismos antibacterianos de nanoparticula de O6xido de cobre, em R.solanacearum,
observaram inibicdo significativa de 35 a 37 % do biofilme em 24 horas. O biofilme permite
que as bactérias troquem agua e nutrientes, contribui para a comunicagéo intercelular “quorum
sensing” e viruléncia de bactérias fitopatogénicas (BOGINO et al., 2013).

Alguns autores relataram outros efeitos antibacterianos afim de esclarecer a interacéo
planta, patdgeno e o nanocobre. Segundo Mondal e Mani (2014), investigando as propriedades

antibacterianas do NP Cu no controle de X. axonopodis pv. punicae, observaram em analise
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espectrofotometria eletrénica que a parede celular interage com as nanometais, de tal forma que
ocorre 0 rompimento da superficie célula bacteriana.

Banik e Luque (2017) observaram que os ions do cobre se aderem com facilidade a
parede celular de P. syringae, devido ser uma bactéria Gram negativa, 0 que ocasiona em certa
reacao de reducdo. Li, Yang e Cui (2017) ao analisarem a estrutura de células de P. syringae
pv. tomato, apos a exposi¢do a nanocobre revestidas com grafeno, observaram os efeitos mais
precisos do metal na parede celular, local que ocorreu mudancas da permeabilidade no interior
celular e desorganizacao das organelas.

Além dos efeitos diretos na superficie bacteriana é relatado um aumento consideravel
de espécies reativas de oxigénio (ERO). O aumento excessivo de superdxido (Oz) e peroxido de
hidrogénio (H20 intercelular, leva a falha do sistema de metaboliza¢do que d& origem a um
forte ambiente oxidativo, ocasionando danos aos lipidios da membrana, proteinas e DNA (LI;
YANG; CUI, 2017). Além do mais, foi observado por Chen, Mao e Ding (2019), a capacidade
das nanoparticulas de cobre inibirem a expressdo de genes associados ao deslocamento de
bactérias de plantas. Os autores observaram reducdo dos genes flgM e filA que sdo envolvidos
na motilidade bacteriana.

Além dos mecanismos mencionados, ha trabalhos que procuram elucidar a capacidade
dos nanometais de cobre na expressao de genes relacionados a defesa vegetal. Ma et al. (2019)
ao testar nanoparticulas de cobre afim suprimir uma doenca causada por F. oxysporium f. sp.
lycopersici em tomate, observaram aumento significativo na expressdo de genes de defesa,
PPO, PTI5 e PR1A1, sendo todos regulados positivamente.

Observou-se neste trabalho, efeitos inibitorios in vitro em todos os isolados até a dose
200 mg.L™ da NP Cu. Para o teste in vivo os resultados foram satisfatdrios para o controle da
isolado resistente, com semelhanca significativa aos produtos registrados para a doenca. Vale
ressaltar ainda que, a dosagem cobre metalico aplicada nas mudas de café, foi 22 vezes menor
em relacio ao Supera® (Hidroxido de Cobre) e 3,2 vezes inferior que o produto Big Red® (Oxido
Cuproso).

As nanoparticulas por serem mais reativas proporcionam aplicacdes no campo em
menores concentragdes, 0 que gera potencial para 0 uso huma agricultura mais sustentavel. A
utilizacdo dos nano-defensivos no manejo de doencgas contribui para que os produtores
consigam se adequar as regulamentacfes impostas por alguns paises. De acordo com

Lamichhane et al., (2018) a Unido Europeia (UE) possui legislacdo (leg. 473/2002) que impdem
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a reducdo gradativa do uso de cobre ao longo dos anos, afim de prevenir possiveis problemas
de salde publica e acimulo de residuos no meio ambiente. Além da UE, Australia e Estados
Unidos limitam a aplica¢do na agricultura orgénica e alguns autores ja preveem que 0 Seu Uso
pode ser banido em um futuro proximo (TAMM; PERTOT; GUBLER, 2015; LAMICHHANE
etal., 2018).

A recomendacéo de NP CuO no controle da PSG ainda precisa de maiores estudos, afim
de elucidar as melhores formas de aplicacdo para seu melhor aproveitamento, que acarretem o
menor possivel de impacto no ambiente, bem como saber qual a realidade das fitobactérias
encontradas no campo em relacao a suscetibilidade ao cobre. Apesar do uso das NP CuO ser
pouco conhecido na cultura do cafeeiro, 0 uso em areas de producdes deve ser incentivado, afim

de observar sua eficiéncia no controle de doengas, fisiologia da planta e produtividade.
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6 CONCLUSAO

As Nanoparticulas NP CuO promoveram maior efeito antibacteriano in vitro até a dose
de 200 mg.L™?, para todos os isolados de P. syringae pv. garcae testados.

Os produtos comerciais e as Nanoparticulas CuO reduziram a area abaixo da curva de
progresso da severidade da Mancha Aureolada do Cafeeiro para o isolado P. syringae pv.
garcae UFLA 103.

A NP CuO na dose de 200 mg.L™ é 3,2 e 22 vezes inferiores as dosagens de 6xido
cuproso e hidroxido de cobre, respectivamente, no controle da Mancha Aureolada do Cafeeiro

e foi tdo eficientes quanto esses produtos no controle da doenca.
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