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Resumo

Um dos fatores limitantes a producao de café é a mancha aureolada causada pela bactéria
Pseudomonas syringae pv. garcae. O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes concentragdes do
Bayfolan® cobre no crescimento de dois isolados de P. syringae pv. garcae in vitro. Foram utilizados
os isolados 157 e 59 de P, syringae pv. garcae. Foram instalados dois experimentos, em delinea-
mento inteiramente casualizado (DIC), com 7 tratamentos, 5 repeticdes, totalizando 35 unidades
experimentais. Cada unidade experimental foi constituida por uma placa de petri. Para a instalacao
do experimento, o Bayfolan® cobre foi adicionado e homogeneizado ao meio de cultura Kado 523,
nas seguintes concentragoes 0; 625; 1.250; 1.875; 2.500 e 3.000 ppm e como testemunha posi-
tiva foi utilizado o produto Kasumin®, na concentracao de 3.000 ppm. O Bayfolan® cobre reduziu o
crescimento dos dois isolados avaliados in vitro com o aumento da sua concentracéo. Nas concen-
tracdes de 2.500 e 3.000 ppm, o Bayfolan® cobre inibiu completamente o crescimento de ambos
os isolados, similarmente ao tratamento Kasumin®. Conclui-se que o Bayfolan® cobre é eficiente no
controle de P. syringae pv. garcae in vitro a partir da concentragao de 2.500 ppm.
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Introducao

O cafeeiro € uma das culturas de maior importancia econdmica e social para a agricultura bra-
sileira, sendo o Sul de Minas Gerais a maior regiao produtora. O Brasil é responsavel por um terco da
producao mundial de café, o que o coloca como maior produtor mundial (CONAB, 2017).

No entanto, a producao de café pode ser prejudicada por pragas e diferentes patégenos cau-
sadores de doencas, como fungos e bactérias, os quais podem também comprometer a qualidade
dos graos e da bebida. A mancha aureolada causada pela bactéria Pseudomonas syringae pv. garcae
(AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956), descoberta pela primeira vez na cidade de Garcga, estado
de Sao Paulo (AMARAL; TEIXEIRA; PINHEIRO, 1956), é uma das principais bacterioses que afeta o
cafeeiro (OLIVEIRA, 2017).

Segundo Rodrigues et al. (2013), a bactéria € gram negativa, com células em forma de
bastonetes retos ou levemente curvados, com medidas que variam de 0,5-1,0x 1,5-4,0 um, méveis
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por meio de um a sete flagelos polares, pertence ao Filo Proteobacteria, Classe Gamma Proteobacte-
ria, Ordem Pseudomonadales, Familia Pseudomonadaceae, Género Pseudomonas, Espécie P. syrin-
gae, Patovar garcae.

Os sintomas iniciais sao lesoes irregulares com aspecto amarelado e encharcado, que progri-
dem para necrose dos tecidos. A area de tecido necrosado progride ao longo do tempo desenvolvendo
um halo de coloragdo amarela ao redor das lesdes. Nos ramos pode haver necrose e seca, tanto nos
ortotrépicos, quanto nos plagiotrépicos (BELAN, 2014). A bactéria promove lesdes nas inflorescén-
cias, rosetas e frutos novos (PATRICIO, 2011).

Segundo Rodrigues et al. (2013) a bacteriose ataca principalmente mudas, cafezais com po-
das e lavouras em formagdo com 3-4 anos idade.

A P. syringe pv. garcae se propaga pelo cafezal nos periodos chuvosos com temperaturas ame-
nas. A ocorréncia de granizo na lavoura favorece a ocorréncia da bactéria, pois além de promover o
molhamento foliar, originam ferimentos que atuam como portas de entrada para a bactéria. As la-
vouras localizadas em altitudes elevadas tém a maior incidéncia da doenca devido a acao dos ventos
(RODRIGUES et al., 2013).

