
MORGANA COELHO MAMEDE  

 

 

 

 

 

 

 

 

DETECÇÃO DE Pantoea ananatis EM SEMENTES DE MILHO E NANOPARTÍCULAS 

NO CONTROLE DA BACTÉRIA IN VITRO 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada à Universidade Federal de Uberlândia, como 

parte das exigências do Programa de Pós-graduação em Agronomia – 

Mestrado, área de concentração em Fitotecnia, para obtenção do título de 

“Mestre”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orientadora 

Prof.a Dr.a Nilvanira Donizete Tebaldi 

 

 

 

 

 

 

 

UBERLÂNDIA 

MINAS GERAIS – BRASIL 

2018 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) 

Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil. 

 

 

M264d 

2018 

 

Mamede, Morgana Coelho, 1991 

Detecção de Pantoea ananatis em sementes de milho e 

nanopartículas no controle da bactéria in vitro / Morgana Coelho 

Mamede. - 2018. 

77 f. : il.  

 

Orientadora: Nilvanira Donizete Tebaldi. 

Dissertação (mestrado) - Universidade Federal de Uberlândia, 

Programa de Pós-Graduação em Agronomia. 

Disponível em: http://dx.doi.org/10.14393/ufu.di.2018.754 

Inclui bibliografia. 

 

1. Agronomia - Teses. 2. Milho - Doenças e pragas - Controle - 

Teses. 3. Bactérias fitopatogênicas - Teses. 4. Milho - Sementes - Teses. 

I. Tebaldi, Nilvanira Donizete. II. Universidade Federal de Uberlândia. 

Programa de Pós-Graduação em Agronomia. III. Título. 

 

 

CDU: 631 

Angela Aparecida Vicentini Tzi Tziboy – CRB-6/947

 





 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais Núbia Aparecida da Silva Mamede e Waldemar Martins Mamede. 

À minha avó Hilda Coelho da Silva. 

Aos meus familiares e amigos. 

 

 

Dedico. 

 



AGRADECIMENTOS 

 

Ao Programa de Pós-Graduação em Agronomia, da Universidade Federal de Uberlândia pela 

oportunidade de formação profissional. 

Ao Laboratório de Bacteriologia Vegetal por proporcionar o desenvolvimento deste trabalho. 

À minha orientadora Dr.a Nilvanira Donizete Tebaldi pela confiança, apoio e ensinamentos. 

À técnica do Laboratório Lara Caroline Borges Moreira Mota pelo auxílio, pelas sugestões e 

ensinamentos. 

Aos professores Dr. Igor Souza Pereira e Dra. Anielle Christine Almeida Silva pela gentileza e 

disponibilidade em compor minha banca de defesa de dissertação. 

Aos amigos de Pós-Graduação, especialmente a Nayara e Raquel, pelas contribuições e incentivo, 

além da importante participação na execução deste trabalho. 

Aos demais amigos pelos momentos compartilhados, em especial Guilherme, César, Thiago, Thales 

e Sérgio por tornar os dias mais agradáveis. 

A Camila, Juliana e Roberta pela torcida, apoio e por compartilhar comigo esta realização. 

Aos meus tios, primos e avós pela torcida. 

Aos meus pais pelo constante apoio. 

A todos que estiveram presentes e contribuíram de alguma forma para a realização deste trabalho. 

Acima de tudo, agradeço a Deus. 

 



RESUMO 

A mancha branca do milho causada pela bactéria Pantoea ananatis é considerada uma das principais 

doenças foliares da cultura do milho no Brasil. As estratégias de controle da doença são baseadas na 

obtenção de genótipos resistentes e no controle químico. Como nova estratégia, vários nanomateriais 

têm sido utilizados como agentes antimicrobianos por eliminar ou retardar o crescimento bacteriano. 

Assim, o presente trabalho teve como objetivos: (i) avaliar meio de cultura semi-seletivo para 

detecção de P. ananatis; (ii) detectar a presença de P. ananatis em sementes de oito genótipos de 

milho; (iii) identificar e caracterizar bioquímica e molecularmente os isolados bacterianos; (iv) avaliar 

o efeito de nanopartículas no controle da bactéria in vitro. Para avaliação dos meios de cultura, foram 

utilizados dois isolados de P. ananatis em cinco meios de cultura (523, NA, TSA, PA10 e PA20) com 

ausência ou presença dos fungicidas ciclohexamida e tiofanato metílico, com três repetições cada. A 

eficiência de cada meio de cultura foi determinada a partir do diâmetro das colônias e contagem do 

número de colônias em UFC mL-1. Para detecção da bactéria nas sementes foram utilizados oito 

genótipos de milho, os extratos das sementes foram cultivados em três meios de cultura (523, NA e 

TSA) com três repetições para cada diluição. Os isolados obtidos foram caracterizados bioquímica, 

fisiologicamente e molecularmente. Para controle com nanopartículas foram utilizados nanocristais 

de ZnO dopados com seis elementos: prata (Ag), ouro (Au), cobre (Cu), ferro (Fe), manganês (Mn) 

e níquel (Ni) em diferentes concentrações e nanocristais puros, com três repetições. A toxidez direta 

dos nanocristais foi avaliada através do halo de inibição do crescimento bacteriano (isolado de 

Pantoea ananatis) em meio de cultura. Os meios de cultura TSA e 523 com adição de ciclohexamida 

foram eficazes para a detecção de P. ananatis. A bactéria foi encontrada em sementes de cinco 

genótipos de milho. O meio de cultura TSA com adição de ciclohexamida pode ser recomendado para 

a detecção de P. ananatis em sementes de milho. A utilização de nanopartículas de óxido de zinco 

(ZnO) não apresentou efeito bactericida para P. ananatis. Nanocristais de ZnO dopados com cobre, 

ferro, manganês, níquel, ouro e prata inibiram o crescimento de P. ananatis in vitro.  

 

Palavras-chave: Etiologia; Zea mays; Mancha branca. 

 



ABSTRACT 

The white corn stain caused by the bacterium Pantoea ananatis is considered one of the main foliar 

diseases of maize in Brazil. The control strategies of the disease are based on obtaining resistant 

genotypes and chemical control. As a new strategy, several nanomaterials have been used as 

antimicrobial agents to eliminate or retard bacterial growth. The objective of this study was to 

(i)evaluate semi-selective culture medium for the detection of P. ananatis; (ii) to detect the presence 

of P. ananatis in seeds of eight maize genotypes; (iii) to identify and characterize biochemistry and 

molecularly the bacterial isolates; (iv) to evaluate the effect of nanoparticles in the control of the 

bacterium in vitro. To evaluate the culture media, two isolates of P. ananatis were used in five culture 

mediums (523, NA, TSA, PA10 and PA20) with absence or presence of the fungicides cyclohexamide 

and methyl thiophanate, with three replicates each. The efficiency of each culture medium was 

determined from the diameter of the colonies and counting of the number of colonies in CFU mL-1. 

Eight maize genotypes were used to detect the bacteria in the seeds, the seed extracts were grown in 

three culture media (523, NA and TSA) with three replicates for each dilution. The obtained isolates 

were characterized biochemically, physiologically and molecularly. In order to control with 

nanoparticles, ZnO nanocrystals doped with six elements: silver (Ag), gold (Au), copper (Cu), iron 

(Fe), manganese (Mn) and nickel (Ni) in different concentrations and pure nanocrystals, with three 

replicates. The direct toxicity of the nanocrystals was evaluated through the halo of bacterial growth 

inhibition (Pantoea ananatis isolate) in culture medium. TSA and 523 culture media with addition of 

cyclohexamide were effective for the detection of P. ananatis. The bacterium was detected in seeds 

of five maize genotypes. TSA culture medium with addition of cyclohexamide may be recommended 

for the detection of P. ananatis in corn seeds. The use of zinc oxide (ZnO) nanoparticles did not 

present a bactericidal effect for P. ananatis. ZnO nanocrystals doped with copper, iron, manganese, 

nickel, gold and silver inhibited the growth of P. ananatis in vitro. 

 

Key-words: Etiology; Zea mays; White spot. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

No Brasil, a cultura do milho (Zea mays L.) alcançou em 2017 uma produção de 97,71 milhões 

de toneladas, distribuídas entre a primeira safra de 30,46 milhões de toneladas e a segunda safra de 

67,25 milhões de toneladas (CONAB, 2017). 

O cultivo do milho de segunda safra ou milho safrinha trouxe preocupações quanto ao manejo, 

devido às flutuações climáticas que geram mudanças na incidência de pragas, plantas infestantes e 

doenças (CRUZ E BIANCO, 2001). Entre as doenças, destaca-se a Mancha Branca do Milho (MBM) 

tanto pela sua distribuição geográfica, quanto pelos prejuízos causados. 

Presente no país desde a década de 1980, a doença inicia-se com o aparecimento de lesões 

foliares aquosas do tipo anasarca, com coloração verde-escuro que evoluem para necróticas e de cor 

palha, afetando, assim, a taxa fotossintética líquida da planta e levando a perdas superiores a 60% na 

produção final (PINTO, 1999; CASELA et al., 2006). Pantoea ananatis é o agente causal da doença 

(PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001), trata-se de uma bactéria gram-negativa, não esporulante, 

anaeróbia facultativa, com colônias de coloração amarelo brilhante e crescimento mucoso quando em 

meio de cultura, além disso sobrevive epifiticamente sobre as folhas do milho, assim como em restos 

culturais (SAUER et al., 2010). 

A importância das bactérias como patógenos de plantas se dá pela severidade das doenças que 

provocam em culturas de interesse econômico, bem como pela sua rápida disseminação e dificuldades 

em controlá-las. Estes atributos estão associados à alta adaptabilidade que as bactérias apresentam, 

capacitando sua sobrevivência em diversas condições, tais como: diferentes climas, estádios 

fenológicos de hospedeiro e a capacidade em desenvolver resistência a defensivos utilizados para seu 

controle (ROMEIRO, 2005).  

A disseminação de P. ananatis na cultura do milho pode ocorrer pelo homem, animais, 

insetos, chuvas, ventos e enxurradas (MENDES e TEBALDI, 2011). Segundo Sauer et al. (2010), o 

inóculo primário da bactéria tem origem nos restos culturais do milho. Rijavec et al. (2007) sugeriram 

provável transmissão vertical endofítica de P. ananati, planta mãe doente produzindo sementes 

contaminadas, mesmo após desinfestação superficial de grãos de milho e posterior germinação sob 

condições assépticas. Recentemente, a bactéria foi detectada em sementes de milho (MAMEDE et 

al., 2018). 