O manejo cultural da doenga deve ser iniciado antes da formagéo da lavoura, como a escolha
da area a ser implantada, a qual deve estar distante de areas contaminadas com a bactéria (RO-
DRIGUES et al., 2013). Também deve ser levado em consideracao a formacgao de quebra-ventos ao
redor da lavoura, interferindo na velocidade com que o vento atinge as plantas e na disseminacao do
patégeno quando ha ocorréncia de agua (RODRIGUES et al., 2013).

Para o controle quimico desta bacteriose poucos produtos estao disponiveis no Sistema de Agro-
toxicos Fitossanitario (AGROFIT, 2019), por exemplo, o fungicida oxicloreto de cobre e o antibidtico
casugamicina. Porém, esse tipo de tratamento deve ser realizado antes da infeccao pela doenca, agindo
assim como preventivo para maior protecao da planta e menores indices da doenca (PATRICIO, 2008).

Em consequéncia disso, os produtores tém tido perdas econémicas significativas, pois o au-
mento no numero de aplicacbes com bactericidas e fungicidas tem elevado o custo de producao
(PETEK et al., 2006).

Com isso, mudancas significativas tém ocorrido na cafeicultura brasileira visando conseguir um
sistema de cultivo mais autossustentavel, no qual haja crescimento da rentabilidade do cafeicultor e
reducao da contaminacdo do meio ambiente (PETEK et al., 2006).

Neste sentido, um fator importante € o0 manejo nutricional da planta, pois plantas equilibradas
nutricionalmente sao menos afetadas por doengas, uma vez que os nutrientes exercem importantes
funcdes no metabolismo vegetal, influenciando o seu crescimento, a producao de plantas e também
0 aumento da resisténcia a patégenos (ZAMBOLIM; VENTURA, 1993).

Os nutrientes podem aumentar a resisténcia das plantas aos patégenos por estarem envolvidos
em modificacoes na anatomia das células, como células da epiderme mais grossas, lignificadas ou
silificadas (ZAMBOLIM; VENTURA, 1993).

Entre os micronutrientes, o cobre merece destaque, pois contribui para enzimas respiratérias e
para fotossintese. Aumenta a resisténcia das plantas as doencas, aumentando o seu vigor, além disso,
parece ter relacao com os horménios, uma vez que ha diminuicao na queda das flores, folhas e frutos
(MALAVOLTA; GOMES; ALCARDE, 2000).

Folhas de macieira resistentes a Erwinia amylovora (Burril) apresentaram uma grande quan-
tidade de cobre. Por outro lado, a resisténcia da batateira a requeima por Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary, daria-se pelo aumento da atividade da enzima peroxidase, acarretada pelo uso de
cobre nas folhas (ZAMBOLIM; VENTURA, 1996).
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Diversos trabalhos tém comprovado a eficiéncia do cobre in vitro como bactericida. Santos et
al. (2010) observaram que o oxicloreto de cobre e Soil-Set®, um fertilizante foliar a base de enxofre,
cobre, ferro, manganés e zinco (ALLTECH, 2019), inibiram o crescimento de Xanthomonas campes-
tris pv. viticola (Nayadu) in vitro, sendo que a acao bactericida do Soil-Set® deveu-se possivelmente
a presenca de cobre em sua formulagao.

Yamada (2014) concluiu que isolados de P. syringae pv. garcae apresentaram sensibilidade ao
sulfato de cobre in vitro e também que o 6xido cuproso aplicado de forma preventiva mostrou maior
eficacia no controle de mancha aureolada em mudas de café.

Outros trabalhos também comprovaram a eficiéncia do cobre in vitro, Morais et al. (2015) re-
lataram que o hidréxido de cobre nas concentragoes (0,18; 0,36; 0,54 e 0,72%) e o fosfito de cobre
(0,83%) inibiram completamente o crescimento de P. syringae pv. garcae in vitro.

De acordo com Domingues et al. (2015), produtos formulados com hidroxido de cobre promo-
veram uma reducgao drastica no nimero de UFC de P. syringae pv. garcae a partir da dose de 100 ug
de i.a. por litro de meio N.A.

Fertilizantes foliares contendo outros elementos associados ao cobre tém sido disponibilizados
no mercado com frequéncia, como o Bayfolan® cobre.

Bayfolan® cobre é um fertilizante foliar que contém nitrogénio, aminoacidos e sulfato de cobre
associados que atuam em conjunto, ativando sistemas enzimaticos nas plantas (BAYER, 2017). Os
aminoacidos facilitam a penetracdo, assimilagao e movimento dos nutrientes dentro da planta me-
Ilhorando sua atividade e proporcionando um efeito nutritivo, tornando as plantas mais saudaveis e
produtivas (BAYER, 2017). Sua composicao apresenta carbono organico total 10,0% (123,0 g L'!),
nitrogénio (soltvel em agua) 3,0% (36,9 g L'!), Cobre (soltvel em agua) 5,0% (61,5 g L'!), natureza
fisica (fluido) (BAYER, 2017).

Diante disso, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de diferentes concentracoes de
Bayfolan® cobre no controle de P. syringae pv. garcae in vitro.

Materiais e métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia do Instituto Federal de Edu-

cacao, Ciéncia e Tecnologia do Sul de Minas Gerais - Campus Muzambinho.
Os isolados de P. syringae pv. garcae utilizado nos experimentos foram obtidos do Laboratoério

de Bacteriologia da Universidade Federal de Lavras, os quais sao oriundos de folhas de cafeeiros a
partir de lavoura, naturalmente infectada, localizada no municipio de Lavras, regiao Sul do Estado
de Minas Gerais. A patogenicidade do isolado foi confirmada em mudas de cafeeiro em condicdo de
casa de vegetacao do Departamento de Fitopatologia da UFLA.

Para o preparo do inéculo, foi realizada a semeadura da bactéria de ambos os isolados em meio
523 de Kado e Heskett (1970). Apbs 48 horas, as células bacterianas foram suspendidas em solucao
salina (NaCl a 0,85%) estéril em autoclave e a concentragao bacteriana determinada em espectrofoto-
metro a 600 nm (OD600), conforme descrito por Oliveira e Romeiro (1990). Por meio de diluicdo em
solucgéo salina estéril, foi preparada suspensao de células bacterianas com a diluicédo de 1,1 x 108,

Foram instalados dois experimentos, sendo que em cada um utilizou-se de isolado diferente de
P syringae pv. garcae (157 e 59). Os experimentos foram instalados em delineamento inteiramente
casualizado, sendo avaliados sete tratamentos, com cinco repeticoes, totalizando 35 unidades expe-
rimentais cada um. Cada unidade experimental foi constituida por uma placa de petri.
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O Bayfolan® cobre foi adicionado ao meio de cultura 523 a temperatura de cerca de 40°C,

nas seguintes concentracoes, O; 0,63; 1,25; 1,88; 2,5; 3,0 mL L' de agua, correspondendo a 0O,
625, 1.250, 1.875, 2.500 e 3.000 ppm. Como testemunha absoluta, foi utilizada placa contendo
meio 523 (Controle negativo) e placas acrescidas do antibiético casugamicina (Kasumin® - 98% i. a)
(Controle positivo) na concentracao de 3.000 ppm. Posteriormente, o meio foi vertido em placa de
Petri de 9,0 cm de diametro.

Apos a solidificagao do meio adicionou-se em cada placa 100 ulL da suspensao de in6culo (1,1
x 108 UFC mL?), a qual foi distribuida sobre o meio com auxilio de alca de Drigalski. Em seguida, as
placas foram mantidas em incubacéo em B.0.D a 28 + 2 °C e fotoperiodo de 12 h de luz.
riano, ap6és 48 horas de incubacao, foi quantificado o nimero de unidades formadoras de col6nias
(UFC) desenvolvidas em cada placa.

Os resultados foram submetidos a testes de normalidade e homogeneidade, por meio do Pro-
grama GENES® (CRUZ, 2001) e a analise de variancia e regressao, e as médias comparadas pelo Tes-
te de Scott-Knott ao nivel de 5% de significancia, por meio do Programa SISVAR® (FERREIRA, 2011).