Sendo assim, as estratégias de controle da doença são baseadas na obtenção de genótipos 

resistentes e no controle químico. No entanto, o controle químico de fitobactérias não é eficiente e, 
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por isso, métodos alternativos devem ser avaliados, como o uso de nanomateriais com ação 

antimicrobiana. Com tamanho inferior a 100 nm, nanopartículas (NPs) apresentam elevada eficácia 

biocida, já que o pequeno tamanho e a alta relação superfície/volume admite interações íntimas com 

as membranas microbianas (ALLAKER, 2010; MORONES et al., 2005). 

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos detectar a presença de P. ananatis 

em sementes de milho em meio de cultura e avaliar o efeito de nanopartículas no controle da bactéria 

in vitro. 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 A cultura do milho 

A cultura do milho (Zea mays L.) apresentou como os maiores produtores mundiais os Estados 

Unidos, a China e o Brasil, com uma produção de 384,8, 219,6 e 97,7 milhões de toneladas, 

respectivamente, na safra 2016/2017 (FIESP, 2017), sendo utilizado principalmente em rações para 

animais (FORNASIERI FILHO, 2007; MÔRO e FRITSCHE NETO, 2015).  

No Brasil, o milho representa a segunda espécie vegetal mais cultivada, ficando atrás apenas 

da soja. Entretanto, sua importância no mercado agroindustrial nacional não é menor frente a principal 

commodity, visto que em anos ruins para a soja, o milho gera ganhos financeiros para grande parte 

dos produtores rurais (MÔRO e FRITSCHE NETO, 2015). 

A produção de grãos na safra 2016/17 ocupou área de 60,9 milhões de hectares, maior área 

semeada da história, sendo que 85% desta área está concentrada nas culturas da soja e do milho. Além 

disso, dados estimados da área de milho total no país denotam 17,68 milhões de hectares (CONAB, 

2017). Apesar da vasta extensão territorial, algumas regiões e estados destacam-se por concentrar o 

cultivo do milho. Lideram tanto em área cultivada, quanto em produtividade e produção a região 

Centro-Oeste, especificamente nos Estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goiás. 

A cultura é distribuída em duas safras, primeira e segunda safra. De acordo com levantamento 

da CONAB (2017), para primeira safra houve semeadura em 5,48 milhões de hectares e para segunda 

safra 12,11 milhões de hectares, sendo que devido às condições climáticas que favoreceram a cultura 

e a produtividade, o milho da segunda safra alcançou 5.533 kg ha-1, permanecendo como a segunda 

melhor da série histórica.  
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O rendimento da cultura depende de vários fatores, como potencial produtivo do genótipo, 

resistência às doenças, fertilidade do solo, densidade adequada de plantas, sistema de cultivo, sistema 

de semeadura, manejo de pragas e doenças além das condições ambientais (DENTI; REIS, 2003). 

Contudo, as modificações ocorridas ao longo dos anos no sistema de produção, como 

expansão da fronteira agrícola, adoção do sistema de plantio direto, aumento da população de plantas, 

condições climáticas favoráveis, além de cultivos sucessivos de milho na mesma área, geraram 

condições ideais para o desenvolvimento de várias doenças foliares (PAES, 2006).  

Assim, apesar do aumento na produtividade, modificações importantes ocorreram na dinâmica 

populacional dos patógenos, resultando no aparecimento de novos problemas fitossanitários. A 

importância de cada doença varia de ano para ano e de região para região, porém algumas das doenças 

são de ocorrência mais generalizada nas principais regiões de plantio, como a Mancha Branca do 

Milho (MBM) (PAES, 2006). 

2.2 Mancha branca do milho 

2.2.1 Aspectos gerais da doença 

Também conhecida como pinta branca, a mancha branca do milho (MBM) é considerada uma 

doença endêmica em quase todas as regiões produtoras de milho no Brasil. Causada pela bactéria 

Pantoea ananatis (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2001; PACCOLA-MEIRELLES, 2008; 

BOMFETI et al., 2008), trata-se de uma das mais importantes doenças foliares do milho. 

As perdas são dependentes das condições ambientais e do estágio de desenvolvimento no qual 

a planta é infectada. Regiões acima de 600m de altitude e semeadura a partir da segunda quinzena de 

novembro aumentam a severidade da doença, assim como plantios tardios permitem que a cultura se 

desenvolva sob elevadas precipitações pluviométricas, criando condições adequadas ao 

desenvolvimento da doença (COSTA et. al., 2011).  

Além do clima, fatores como manejo da adubação, época de semeadura e método de plantio 

empregado podem predispor as plantas ao ataque. A semeadura direta pode elevar o potencial de 

inóculo na área ao longo do tempo (FERNANDES; OLIVEIRA, 2000), a fertilidade do solo e nutrição 

da planta também são aspectos importantes e intrínsecos a resistência da planta à doença. Outrossim, 

desiquilíbrios nutricionais aumentam o estresse da cultura e a probabilidade de doenças aumenta 

(YAMADA, 2002). 

A alta incidência e a severidade com que a MBM ocorre contribui para a redução dos índices 

de produtividade da cultura. Em genótipos suscetíveis a MBM antes ou depois do florescimento pode 
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provocar um aspecto de queima intensa na planta, reduzindo o ciclo da cultura devido a redução da 

área fotossintética, visto que 10-20% de severidade representa 40% menos de fotossíntese líquida, o 

que equivale a 60% de perdas na produção final da cultura (PINTO, 1999; GODOY et al., 2001).  

O início da doença se dá com o surgimento de lesões aquosas, do tipo anasarca, de coloração 

verde-escuro e que evoluem para lesões necróticas e de coloração palha. São lesões de formato 

oblongo e irregular, medindo entre 0,3 a 2,0 cm, dependendo do nível de resistência genética do 

material (PACCOLA-MEIRELLES et al., 2002). Na maioria dos genótipos de milho os sintomas 

iniciam-se nas folhas inferiores, progredindo em direção ao ápice da planta e ficando mais severos 

após o pendoamento (SAWAZAKI et al., 1997). 

Dentre as medidas de controle, são indicados o uso de híbridos resistentes e, no caso de plantio 

de cultivares suscetíveis, a utilização de fungicidas tem sido ajustada em produtos pertencentes aos 

grupos: triazóis, estrobilurinas, benzimidazol e oxitetraciclin (PEDRO et al., 2010). 

2.2.2 Etiologia da doença 

Inicialmente o agente causal foi descrito por Fantin (1994) como mancha foliar de 

phaeosphaeria, causada por Phaeosphaeria maydis (Henn.) Rane (CARSON, 1999). 

No Brasil, o diagnóstico da doença era realizado considerando apenas os aspectos visuais das 

lesões na planta, além de descrições das estruturas reprodutivas sexuadas e assexuadas presentes nas 

lesões (FANTIN, 1994). Entretanto, o baixo índice de isolamento do fungo P. maydis (PACCOLA-

MEIRELLES et al., 2001; CERVELATTI et al., 2002; AMARAL et al., 2004; 2005; CARLI, 2008) 

somado a dificuldade em encontrar estruturas características de P. maydis (peritécios) ou Phyllosticta 

sp (picnídios) (PACCOLA-MEIRELLES et al., 1998; FERNANDES, 2004) apontaram a necessidade 

de estudos mais detalhados sobre a doença. 

Diante disso, a partir de inoculações com a bactéria Pantoea ananatis em condições 

controladas, Paccola-Meirelles et al. (2001) observaram sintomas típicos da doença entre 5 a 7 dias 

após a inoculação. Assim sendo, os autores confirmaram os postulados de Koch e descreveram a 

bactéria como agente causal da doença. Corroborando o relato, Vieira et al. (2009) sugeriram a 

interação entre a bactéria P. ananatis com as diferentes espécies de fungos, como necessária a 

reprodução dos sintomas da doença. 

P. ananatis está presente desde os primeiros estádios de desenvolvimento das lesões de MBM, 

enquanto diferentes espécies de fungos aparecem apenas em lesões de estádio avançado. Contudo, 

diferentes espécies de fungos oportunistas podem colonizar as lesões pré-estabelecidas pela bactéria, 

incluindo aquelas descritas como sendo o agente etiológico da doença (GONÇALVES et al., 2013).  
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Além disso, os resultados apresentados por Gonçalves et al. (2013) mostraram que o 

crescimento de diferentes espécies fúngicas encontradas frequentemente em lesões naturais da doença 

também ocorrem em lesões artificiais. Esse conjunto de resultados apoia a hipótese de que a doença 

MBM é causada pela bactéria Pantoea ananatis conforme descrito por Paccola-Meirelles et al. 

(2001), e não por uma espécie-específica de fungo ou mesmo um complexo de espécies fúngicas 

conforme relatado anteriormente (RANE et al., 1966; FANTIN, 1994; AMARAL et al., 2004, 2005; 

CARSON, 2005; CARLI, 2008). 

2.3 Gênero Pantoea  

Pertencente à família Enterobacteriaceae, as bactérias pertencentes ao gênero Pantoea são 

gram-negativas, não capsuladas, de formato alongado, não esporulante; a maioria se move com 

auxílio de flagelos peritríquios; anaeróbias facultativas, ou seja, bactérias fermentativas; oxidase 

negativo e catalase positivo; em nutriente ágar as colônias são redondas, mucoides de coloração 

amarela, creme / branca ou bege.  

O gênero Pantoea é atualmente composto por 20 espécies reconhecidas que são 

fenotipicamente similares: P. agglomerans, P. allii, P. ananatis, P. anthophila, P. beijingensis, P. 

brenneri, P. calida, P. conspicua, P. cypripedii, P. deleyi, P. dispersa, P. eucalyptii, P. eucrina, P. 

gavinae, P. rodasii, P. rwandensis, P. septica, P. stewartii subsp. indologenes, P. stewartii subsp. 

stewartii, P. vagans, P. wallisii.  Apesar de isoladas de várias fontes, a maioria foi retirada de plantas 

(WALTERSON e STAVRINIDES, 2015). 

Por meio do mecanismo chamado quórum-sensing ocorre comunicação de uma substância 

química sinalizadora denominada acil-homoserinas lactonas. Esta substância produz um 

exopolissacarídeo que protege a célula bacteriana de mecanismos de defesa do hospedeiro e obstrui 

a circulação da seiva nas folhas que originam o tecido necrosado. Em relação à virulência, o patógeno 

produz cristais de gelo em temperaturas onde não poderiam ser formados, fenômeno da “ice 

nucleation”, que em culturas que não toleram o congelamento do meio intercelular faz com que as 

lesões sejam exteriorizadas; como na cultura do milho (GONÇALVES et al., 2015). 

2.3.1 Pantoea ananatis: agente causal da mancha branca do milho 

P. ananatis causa doenças em diversas culturas como melão, cebola, aveia e tomate (WELLS 

et al., 1987; WATANABE et al., 1996; GITAITIS et al., 1997; AZAD et al., 2000; COTHER et al., 

2004). Em milho foi descrita pela primeira vez no Brasil por Paccola-Meirelles et al. (2001), na África 
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do Sul por Goszczynska et al. (2007), no México por Pérez-y-Terrón et al. (2009), na Argentina por 

Alippi e López (2010) e na Polônia por Krawczyk et al. (2010). 

A bactéria sobrevive epifiticamente em folhas de milho, a população pode progredir em 

tamanho mesmo na ausência da manifestação da doença sobre as folhas. A idade e estrutura da planta 

também contribuem para o aumento da população bacteriana (SAUER et al., 2010).  

Dentre as características que podem favorecer o crescimento epifítico no filoplano estão a 

pilosidade, densidade estomática e taxa de transpiração (COSTA et al., 2006). Isso ocorre visto que 

a frequência de isolamento desta bactéria é 63% maior em estágios iniciais de desenvolvimento das 

lesões em plantas de milho, diminuindo consideravelmente em estágios seguintes (PACCOLA-

MEIRELLES et al., 2001). 

Gitaitis et al. (2002) identificaram a bactéria P. ananatis na forma epifítica em 25 plantas 

infestantes assintomáticas e também plantas de feijão caupi e soja, utilizando PCR com primers 

específicos, sendo as plantas infestantes as prováveis fontes de inóculo para os plantios de cebola nos 

EUA.  

Lesões de P. ananatis também foram encontradas em plantas de sorgo e folhas de capim-

colchão, planta infestante muito comum em lavouras de milho (LANA et al., 2012), onde as lesões 

apresentavam variabilidade morfológica semelhante à descrita para diferentes genótipos de milho. 

Além disso, plantas de capim carrapicho e caruru, quando inoculadas com a bactéria, também 

apresentaram sintomas de mancha branca, de onde a bactéria foi reisolada (MARTINS, 2014). Desta 

forma, acredita-se que estas plantas infestantes sejam hospedeiros alternativos com alto potencial para 

que a bactéria se desenvolva nas áreas de plantio do milho. 

Sementes de milho quando desinfestadas e colocadas para germinar, sob condições assépticas, 

mostrou-se possível o isolamento da bactéria e sua confirmação pelo sequenciamento de DNA 

utilizando primers universais U986/L1401 (RIJAVEC et al., 2007). Após reisolamento da bactéria a 

partir de grãos colhidos em duas semeaduras consecutivas, foi sugerido que, no milho, pode ocorrer 

uma provável transmissão vertical endofítica (planta mãe doente produzindo sementes 

contaminadas). A bactéria também já foi detectada em sementes de milho (MAMEDE et al., 2018) e 

pode ser transmitida pelas sementes de cebola (WALCOTT et al., 2002), capim-sudão (AZAD et al., 

2000), arroz (TABEI et al., 1988) e trigo sarraceno (IIMURA e HOSONO, 1996). 

Por isso, conhecer o funcionamento de agroecossistemas, bem como identificar nichos de 

sobrevivência de fitopatógenos, bem como suas interações com o hospedeiro e ambiente são 
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fundamentais para estabelecer práticas adequadas de manejo visando seu controle (VALARINI e 

SPADOTTO, 1995).  

2.4 Fitobactérias em sementes 

Aproximadamente 90% das culturas exploradas agronomicamente são propagadas por 

sementes. As sementes podem abrigar e transportar microrganismos ou agentes patogênicos de todos 

os grupos taxonômicos, causadores e não causadores de doenças. Os fungos englobam o maior 

número de espécies associadas às sementes, seguidos pelas bactérias, com um número expressivo de 

representantes, e os vírus e nematoides em menor número (BRASIL, 2009). 

Bactérias fitopatogênicas podem estar associadas às sementes de diferentes formas, aderidas 

aos tricomas, ao tegumento ou embrião e, ou sob o tegumento e serem eficientemente transmitidas 

para as plantas em condições de viveiro ou campo (SCHAAD, 1982; GOTO, 1992; SILVA et al., 

2002; ROMEIRO, 2005). 

A semente aloja diversificada flora microbiana, tanto na superfície, quanto associada aos 

tecidos internos (NORMANDER e PROSSER, 2000; BACILIO-JIMENEZ et al., 2001), cuja 

proliferação é estimulada durante a embebição, no início do processo de germinação (BUYER et al., 

1999; SIMON et al., 2001; NELSON, 2004). A eficiência da transmissão de fitobacterioses pelas 

sementes está relacionada com as condições ambientais, como temperatura, umidade e pH, além da 

flora microbiana presente na semente e no substrato (ROMEIRO, 2005).  

Na maioria das vezes a semente infectada não apresenta sintomas, já que as bactérias podem 

sobreviver nas sementes em baixas populações, tendo seu desenvolvimento paralisado (BRASIL, 

2009). As técnicas de detecção apresentam grandes variações quanto à sensibilidade, especificidade 

e complexidade em relação à semente e bactéria analisada (KRUPPA, 1993), de modo que não existe 

uma metodologia uniformizada e que acate a diferentes necessidades. Dessa maneira, a escolha do 

método deve ser ajustada a cada sistema biológico (SCHAAD, 1982). 

Entre os métodos disponíveis para detecção de bactérias em sementes temos o uso de meios 

de cultura não seletivos, por exemplo em Pseudomanas syringae pv. phaseolicola isolada em meio 

King B (TAYLOR, 1970) e Xanthomonas campestres pv. campestres em meio amido-nutriente-ágar 

(SCHAAD; DONALDSON, 1980). Entretanto, de acordo com Oliveira (1995) o uso de meios não 

seletivos em rotina apresenta baixa sensibilidade, visto que o lote de sementes deve estar altamente 

contaminado com a bactéria alvo e a microflora saprofítica deve estar em baixas quantidades. 

Dessa forma, a utilização de meios de cultura semi-seletivos, com alta supressividade para 

microrganismos saprófitas e baixa repressividade para a bactéria fitopatôgenica é ferramenta valiosa 
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na fitobacteriologia (ROMEIRO, 2001). Na detecção de Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum 

em análise de rotina de sanidade de sementes, Zachowski e Rudolph (1988) desenvolveram um meio 

de cultura semi-seletivo o qual possibilitou a verificação de colônias individualizadas após 3 a 5 dias 

de incubação. Soares (2006) obteve resultados semelhantes ao detectar X. axonopodis pv. 

malvacearum em placas de Petri, permitindo o isolamento do patógeno com baixo índice de 

contaminantes. Também na detecção de Xanthomonas axonopodis pv. Glycines em sementes de soja 

com o uso do meio semi-seletivo MXG com antibióticos apresentou alta eficácia devido à baixa 

repressividade e alta supressividade (VIOLATTI e TEBALDI, 2016). 

A alta qualidade das sementes é a base para a elevação da produtividade agrícola (BORÉM e 

MIRANDA, 2013). Em um programa de certificação de sementes, o estabelecimento de uma 

metodologia reproduzível e confiável para a detecção de patógenos em análises de rotina, é de grande 

interesse. Com os resultados pode-se evitar o uso de sementes de qualidade sanitária duvidosa 

(BRASIL, 2009). 

Assim, a identificação de P. ananatis em sementes de milho é de suma importância, visto que 

esforços para controlar a qualidade comercial das sementes produzidas concentram-se na detecção de 

fungos e pouco é conhecido referente a detecção da bactéria (GOSZCZYNSKA et al, 2006). 

2.5 Nanociência 

A ciência que estuda os materiais em escala nanométrica é chamada nanociência. A 

nanociência, aplicada a tecnologias, nanotecnologias, é uma abordagem inovadora à investigação e 

desenvolvimento do controle, do tamanho, forma e composição de nanomateriais (ADAMS e 

BARBANTE, 2013). 

A nanotecnologia envolve a manipulação de materiais de tamanho nanométrico, variando 

entre 1 a 100 nanômetros, destacando que um nanômetro (nm) é um bilionésimo de um metro (10-9 

m). Materiais nestas dimensões, designados nanomateriais, possuem características físicas, químicas 

e biológicas únicas e que permitem aplicações inovadoras dos mesmos (NNI, 2017).  

Processos biológicos ocorrem a nível molecular com interações de tamanho em escala 

manométrica, motivando o uso de nanomateriais. Basicamente, a biologia analítica e a bioquímica 

evoluem em torno da determinação de propriedades moleculares básicas relacionadas ao tamanho, 

peso e posição. Além disso, existe uma interação complexa entre moléculas nos sistemas vivos, 

resultando em uma alteração contínua dessas propriedades ao nível molecular (ADAMS e 

BARBANTE, 2013).  
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Os nanomateriais têm sido utilizados para várias finalidades, como na indústria alimentícia 

para a detecção de patógenos nos alimentos (SOZER e KOKINI, 2009); no tratamento de água e 

efluentes, a aplicação de nanotubos de carbono proporciona maior capacidade de adsorção de 

compostos orgânicos do que o carvão ativado (PAN e XING, 2008); e, por fim, na detecção de 

materiais tóxicos na atmosfera através de nanosensores (SALAMANCA-BUENTELLO et al., 2005). 

2.6 Nanobiotecnologia 

A nanobiotecnologia trata da junção entre nanotecnologia com a área biológica. O tamanho 

dos nanomaterias favorece sua entrada nas células proporcionando o acesso de drogas e 

reconhecimento de proteínas específicas (BHATTACHARYYA et al., 2009; RASMUSSEN et al., 

2010).  