Resultados e discussoes

De um modo geral, ambos os isolados de P. syringae pv. garcae apresentaram reducao signifi-
cativa no nimero de UFC com o aumento da concentragdo de Bayfolan® cobre, evidenciando o efeito
bactericida do produto.

Para o isolado 157 da bactéria (Figura 1) observa-se que na concentracdo de 630 ppm de
Bayfolan® cobre houve tendéncia de aumento no nimero de UFC. Nas concentracoes de 1.250 e
1.875 ppm de Bayfolan® cobre houve reducao de 15,91% a 54,55% no nimero de col6nias compa-
rado com a testemunha, respectivamente. A partir da concentracao de 2.500 ppm o Bayfolan® cobre
inibiu completamente o desenvolvimento da bactéria in vitro.

Figura 1 - Efeito de diferentes concentracdes de Bayfolan® cobre no crescimento de Pseudomonas syringae pv.
garcae in vitro, Isolado 157, Muzambinho, 2018. Dados transformados para y= v(x+0,5).
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Fonte: Elaboracao dos autores (2018).
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Para o isolado 59 de P. syringae pv. garcae (Figura 2), observa-se que na concentracao de 625
ppm de Bayfolan® cobre praticamente nao houve inibicdo do crescimento bacteriano comparado a
testemunha. Na concentracao de 1.250 ppm de Bayfolan® cobre houve tendéncia de aumento no nu-
mero de UFC. Na concentragao de 1.875 ppm o Bayfolan® cobre promoveu 40,82% de redugao no
numero de coldnias. A partir da concentracao de 2.500 ppm o Bayfolan® cobre inibiu completamente
o desenvolvimento da bactéria in vitro.

Figura 2 — Efeito de diferentes concentracoes de Bayfolan® cobre no crescimento de Pseudomonas syringae pv.
garcae in vitro, Isolado 59, Muzambinho, 2018. Dados transformados para y= v(x+0,5).
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Fonte: Elaboracéo dos autores (2018).

Embora o comportamento dos dois isolados, 157 e 59, tenham sido semelhantes, observa-se
que o isolado 59 apresentou menor sensibilidade ao Bayfolan® cobre na concentracao de 1.875 ppm,
sendo o percentual de reducgao de 40,82% e 54,55% para os isolados 59 e 157, respectivamente.
No entanto, ambos os isolados tiveram seu crescimento inibido completamente com a concentracao
2.500 ppm de Bayfolan® cobre.

O patégeno P. syringae pv. garcae é uma bactéria gram-negativa, aerébica restrita (MCDONNELL;
RUSSEL, 1999). Embasando-se no conceito apontado por Fisher (2005) de que as bactérias gram-
negativas dispdem de um envelope celular em que uma membrana celular externa a parede celular é
composta por uma bicamada de lipopolissacaridio-fosfolipidica assimétrica, promovendo uma barrei-
ra fisica eficaz para a entrada de moléculas no interior da célula bacteriana, pode-se inferir que o iso-
lado 59 provavelmente possa ter membrana mais efetiva no controle da entrada do Bayfolan® cobre.

Um fator responsavel pelas propriedades antimicrobianas do cobre é a habilidade desse metal
aceitar ou doar facilmente seus elétrons (PRO COBRE, 2016). Essa propriedade quimica permite que
os fons de cobre alterem as proteinas dentro das células dos microrganismos para que as proteinas ja
nao possam realizar suas funcdes normais (PRO COBRE, 2016).

Comparando-se o nimero de UFC obtido nos tratamentos que receberam Bayfolan® cobre com
o tratamento que recebeu o antibiético comercial Kasumin® e com a testemunha sem tratamento,
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constatou-se que os tratamentos diferiram significativamente entre si (Tabela 1). As concentragoes de
Bayfolan® cobre de 2.500 ppm e 3.000 ppm tiveram a mesma eficacia que o tratamento quimico
Kasumin® na reducao do crescimento bacteriano.

Tabela 1 - Efeito de diferentes concentragdes de Bayfolan® cobre e do antibi6tico Kasumin® no crescimento de
dois isolados de Pseudomonas syringae pv. garcae in vitro, Muzambinho, 2018.

Tratamentos (ppm) Isolado 157 (UFC) Isolado 59 (UFC)

0 0% a 0% a

625 0% a 4,1% a
1250 15,9% b 0% a
1875 54,5% c 40,8% b
2500 100% c 100% ¢
3000 100% c 100% ¢
Kasumin® 100% c 100% ¢

CV (%) 35,29 21,08

*Na coluna, as médias seguidas pela mesma letra minlscula, ndo diferem entre si, pelo Teste de Scott-
Knott a 0,05 de significancia. Dados transformados para y= v(x+0,5). Os dados apresentam normalidade e
homogeneidade.

Fonte: Elaboracao dos autores (2018).

Yamada (2014) ao estudar a resisténcia de isolados de P. syringae pv. garcae a cobre verifi-
cou que os isolados do patdgeno apresentam sensibilidade ao sulfato de cobre in vitro e que o 6xido
cuproso aplicado de forma preventiva mostrou maior eficacia no controle da mancha aureolada em
mudas de cafeeiro.

Diversos trabalhos relatam o efeito bactericida do cobre. Morais et al. (2015) relataram que
o hidroxido de cobre nas concentragoes (0,18; 0,36; 0,54 e 0,72%) e o fosfito de cobre (0,83%)
inibiram completamente o crescimento de P. syringae pv. garcae in vitro.

Domingues et al. (2015), pesquisando o controle quimico e biolégico da mancha aureolada
em mudas de cafeeiro, observaram que produtos formulados com hidréxido de cobre promoveram
reducao drastica no nimero de UFC de P. syringae pv. garcae a partir da dose de 100 ug de i.a. por
litro de meio N.A.

Segundo Franco e Takatsu (2004), 38 isolados testados de Xanthomonas axonopodis pv. pas-
siflorae (Pereira) Dye nao apresentaram resisténcia ao CuSO4 nas concentracoes de 500 pmm e
1.000 pmm.

Além do efeito bactericida apresentado pelo Bayfolan® cobre, por ele conter cobre (Sulfato de
cobre), aminoacidos e enxofre na sua composicao pode induzir resisténcia nas plantas por ativar
seus mecanismos de defesa, como ja foi evidenciado por Zambolim e Ventura (1996), lgarashi et
al. (2010) e Vitti, Otto e Savieto (2015), sendo isso considerado uma vantagem, uma vez que esse
produto é comercializado como fertilizante foliar.
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Conclusoes

O Bayfolan® cobre é eficaz no controle dos isolados 157 e 59 de Pseudomonas syringae pv.
garcae in vitro a partir da concentracao de 2.500 ppm.

O Bayfolan®cobre nas concentragdes de 2.500 e 3.000 ppm ¢ tao eficiente quanto o Kasumin®
no controle do crescimento bacteriano.

Effect of Bayfolan® copper on the control of
Pseudomonas syringae pv. garcae in vitro

Abstract

One of the limiting factors in coffee production is the aureolated spot caused by the bacterium
Pseudomonas syringae pv. garcae. This work aimed to evaluate different Bayfolan® copper concen-
trations in the growth of two isolates of P. syringae pv. garcae in vitro. P syringae pv. garcae 157
and 59 isolates were used. Two experiments were carried out in a completely randomized design
(CRD) with 7 treatments and 5 replications, in a total of 35 experimental units. Each experimental
unit consisted of a Petri dish. For the installation of the experiment, Bayfolan® copper was added and
homogenized into Kado 523 culture medium at concentrations of 0; 625; 1.250; 1.875; 2.500 and
3.000 ppm, and as positive control the product Kasumin® was used at 3.000 ppm concentration.
Bayfolan® copper reduced the growth of the two isolates evaluated in vitro with increasing concentra-
tion. At concentrations of 2.500 and 3.000 ppm, Bayfolan® copper inhibited completely the growth
of both isolates, similarly to the Kasumin® treatment. The research reveals that Bayfolan® copper is
efficient to control P. syringae pv. garcae in vitro from concentrations of 2.500 ppm onwards.
Keywords: Bacteriosis. Copper sulphate. Coffea arabica.
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