Os materiais nanoestruturados possuem propriedades físicas e químicas dependentes da 

escala, ou seja, as nanopartículas apresentam comportamento intermediário entre o molecular e o 

sólido (LIN et al., 2005; LIN et al., 2006; PEARTON et al., 2004; BAHNEMANN et al., 1987). Tais 

materiais tem suas propriedades físicas e químicas potencializadas, o que gerou grande interesse nas 

aplicações tecnológicas (NOGUEIRA, 2013). Os nanomateriais estão na mesma escala de tamanho 

que as proteínas, DNA e vírus, sendo menores ainda que uma célula (104 a 105 nm) (WICHLAB, 

2016). 

A síntese de nanopartículas, com tamanho de 1 a 100nm, tem sido objeto de inúmeros 

trabalhos científicos (SILVA et al., 2010). As propriedades físico-químicas singulares de vários 

nanomateriais tornaram possível a criação de novas estruturas, sistemas ou dispositivos com 

aplicações potenciais em diversas áreas (ZHANG et al., 2013; MONTALT et al., 2014). Um 

nanocristal é definido como “partícula manométrica, composta de algumas centenas ou dezenas de 

átomos, dispostos ordenadamente, de acordo cum uma estrutura cristalina. O arranjo do cristalino 

termina na superfície do cristal, os átomos da superfície possuem menos vinhos que aqueles do 

interior do cristal. O formato do nanocristal deve minimizar a energia livre, ou tensão superficial. 

Devido à elevada superfície de exposição, os nanocristais podem ser quimicamente muito reativos e 

instáveis.” (ANJOS et al., 2006). 

As metodologias de síntese de nanopartículas são divididas em duas categorias: métodos 

físicos e métodos químicos. Nos métodos físicos os materiais sofrem moagem, têmpera, 

decomposição térmica, irradiação, dentre outros, nos quais o nanomaterial é formado a partir de uma 

amostra maior que ele. Nos métodos químicos as nanopartículas são formadas por meio de reações 

químicas entre íons ou moléculas (HABIBA et al., 2014). 
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2.7 Nanopartículas com propriedades antimicrobianas 

Uma das grandes descobertas da nanotecnologia foi o fato de que, em cada tamanho, um 

mesmo material pode apresentar cararacterísticas físicas e químicas completamente diferentes 

(ALIVISATOS, 1997). 

A atividade antimicrobiana é determinada por compostos que eliminam as bactérias 

localmente ou retardam seu crescimento sem prejudicarem o tecido circundante (HAJIPOUR et al., 

2012). O uso de nanomaterias como agentes antimicrobianos vem ganhando espaço, uma vez que 

nanopartículas com tamanho inferior a 100 nm apresentam elevada eficácia biocida. Nesse sentido, o 

tamanho manométrico resulta em alta relação superfície/volume que admite interações íntimas com 

as membranas microbianas (ALLAKER, 2010; MORONES et al., 2005). 

2.7.1 Nanopartículas de óxido de zinco 

As nanopartículas de óxido de zinco (ZnO) tem sido amplamente usadas na indústria têxtil e 

farmacologia, devido a suas propriedades de alta relação superfície/volume, baixa toxidez, 

biocompatibilidade, barato e de fácil síntese, (KWON et al., 2014; SHI et al., 2014; SINGH e 

NANDA, 2014; WILLANDER et al., 2014). Partículas nanométricas quando usadas como 

catalisadoras tem sua atividade catalítica reforçada devido a sua maior área superficial, e também 

devido às alterações da superfície, como alta concentração de defeitos e a efeitos de confinamento 

quântico (ULLAH et al., 2008; HARIHARAN, 2006; STROYUK et al., 2005; KURBANOV et al., 

2007; ZHANG et al., 2004). 

O ZnO apresenta características bactericidas, sendo capaz de combater tanto os 

microrganismos quanto seus esporos (SAWAI et al., 1996a), seus mecanismos de toxicidade ainda 

não são totalmente conhecidos nos níveis celular e molecular (MEYER et al., 2011; von MOOS e 

SLAVEYKOVA, 2014). O formato, tamanho e a concentração das nanopartículas de ZnO 

influenciam sua atividade antibacteriana, uma vez que a forma esférica da nanopartícula de ZnO 

dificulta a penetração nas paredes celulares bacterianas em relação aquelas com formato de bastão ou 

fio (YANG et al., 2009). O uso de nanopartícula de ZnO com menor tamanho aumentam sua 

capacidade de penetração (ZHANG et al., 2007; YAMAMOTO, 2001; SAWAI et al., 1996b) e quanto 

maior sua concentração e superfície de contato, maior a atividade antimicrobiana de ZnO 

(YAMAMOTO, 2001).  

O efeito bactericida das nanopartículas de ZnO pode ser explicado pelo aumento do nível 

intracelular de espécies reativas de oxigênio, vazamento da membrana plasmática, disfunção das 
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mitocôndrias, dano celular, genotoxicidade (efeito tóxico sobre o material genético) e morte 

(apoptose) (FUKUI et al., 2012; SHARMA et al., 2012; WANG et al., 2014). 

 

2.7.2 Uso de óxido de zinco dopado 

Uma forma de ajustar as propriedades dos óxidos funcionais é alterar sua estrutura física e 

eletrônica por meio da dopagem. A incorporação de novos elementos na estrutura reticular altera o 

posicionamento das bandas de condução e valência, modificando os mecanismos de difusão, 

crescimento de grão e sintetização, modificando características químicas como acidez da superfície e 

criando sítios de adsorção (CALLISTER, 2002). 

A incorporação/dopagem de íons metálicos como: Cu, Co, Ni, Cr, Mn, Mo, Nb, V, Fe, Ru, 

Au, Ag, Pt na estrutura do material, reduz o band gap (faixa de energia em um sólido onde nenhum 

estado de elétrons pode existir). Com base no mecanismo de fototividade dos semicondutores, a 

dopagem destes favorece a fotoativação pela luz visível devido ao surgimento de novos níveis de 

energia produzidos entre o band gap do material (Figura 1) (ZALESKA, 2008). 

 

 

FIGURA 1. Mecanismo de fotocatálise de um semicondutor: hv (partícula pura). 

 

Sendo assim, a dopagem afeta as propriedades ópticas do ZnO. Ullah et al (2008) testando a 

atividade fotocatalítica do ZnO dopado com manganês, usando como fonte de radiação luz UV e luz 

visível e, como contaminante teste o azul de metileno, observaram que há um aumento na intensidade 

de absorção na região do azul para as partículas dopadas, sugerindo que o sistema ZnO:Mn absorve 

mais luz visível, podendo ser usado como um eficiente fotocatalisador quando for irradiado por este 

tipo de luz. Entretanto, os autores assumiram que em altas concentrações o dopante pode reagir mais 
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com o oxigênio e formar MnOx ao invés de ocorrer substituição intersticial no cristal de ZnO, 

anulando o efeito de deslocamento do band gap. 
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CAPÍTULO 1. DETECÇÃO DE Pantoea ananatis EM SEMENTES DE MILHO 

RESUMO 

A cultura milho (Zea mays L.) no Brasil está sujeita a ocorrência de várias doenças, entre elas a 

mancha branca, causada pela bactéria Pantoea ananatis. A dectecção e a transmissão da bactéria já 

foi descrita em sementes de cebola. Recentemente, detectou-se a bactéria em sementes de milho. 

Diante disso, este trabalho teve como objetivos: (i) avaliar meios de cultura semi-seletivos para 

detecção de P. ananatis; (ii) detectar a presença de P. ananatis em sementes de oito genótipos de 

milho; (iii) identificar e caracterizar bioquímica e molecularmente os isolados bacterianos. Para 

avaliação dos meios de cultura, foram utilizados dois isolados de P. ananatis em cinco meios de 

cultura (523, NA, TSA, PA10 e PA20) com ausência ou presença dos fungicidas ciclohexamida e 

tiofanato metílico, com três repetições cada. A eficiência de cada meio de cultura foi determinada a 

partir do diâmetro das colônias e contagem do número de colônias em UFC mL-1. Para detecção da 

bactéria nas sementes foram utilizados oito genótipos de milho, plaqueados em três meios de cultura 

(523, NA e TSA) com três repetições para cada diluição. Os isolados obtidos foram caracterizados 

bioquímica, fisiologicamente e molecularmente. Os meios de cultura TSA e 523 com adição de 

ciclohexamida foram eficazes para a detecção de P. ananatis. A bactéria foi detectada em sementes 

de cinco genótipos de milho. O meio de cultura TSA com adição de ciclohexamida pode ser 

recomendado para a detecção de P. ananatis em sementes de milho. 

 

Palavras-chave: Etiologia; Zea mays; Mancha branca. 

 



ABSTRACT 

The corn (Zea mays L.) non-Brazil crop is subject to the occurrence of several diseases, including 

white spot, caused by the bacterium Pantoea ananatis. A description and transmission of the bacteria 

have already been described in onion seeds. Recently, detect a bacterium in corn seeds. The objective 

of this work was to: (i) evaluate semi-selective culture media for the detection of P. ananatis; (ii) 

detect a presence of P. ananatis in seeds of eight maize genotypes; (iii) identify and characterize 

biochemical and molecularly bacterial isolates. To evaluate the culture media, two isolates of P. 

ananatis were used in five culture mediums (523, NA, TSA, PA10 and PA20) with absence or 

presence of fungicides cyclohexamide and methyl thiophanate, with three replicates each. The 

efficiency of each culture medium was determined from the time of the colonies and counting of the 

number of colonies in CFU mL-1. For the detection of the bacterium in the seeds were used with the 

three maize genuses, plated in three media (523, NA and TSA) with three replicates for each dilution. 

The obtained isolates were characterized biochemically, physiologically and molecularly. TSA and 

523 culture media with addition of cyclohexamide were effective for detection of P. ananatis. The 

bacterium was detected in seeds of five maize genotypes. TSA culture medium with addition of 

cyclohexamide may be recommended for detection of P. ananatis in corn seeds. 

 

Key-words: Etiology; Zea mays; White spot. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A cultura do milho (Zea mays L.) no Brasil está sujeita a ocorrência de várias doenças, entre 

elas a mancha branca, causada pela bactéria Pantoea ananatis (PACCOLA-MEIRELLES et al., 

2001), que possui ampla distribuição geográfica acarretando em perdas superiores a 60% na produção 

(PINTO, 1999; CASELA et al., 2006). 

Presente no país desde a década de 1980, a doença inicia-se com o aparecimento de lesões 

foliares aquosas do tipo anasarca, com coloração verde-escuro que evoluem para necróticas e de cor 

palha. Os plantios tardios de milho favorecem condições ambientais para o rápido desenvolvimento 

da doença, entre estas, temperatura moderada e alta umidade relativa do ar (COSTA et al., 2010).  

A bactéria sobrevive epifiticamente sobre as folhas de milho, assim como nos restos culturais 

(SAUER et al., 2010) e em hospedeiros alternativos, como sorgo, capim colchão, planta infestante 

muito comum em lavouras de milho (LANA et al., 2012), capim carrapicho e caruru (MARTINS, 

2014), sendo assim fonte de inóculo da bactéria no campo. 

O manejo da doença pode ocorrer pelo cultivo de genótipos resistentes, pela aplicação de 

fungicidas (PEDRO et al., 2010) que, no entanto, não é eficiente (ROMEIRO, 2005) e também por 

meio do uso de sementes livres do patógeno, para evitar a disseminação e introdução da bactéria em 

área de cultivo. Nesse sentido, a busca por alternativas de avaliação da qualidade de sementes torna-

se constante, já que se trata de um recurso que pode auxiliar o produtor na escolha deste insumo. 

A qualidade sanitária das sementes pode ser comprovada pelo uso de meios de cultura semi-

seletivos que ofereçam alta sensibilidade, confiabilidade e rapidez dos resultados (VIOLATTI e 

TEBALDI, 2016). Tais meios de cultura podem ser empregados para suprimir ou prevenir o 

crescimento de um grupo de organismos, ao mesmo tempo em que permite o crescimento de outro 

grupo, quando presentes na mesma microflora (KLEMENT et al., 1990). Desse modo, os meios semi-

seletivos são alternativa possível de adoção em nível de rotina pelos laboratórios de sanidade de 

sementes no Brasil. 

A dectecção e a transmissão da bactéria já foi descrita em sementes de cebola 

(GOSZCZYNSKA et.al., 2006a). Recentemente, Mamede et al. (2018) detectou a bactéria em 

sementes de milho, utilizando meio de cultura semi-seletivo (PA 20), com adição de tiofanato 

metílico. 
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Diante disso, este trabalho teve como objetivos: (i) avaliar meio de cultura semi-seletivo para 

detecção de P. ananatis; (ii) detectar a presença de P. ananatis em sementes de oito genótipos de 

milho; (iii) identificar e caracterizar bioquímica e molecularmente os isolados bacterianos. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Bacteriologia Vegetal, do Instituto de 

Ciências Agrárias, da Universidade Federal de Uberlândia.  

2.1. Preparo da suspensão bacteriana  

O isolado bacteriano UFU B13, de Pantoea ananatis pertencente à coleção de trabalho do 

Laboratório de Bacteriologia Vegetal, do Instituto de Ciências Agrárias da UFU foi recuperado e 

multiplicado em meio de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970) por 24-48 horas a 28 °C. 

A suspensão bacteriana foi preparada em água filtrada autoclavada, ajustada em 

espectrofotômetro para OD550 0,1 correspondendo aproximadamente a 1x109 UFC mL-1.  

2.2 Meios de cultura para detecção de Pantoea ananatis 

O experimento foi realizado em esquema fatorial (1 isolados x 5 meios de cultura x 3 ausência 

ou presença de 2 fungicidas), com três repetições.  

A suspensão bacteriana dos isolados foi diluída em série (10-1 a 10-7) e cultivada sobre cinco 

meios de cultura: 523, NA, PA20, PA20 modificado (diferindo de PA20 pela redução de NaCl) e 

TSA. Com e sem adição dos fungicidas tiofanato metílico 0,04 mg mL-1 (BOMFETI et al., 2007) ou 

de ciclohexamida 0,005 mg mL-1 (SAUER et al., 2010). As placas foram incubadas em BOD a 28°C 

por até dez dias. 

A eficiência de cada meio de cultura foi determinada a partir do diâmetro das colônias e 

contagem do número de colônias em UFC mL-1. Já as médias foram comparadas pelo teste de Tukey 

a 1% de probabilidade utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2008).  

2.3 Detecção de Pantoea ananatis em sementes de milho 

Para a detecção da bactéria Pantoea ananatis foram avaliados oito genótipos de sementes de 

milho: ADV 9339; ADV 9275 Pro; ADV 9860 Pro; Morgan MG 600 PW; 30F53HY; 30A37PW e 

dois genótipos codificados de Formosa (GO). Todos os genótipos foram colhidos de plantas que 

apresentavam sintomas de mancha branca. 

Em Erlenmeyer foram adicionados 100g de sementes e 200 mL de água filtrada e autoclavada, 

incubados na geladeira por 16 horas. Os extratos de sementes foram diluídos em série (10-1 a 10-2) e 

cultivados nos meios de cultura 523, NA e TSA com adição de ciclohexamida, em placas de Petri, 
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com três repetições para cada diluição. As placas foram incubadas a 28º C por 4 dias, calculando-se 

o número de UFC g-1 de sementes. 

O ensaio foi realizado em esquema fatorial 3 x 8 (meios de cultura x genótipos) em 

delineamento inteiramente casualizado, com três repetições de cada amostra.  

As colônias suspeitas foram repicadas e cultivadas para o meio 523 e caracterizadas 

bioquímica e fisiologicamente pelos testes de: Gram, Oxidação/Fermentação, YDC, motilidade, 

produção de ácidos a partir da glicose de inositol, sorbitol, sacarose e D-arabinose, pela produção das 

enzimas arginina dihidrolase, liquefação da gelatina, oxidase, catalase e crescimento a 37 o C. Reação 

de hipersensibilidade e patogenicidade no hospedeiro. A caracterização molecular foi realizada 

utilizando um par de primers específicos para Pantoea ananatis.  

2.3.1 Teste de patogenicidade no hospedeiro 

Plantas de milho da cultivar Morgan MG 600 PW foram cultivadas em vasos plásticos de 500 

g contendo substrato, solo, areia grossa e vermiculita na proporção de 3:1:1, com 2 plantas por vaso. 

Aproximadamente 10 dias após a semeadura, quando as plantas apresentavam de 3 a 4 folhas, com 

auxílio de uma tesoura, realizou-se inoculação da suspensão bacteriana. As plantas foram mantidas 

em câmara úmida 24 horas antes e após a inoculação.  

A partir do aparecimento dos sintomas (lesões encharcadas progredindo para necrose do 

tecido) foi realizado reisolamento da bactéria. 

2.3.2 Caracterização molecular, reação em cadeia da polimerase 

Dez isolados bacterianos obtidos na detecção em sementes, com características bioquímicas 

de P. ananatis, foram utilizados na reação em cadeia da polimerase (PCR). Para confirmar a 

identidade dos isolados bacterianos foi usado o par de primers específico para P. ananatis ANAF: 

(5’-CGTGAAACTACCCGTGTCTGTTGC-3’) e ANAR: (5’-

TGCCAGGGCATCCACCGTGTACGCT-3’) (FIGUEIREDO; PACCOLA-MEIRELLES, 2012).  

O DNA foi extraído usando o Kit- PROMEGA (Wizard Genomic DNA Purification Kit) e 

quantificado no Thermo Scientific TM Nanodrop 2000/2000c Spectrophotometer. As reações de PCR 

foram realizadas na concentração e no volume final de 12,5 μL de reação. Já a reação de amplificação 

foi realizada em termociclador ThermoHybaid: Omn-E com as seguintes condições: um ciclo para 

desnaturação do DNA a 94 ºC por 1 min, 30 ciclos de 1 min a 94 ºC, 1 min a 68 ºC (anelamento) e 1 

min a 72 ºC (extensão), e um ciclo final ae 10 min a 72ºC.  
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Os produtos de amplificação foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,0%, 

corados com SYBR Safe, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1 Meios de cultura para detecção de Pantoea ananatis 

No quarto dia após o cultivo da bactéria, os meios de cultura TSA e 523 apresentaram colônias 

com maior diâmetro (Tabela 1), com e sem a adição de fungicidas (Figura 1). No meio TSA, sem 

adição de fungicidas (4,93), o diâmetro das colônias foi o de maior destaque. Quando houve adição 

de ciclohexamida, não houve diferença significativa entre os meios 523 (2,90) e TSA (3,10). No 

entanto, com a adição de tiofanato metílico o diâmetro das colônias foi maior no meio 532 (3,00) 

comparado ao TSA (2,15). Nos meios PA 10 e PA 20, sem e com adição de fungicidas, não foi 

possível a detecção da bactéria. A adição de fungicidas aos meios 523 e TSA, aumentaram e 

diminuiram o diâmetro das colônias, respectivamente. 

 

 

FIGURA 1. Pantoea ananatis nos meios de cultura TSA, 523, NA, PA10 e PA20 com adição de 

ciclohexamida; com adição de tiofanato metílico e sem fungicida. 
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TABELA 1. Diâmetro (mm) das colônias de Pantoea ananatis em diferentes meios de cultura, com 

e sem a adição de fungicidas. Uberlândia – MG. 

 

Meio de cultura Sem fungicida Ciclohexamida Tiofanato metílico 

PA10 0,00 Ad 0,00 Ac 0,00 Ad 

PA20 0,00 Ad 0,00 Ac 0,00 Ad 

NA 1,02 Ac 1,00 Ab 1,02 Ac 

523 1,96 Bb 2,90 Aa 3,00 Aa 

TSA 4,93 Aa 3,10 Ba 2,15 Cb 

CV% 6,49     
Médias seguidas por letras distintas maiúsculas na linha e minúsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey a 

0,05.  

 

O uso de fungicidas associado aos meios de cultura, além de reduzir o número de 

microrganismos contaminates, também pode favorecer o desenvolvimento da espécie desejada 

(ROUMAGNAC, 2000). Este foi um fato constatado nas experimentações, pois no meio de cultura 

523, a adição dos fungicidas levou ao aumento no tamanho das colônias e no caso do meio TSA os 

fungicidas reduziram significativamente (Tabela 1) o diâmetro da colônia, porém sem prejuízo a sua 

visualização.  

Na produção de um meio semi-seletivo, a ausência de repressividade (ou repressividade muito 

baixa) e supressividade elevada são características muito vantajosas. Contudo, isso, quase sempre, 

não é alcançado (LOPES et al., 2008). Ainda que sejam escolhidos apenas agentes de seletividade 

que não prejudiquem os microrganismos alvos, a mistura destes ao meio de cultura pode causar efeito 

negativo. Tal fato também foi observado por Toussaint et al. (2001), que na recuperação de 

Xanthomonas axonopodis pv. Vitians, observaram crescimento menor no meio seletivo desenvolvido 

(MMG) quando comparado a um meio não seletivo.  

Entretanto, cabe salientar que em meio não-seletivo a identificação e quantificação da bactéria 

alvo seria extremamente dificultada devido ao grande número de microrganismos saprófitos, os quais 

possuem desenvolvimento mais rápido que o organismo de interesse. 

Na avaliação de um meio de cultura semi-seletivo, os principais critérios são a seletividade e 

a eficiência na detecção de patógenos, com alta supressividade para microrganismos saprófitas e 

baixa repressividade para bactérias fitopatogênicas que se deseja detectar e/ou quantificar (LOPES 

et. al., 2008). A alta seletividade do meio de cultura minimiza problemas de contaminação por outros 

organismos, assim como restringe os problemas advindos do fato dos saprófitas crescerem mais 

rápido e inibirem o crescimento da bactéria alvo, o que leva ao crescimento mais lento desta 

(MOURA; ROMEIRO, 1993). 
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Segundo Schaad (1989) a utilização de meios semi-seletivos é a melhor metodologia para 

identificação de bactérias em sementes. Entretanto, a inclusão de compostos antibióticos e 

antifúngicos ao meio básico para a inibição de saprófitas deve ser estudada cuidadosamente, visto 

que a mínima sensibilidade a estes compostos pode prejudicar a recuperação das bactérias alvo nas 

sementes (RANDHAWA e SCHAAD, 1983).  

Neste estudo, os meios semi-seletivos PA 20 e PA 10 (PA 20 modificado) exibiram colônias 

apenas 10 dias após a realização do ensaio. Diante disso, estes meios de cultura não são recomendados 

para a detecção de bactérias em sementes, já que busca-se métodos que apresentem sensibilidade, 

especificidade, precisão e rapidez nos resultados (DENARDIM et. al., 2004).  

Para o número de colônias desenvolvidas, aos quatro dias, nos meios de cultura 523 e TSA 

(Tabela 2) não houve diferença significativa. O meio NA não diferiu significativamente do meio 523. 

No entanto, para os meios PA 10 e PA 20 não houve detecção da bactéria. A presença dos fungicidas 

ciclohexamida e tiofanato metílico (Tabela 3) não diferiram significativamente entre si no 

crescimento da bactéra, ou seja, o uso destes fungicidas não inibiu o crescimento bacteriano. Portanto, 

estes fungicidas podem ser incorporados aos meios de cultura para facilitar a detecção da bactéria 

alvo e inibir o crescimento de microrganismos saprófitas. 

 

TABELA 2. Detecção de Pantoea ananatis em diferentes meios de cultura, em unidades 

formadoras de colônia. Uberlândia – MG. 

Meio de cultura UFC mL-1 

PA10 0,00 c 

PA20 0,00 c 

NA 3,4 x 109 b 

523 4,5 x 109 ab 

TSA 5,2 x 109 a 

CV% 38,55 

Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 0,05. 

 

TABELA 3. Detecção de Pantoea ananatis na presença e ausência de fungicidas, em unidades 

formadoras de colônia.Uberlândia – MG. 

Tratamento UFC mL-1 

Sem fungicida 2,1 x 109 b 

Ciclohexamida 2,7 x 109 ab 

Tiofanato metílico 3,0 x 109 a 

CV% 38,55 

Médias seguidas por letras distintas diferem pelo teste de Tukey a 0,05. 
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Nos meios PA 20 e PA 10 o crescimento da bactéria foi observado somente no décimo dia 

após o cultivo, com colônias menores que 1mm. Mamede et al. (2018) observaram que no meio semi-

seletivo PA20 houve redução no diâmetro das colônias quando comparado ao meio 523. Esse 

comportamento, de acordo com Goszczynska et al. (2006b), deve-se a redução do pH promovida pela 

degradação da única fonte de carbono, D (+) arabitol, para ácido. 

A seletividade dos meios de cultura semi-seletivos pode ser obtida através de fontes 

específicas de carbono e nitrogênio, as quais buscam estimular o crescimento de uma determinada 

espécie e inibir outra. A adição de substâncias tóxicas visa reduzir o número de contaminantes e 

favorecer o desenvovimento da espécie desejada (McGUIRE et. al., 1986). 

Violatti e Tebaldi (2016), avaliando colônias de Xanthomonas axonopodis pv. glycines no 

meio semi-seletivo MXG, independente do uso ou não de antibióticos, observaram redução visual 

significativa no diâmetro das colônias. Também na detecção de Xanthomonas axonopodis pv. 

vignicola em videira foi observado que o meio semi-seletivo CCM reduziu o tamanho das colônias 

(PEIXOTO et. al., 2006). 

Embora não houvesse crescimento de microrganismos oportunistas nos meios de cultura 

PA10 e PA20, mesmo sem a adição dos fungicidas, o crescimento da bactéria alvo foi prejudicado. 

A diminuição do tamanho das colônias, bem como a demora em seu crescimento podem ter relação 

com a presença de NaCl (cloreto de sódio), considerado uma susbstância inibidora. Tortora et al. 

(2017) descrevem que altas concentrações de NaCl tornam o ambiente hipertônico, o que leva a perda 

de água da célula com consequente entrave do crescimento da bactéria.  

Dessa forma, verificou-se que os meios TSA e 523, com adição de ciclohexamida ou tiofanato 

metílico, podem ser recomendados para a detecção da bactéria em análise de rotina em laboratório, 

já que apresentaram alta eficiência no crescimento de P. ananatis e índice de supressividade 

satisfatório. 

3.2 Detecção de Pantoea ananatis em sementes de milho 

A bactéria foi detectada nas sementes de cinco dos oitos genótipos avaliados (Tabela 4). Nos 

meios de cultura 523, NA e TSA a bactéria foi detectada nos genótipos ADV 9860 Pro e Genótipo 2. 

Para o meio de cultura NA a bactéria foi detectada no genótipo ADV 9275 Pro. E para o meio de 

cultura TSA a bactéria foi detectada nas sementes do genótipo 30A37PW e Genótipo 1. Destacando 

que o maior número de UFC g de semente -1 foi detectado no meio de cultura TSA. 
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TABELA 4. Detecção de Pantoea ananatis em sementes de diferentes genótipos de milho , nos 

meios de cultura 523, NA e TSA, com adição de ciclohexamida. Uberlândia – MG. 

Genótipos 
Meios de cultura (UFC g de semente-1) 

523 NA TSA 

ADV 9339 0,00 0,00 0,00 

ADV 9275 Pro 0,00 6,67 0,00 

ADV 9860 Pro 20,00 48,89 162,22 

Morgan MG 600 PW 0,00 0,00 0,00 

30F53HY 0,00 0,00 0,00 

30A37PW 0,00 0,00 666,67 

Genótipo 1 4,44 0,00 24,44 

Genótipo 2 133,33 222,22 151,11 

 

A alta taxa de recuperação observada nas amostras de sementes reflete a baixa repressividade 

dos meios semi-seletivos desenvolvidos (523, NA e TSA com adição de ciclohexamida). Resultados 

semelhantes foram observados na detecção de Xanthomonas campestris pv. campestris em sementes 

de brócolis (TEBALDI, et al., 2007), detecção de Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens 

em sementes de feijoeiro (MARINGONI et al., 2006), na recuperação de Burkholderia glumae em 

sementes de arroz (KAWARADANI et al., 2000), na detecção de Xanthomomas campestris em 

sementes de girassol (ROMEIRO et al., 1998), na detecção de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli 

em sementes de feijoeiro (ROMEIRO et al., 1993), na detecção de Pseudomonas syringae pv. 

lachrymans em lotes de sementes de pepino (MOURA e ROMEIRO., 1993), na recuperação de 

Xanthomonas spp. em sementes de arroz (MING et al., 1991), na recuperação de Clavibacter 

michiganensis subsp. michiganensis em sementes de tomate (FATMI e SCHAAD, 1988) e na 

recuperação de Pseudomonas syringae pv. syringae em sementes de feijoeiro (MOHAN e SCHAAD, 

1987).  

Apesar dos lotes de sementes serem coletados de áreas com histórico de mancha branca nos 

genótipos ADV 9339, Morgan MG 600 PW e 30F53HY, não houve a detecção de Pantoea ananatis. 

De acordo com Prathuangwong e Khandej (1998), ao realizar inoculação de Xanthomonas campestris 

pv. glycines em plantas de soja, verificaram que a gravidade da pústula bacteriana na folhagem de 

soja correlacionou-se com a porcentagem de infecção observada em suas sementes. A medida em que 

a severidade da doença aumentava, a proporção de sementes infectadas também aumentou. Dessa 

forma, a detecção de bactérias em sementes pode estar ligada a severidade da doença no campo e o 

nível de inóculo presente nas sementes. 
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Dez isolados bacterianos detectados nas sementes de milho foram caracterizados como: Gram 

negativos, fermentação da glicose, colônias amarelas em meio YDC, oxidase negativa, catalase, 

arginina dihidrolase, produção de ácidos a partir do inositol, sorbitol, sacarose, D-arabinose positivo, 

motilidade positivo, liquefação da gelatina positivo, crescimento a 37°C positivo e reação de 

hipersensibilidade em fumo positivo.  

Os dez isolados bacterianos obtidos das sementes foram patogênicos em plantas de milho 

(Tabela 5), sendo que no segundo dia após a inoculação foi possível observar a reprodução dos 

sintomas da mancha-branca em plantas de milho cultivadas em casa de vegetação. A partir do 

aparecimento das lesões necróticas foi realizado o reisolamento da bactéria, confirmando os 

Postulados de Koch. 

Os primers ANAF/ANAR, específicos para P. ananatis, confirmaram a identidade dos 

isolados bacterianos. Os produtos de PCR amplificados geraram um único fragmento de DNA de 

tamanho aproximado de 380 pb. Estes resultados encontram-se em concordância com Miller (2014), 

que identificou por PCR isolados bacterianos usando tais primers. 

De acordo com os testes para caracterização bioquímica, fisiológica, morfológica, molecular, 

e patogenicidade no hospedeiro a bactéria foi identificada como Pantoea ananatis. 

O uso de sementes de qualidade é uma das premissas para obtenção de elevadas 

produtividades na cultura do milho (MARTIN et al., 2007). Sementes de boa qualidade são aquelas 

que agregam os atributos genéticos, físicos, fisiológicos e sanitários, visto que tais características 

afetam sua capacidade de originar plantas e lavouras de alta produtividade (POPINIGIS, 1985). 

Apesar da taxa de transmissão de bactérias por sementes ser baixa (SCHAAD, 1989), a 

utilização de sementes contaminadas pode resultar em plantas infectadas e na introdução precoce da 

doença em campos de produção, o que, sob condições favoráveis de temperatura e umidade, leva a 

rápida disseminação, causando sérios prejuízos as lavouras. 

Tendo como base os resultados, pode-se concluir que a detecção de Pantoea ananatis em 

sementes de milho com meios de cultura semi-seletivos associadas as técnicas de PCR são métodos 

eficazes de detecção e confirmação. Destacando que ainda são necessários estudos que busquem 

identificar a taxa de transmissão da bactéria pela semente. 
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4. CONCLUSÕES 

 

 

Os meios de cultura TSA e 523 com adição de ciclohexamida foram eficientes na detecção de 

Pantoea ananatis. 

A bactéria Pantoea ananatis foi detectada em sementes de cinco genótipos de milho e 

identificada pelos testes bioquímicos e molecular. 

O meio de cultura TSA com adição de ciclohexamida pode ser recomendado para a detecção 

de Pantoea ananatis em sementes de milho, podendo ser usado em análises de rotina no laboratório. 
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CAPÍTULO 2. NANOPARTÍCULAS NO CONTROLE DE Pantoea ananatis IN VITRO 

RESUMO 

A Mancha Branca do Milho (MBM) causada pela bactéria Pantoea ananatis é uma das mais 

importantes doenças foliares da cultura do milho. Com o avanço da nanobiotecnologia, nanomaterias 

têm sido utilizados como agentes antimicrobianos. Diante disso, o presente trabalho teve como 

objetivo avaliar a ação bactericida in vitro de nanocristais de ZnO dopados com concentrações 

crescentes de cobre, ferro, manganês, níquel, ouro e prata no controle de P. ananatis. Para 

determinação da toxidez dos nanocristais à P. ananatis foram utilizados nanocristais de ZnO dopados 

com seis elementos: prata (Ag), níquel (Ni), ferro (Fe), ouro (Au), manganês (Mn) e cobre (Cu) em 

diferentes concentrações. A toxidez direta dos nanocristais foi avaliada através do halo de inibição 

do crescimento bacteriano em meio de cultura, em placa de Petri, incubadas em estufa a 28°C por 48 

horas. O diâmetro do halo de inibição foi avaliado em centímetros. O experimento foi conduzido em 

esquema fatorial (concentração do elemento x 5 diluições), com 3 repetições. A utilização de 

nanocristais de óxido de zinco (ZnO) não apresentou efeito bactericida para P. ananatis. Nanocristais 

de ZnO dopados com cobre, ferro, manganês, níquel, ouro e prata inibiram o crescimento de P. 

ananatis in vitro, tendo potencial de uso na agricultura no controle de fitobactérias. 

 

Palavras-chave: Nanocristais; Mancha branca; Bactericida.  

 



ABSTRACT 

The White Corn Spot (MBM) caused by the bacterium Pantoea ananatis is one of the most important 

foliar diseases of the maize crop. With the advancement of nanobiotechnology, nanomaterials have 

been used as antimicrobial agents. The present work aimed to evaluate the in vitro bactericidal action 

of ZnO nanocrystals doped with increasing concentrations of copper, iron, manganese, nickel, gold 

and silver in the control of P. ananatis. To determine the toxicity of the nanocrystals to P. ananatis 

were used ZnO nanocrystals doped with six elements: silver (Ag), nickel (Ni), iron (Fe), gold (Au), 

manganese (Mn) and copper (Cu) in different concentrations. The direct toxicity of the nanocrystals 

was evaluated through the halo of inhibition of bacterial growth in culture medium in Petri dishes 

incubated in an oven at 28 ° C for 48h. The diameter of the inhibition halo was evaluated in 

centimeters. The experiment was conducted in a factorial scheme (element concentration x 5 

dilutions), with 3 replicates. The use of zinc oxide nanocrystals (ZnO) did not present bactericidal 

effect for P. ananatis. ZnO nanocrystals doped with copper, iron, manganese, nickel, gold and silver 

inhibited the growth of P. ananatis in vitro, with potential for use in agriculture in the control of 

phytobacteria. 

 

Key-words: Nanocrystals, White spot, Bactericidal. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

No Brasil, o milho (Zea mays L.) representa a segunda espécie vegetal mais cultivada, ficando 

atrás apenas da soja (MÔRO e FRITSCHE NETO, 2015). Em 2017, a cultura alcançou uma produção 

de 97,71 milhões de toneladas distribuídas entre a primeira safra de 30,46 milhões de toneladas e a 

segunda safra de 67,25 milhões de toneladas (CONAB, 2017). 

As modificações ocorridas ao longo dos anos no sistema de produção, como expansão da 

fronteira agrícola, adoção do sistema de plantio direto, aumento da população de plantas, condições 

climáticas favoráveis, além de cultivos sucessivos de milho na mesma área, geraram condições ideais 

para o desenvolvimento de várias doenças foliares.  

A Mancha Branca do Milho (MBM), causada pela bactéria Pantoea ananatis (PACCOLA-

MEIRELLES et al., 2001; PACCOLA-MEIRELLES, 2008; BOMFETI et al., 2008) é considerada 

uma doença endêmica em quase todas as regiões produtoras de milho no Brasil. O início da doença 

se dá com o surgimento de lesões aquosas, do tipo anasarca, de coloração verde-escuro e que evoluem 

para lesões necróticas e de coloração palha. São lesões de formato oblongo e irregular, medindo entre 

0,3 a 2,0 cm, dependendo do nível de resistência genética do material (PACCOLA-MEIRELLES et 

al., 2002). 

Nesse sentido, como medidas de controle, são indicados o uso de híbridos resistentes, sendo 

que, no plantio de cultivares suscetíveis, a utilização de fungicidas tem sido ajustada em produtos 

pertencentes aos grupos triazóis, estrobilurinas, benzimidazol e oxitetraciclin (PEDRO et al., 2010). 

O uso de nanomaterias como agentes antimicrobianos apresenta elevada eficácia biocida. O 

tamanho inferior a 100nm permite alta relação superfície/volume que admite interações íntimas com 

as membranas microbianas (ALLAKER, 2010; MORONES et al., 2005), sendo que, em cada 

tamanho, um mesmo material pode apresentar cararacterísticas físicas e químicas completamente 

diferentes (AKHTAR et al., 2013). 

Dessa maneira, a atividade antimicrobiana é determinada por compostos que eliminam as 

bactérias localmente ou retardam seu crescimento sem prejudicarem o tecido circundante 

(HAJIPOUR et al.,2012). Uma forma de ajustar as propriedades dos óxidos funcionais é alterar sua 

estrutura física e eletrônica por meio da dopagem (CALLISTER, 2002). Quando os nanocristais 

entram em contato com os microrganismos passam a constituir a membrana celular e o interior das 

células microbianas. Nesse momento, observa-se alterações no sistema respiratório da célula e na 

permeabilidade, de modo que no interior da célula os nanocristais interagem com os elementos que 
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constituem o DNA. Por conseguinte há interferência no ciclo celular levando a célula a morte celular 

programada (SPERLING et al., 2008; ZHANG et al., 2013). 

Os nanomateriais têm sido utilizados para várias finalidades, como na indústria alimentícia, 

no combate de patógenos nos alimentos (SOZER e KOKINI, 2009); contra Escherichia coli, Bacillus 

subtilis, Vibria cholera, Pseudomonas aeruginosa, Syphillis typhus e Staphylococcus aureus 

(IRAVANI, 2011). 

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a ação bactericida in vitro de 

nanocristais de ZnO dopados com cobre, ferro, manganês, níquel, ouro e prata no controle de Pantoea 

ananatis. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Bacteriologia Vegetal (LABAC), do Instituto 

de Ciências Agrárias da Universidade Federal de Uberlândia.  

Para determinação da toxidez dos nanocristais à Pantoea ananatis, foram utilizados 

nanocristais de ZnO dopados com: prata (Ag), níquel (Ni), ferro (Fe), ouro (Au), manganês (Mn) e 

cobre (Cu) em diferentes concentrações e nanocristais puros (Tabela 1). Os nanocristais foram 

elaborados no Laboratório de Novos Materiais Isolantes e Semicondutores, do Instituto de Física da 

UFU. Cada nanocristal foi preparado a 0,1 g.mL-1 de solução de NaCl 0,45% e agitadas para 

homogeneização dos cristais. Posteriormente foram feitas diluições seriadas (10-1 a 10-4) de cada 

nanocristal. 

 

TABELA 1. Nanocristais em suas respectivas concentrações. Uberlândia - MG, 2017. 

Nanocristais Dopados Concentrações 

 

ZnO Ag 0,7 1 3 7 9 11  

ZnO Au 0,1 0,5 1 5 10   

ZnO Cu 0,1 0,4 1 4 12   

ZnO Fe 0,05 0,5 3 7 11   

ZnO Mn 0,2 0,4 0,8 4 8 12  

ZnO Ni 0,7 1 3 11    

Nanocristais Puros AgO NiO Au FeO CuO MnO ZnO 

ZnOFe: Óxido de Zinco dopado com Ferro; ZnONi: Óxido de Zinco dopado com Níquel; ZnOMn: Óxido de 

Zinco dopado com Manganês; ZnOCu: Óxido de Zinco dopado com Cobre; ZnOAu: Óxido de Zinco dopado 

com Ouro; ZnOAg: Óxido de Zinco dopado com Prata; ZnO: Óxido de zinco; FeO: Óxido de Ferro; NiO: 

Óxido de Níquel; MnO: Óxido de Manganês; CuO: Óxido de Cobre. 
 

 

O isolado bacteriano UFU A18 de Pantoea ananatis pertencente à coleção de trabalho do 

Laboratório de Bacteriologia Vegetal, do Instituto de Ciências Agrárias da UFU foi recuperado e 

multiplicado em meio de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970) por 24-48 horas a 28 °C. Após 48 

horas, o isolado bacteriano foi cultivado em meio de cultura Nutriente Líquido, sob agitação a 150 

rpm a 28°C por 24 horas. 

A toxidez direta dos nanocristais foi avaliada por meio do halo de inibição do crescimento 

bacteriano em meio de cultura, em placa de Petri, usando uma camada básica de meio agar-água 2% 
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e outra camada contendo meio nutriente semi sólido (0,8%) acrescida de 10% da suspensão bacteriana 

(109 UFC mL-1) (ROMEIRO, 2001). Em seguida, sete discos de papel de filtro esterilizados (6 mm 

de diâmetro) foram colocados sobre o meio e adicionados 10 µL de solução de cada  nanopartícula, 

nas diferentes diluições. Como controle negativo e positivo foi usada água filtrada e autoclavada e 

estreptomicina (500 µg.mL-1), respectivamente. As placas de Petri foram incubadas em estufa a 28°C 

por 48 horas. O diâmetro do halo de inibição foi avaliado em centímetros. O experimento foi 

conduzido em esquema fatorial (concentração do elemento x 5 diluições), com 3 repetições.  

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade, utilizando o software 

SISVAR (FERREIRA, 2008). 

  



58 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Em todas as placas do antibiograma o uso da estreptomicina (1,2 cm) inibiu o crescimento de 

Pantoea ananatis, no entanto, para água (veículo utilizado para aplicação dos nanocristais) não houve 

formação de halo inibitório.  

O nanocristal de ZnO não apresentou efeito bactericida para Pantoea ananatis devido à 

ausência de formação da zona de inibição. Por outro lado, as nanocristais de ZnO dopados com cobre, 

ferro, manganês, níquel, ouro e prata apresentaram inibição bacteriana com interação significativa 

entre concentração e diluição dos nanocristais. Em vista disso, os valores dos halos inibitórios para 

cada amostra foram calculados através da média padrão. 

Em relação a dopagem com cobre (Cu), o nanocristal de CuO puro (Figura 1F) foi 

notavelmente mais tóxico para P. ananatis que as concentrações crescentes de Cu (0.1, 0.4, 1.0, 4.0 

e 12.0) (Tabela 2). Contudo, a zona de inibição para as amostras diluídas dez vezes (10-1), dopadas 

com concentrações de 0.1, 0.4 e 1.0 de Cu (Figura 1A, B e C) desempenharam melhor efeito inibitório 

quando comparadas ao controle da nanopartícula de ZnO (Figura 1G). Destacando que a concentração 

de ZnO 0.4 Cu foi a de melhor desempenho entre as demais, com 0.90 cm e 0.95 cm, para ND e 10-

1, respectivamente. Nas diluições cem, mil e dez mil vezes (10-2, 10-3 e 10-4) não houve formação de 

halo de inibição em nenhuma das concentrações aplicadas (Figura 1A, B, C, D e E). 

Para os controles, nanocristais de CuO e ZnO (Figura 1 F e G), a partir do teste de Dunnet foi 

possível observar diferença significativa apenas para nanocristais de CuO. De forma que o nanocristal 

de CuO inibiu o crescimento bacteriano, com halo de inibição de 1.25 cm, apresentando o melhor 

desempenho do que ZnO dopado com diferente concentrações de Cu (Tabela 2).  

 

TABELA 2. Halo de inibição de crescimento (cm) de Pantoea ananatis, por ZnO:Cu em 

diferentes concentrações e diluições, em meio de cultura. Uberlândia –MG, 2017. 

Nanocristais 

(concentração) 

 Diluição 

 ND 10-1 10-2 10-3 10-4 

ZnO 0.1 Cu 0,00 Bb+ 0,90 Aab 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 

ZnO 0.4 Cu 0,90 Aa 0,95 Aa 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 

ZnO 1.0 Cu 0,00 Bb+ 0,90 Aab 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 

ZnO 4.0 Cu 0,00 Bb+ 0,80 Ab 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 

ZnO 12.0 Cu 0,00 Ab+ 0,00 Ac+ 0,00 Aa+ 0,00 Aa+ 0,00 Aa+ 

CuO 1,25      
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ZnO 0,00      

CV(%) 20,38      

Médias seguidas por letras distintas maiúsculas na linha e minúsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey a 

0,05. + Difere ao nível de 0,05 de significância pelo teste de Dunnett para CuO. * Difere ao nível de 0,05 de 

significância pelo teste de Dunnett para ZnO. 

 

 

 
FIGURA 1. Halo de inibição de Pantoea ananatis por nanocristais de cobre em diferentes 

concentrações. (A) ZnO 0.1 Cu, (B) ZnO 0.4 Cu, (C) ZnO 1.0 Cu, (D) ZnO 4.0 Cu, (E) ZnO 12.0 Cu, 

(F) CuO, (G) ZnO. A= água, E= estreptomicina. 

 



60 

 

A toxicidade do nanocristal de CuO pode ser explicada devido a maior solubilidade dos íons 

cobre do que as formas dopadas. Resultados semelhantes foram observados em experimentos in vitro 

para o controle de Pseudokirchneriella subcapitata (ARUOJA et al., 2009), alga clorofícea 

bioindicadora e para Saccharomyces cerevisae (KASEMETS et al., 2009) eucarioto unicelular que 

pertence ao reino dos fungos verdadeiros.  

O nanocristal de óxido de ferro (FeO), assim como o óxido de zinco (ZnO), não inibiram o 

crescimento de P. ananatis in vitro (Tabela 3). Entre as formas de ZnO dopada, somente a 

concentração de 0.5 Fe (Figura 2B) apresentou halo de inibição (Tabela 3), tanto na amostra não 

diluída (ND) (0.85 cm), como na diluída 10 vezes (0,7 cm). Nas diluições cem, mil e dez mil vezes 

(10-2, 10-3 e 10-4) não houve formação de halo de inibição em nenhum das concentrações aplicadas 

(Figura 2A, B, C, D e E). 

Em relação aos controles, nos nanocristais de FeO e ZnO (Figura 2 F e G) foi possível observar 

diferença significativa para o teste de Dunnet, entre as amostras ND e para 10-1 para ZnO 0.5 Fe 

(Tabela 3), confirmando o melhor desempenho do nanocristal de ZnO dopado com 0,5 Fe.  

 

TABELA 3. Halo de inibição de crescimento (cm) de Pantoea ananatis, por ZnO:Fe em 

diferentes concentrações e diluições, em meio de cultura. Uberlândia –MG, 2017. 

Nanocristais 

(concentração) 

 Diluição 

 ND 10-1 10-2 10-3 10-4 

ZnO 0.05 Fe 0,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 

ZnO 0.5 Fe 0,85 Aa+* 0,70 Ba+* 0,00 Ca 0,00 Ca 0,00 Ca 

ZnO 3.0 Fe 0,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Aa  0,00 Aa 0,00 Aa 

ZnO 7.0 Fe 0,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 

ZnO 11.0 Fe 0,00 Ab 0,00 Ab 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 

FeO 0,00      

ZnO 0,00      

CV (%) 23,70       
Médias seguidas por letras distintas maiúsculas na linha e minúsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey a 

0,05. + Difere ao nível de 0,05 de significância pelo teste de Dunnett para FeO. * Difere ao nível de 0,05 de 

significância pelo teste de Dunnett para ZnO. 
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FIGURA 2. Halo de inibição de Pantoea ananatis por nanocristais de ferro em diferentes 

concentrações. (A) ZnO 0.05 Fe, (B) ZnO 0.5 Fe, (C) ZnO 3.0 Fe, (D) ZnO 7.0 Fe, (E) ZnO 11.0 Fe, 

(F) FeO, (G) ZnO. A= água, E= estreptomicina. 

 

O efeito tóxico dos nanocristais de Fe e o mecanismo da toxicidade têm sido associados ao 

recobrimento físico das células bacterianas pelo nanocristal, levando o rompimento da membrana 

celular e a geração de espécies reativas de oxigênio (TROUILLER et al.,2009; GOMAA et al., 2013; 

BARNES et al., 2010).  
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De acordo com Prucek et al. (2011), as propriedades antibacterianas e antifúngicas de 

nanopartículas de Fe, mesmo em concentrações muito baixas, destroem efetivamente os 

microrganismos. Além disso, essa nanopartícula também demonstrou efeito citotóxico para 

Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis var. niger (AUFFAN et al., 2008; LEE 

et al., 2008; DIAO e YAO, 2009; DENG et al., 2014). 

Na Tabela 4 pode-se observar que os nanocristais de ZnO dopados com manganês (Mn) nas 

concentrações de 0.4, 0.8 e 4.0 apresentaram halo de inibição para P. ananatis, tanto nas amostras 

não diluídas (ND), quanto nas diluídas dez vezes (10-1) (Figura 3B, C e D), visto que as concentrações 

de 0.4 e 0.8 apresentaram os maiores halos de inibição, para ND e 10-1, com 0.90 cm e 0.80 cm, 

respectivamente. Entretanto, para as diluições cem, mil e dez mil vezes (10-2, 10-3 e 10-4) não houve 

formação de halo de inibição em nenhuma das concentrações aplicadas (Figura 3A, B, C, D, E e F). 

Em relação aos controles, nos nanocristais de MnO e ZnO (Figura 3G e H), foi possível 

observar diferença significativa pelo teste de Dunnet, entre as amostras ND nas concentrações 0.4, 

0.8 e 4.0 e para 10-1 nas concentrações 0.2, 0.4, 0.8 e 4.0 (Tabela 4). Esse resultado, confirma o melhor 

desempenho na inibição do crescimento bacteriano para as nanopartícuals de ZnO dopados com Mn.  

 

TABELA 4 Halo de inibição de crescimento (cm) de Pantoea ananatis, por ZnO:Mn em 

diferentes concentrações e diluições, em meio de cultura. Uberlândia –MG, 2017. 

Nanocristais 

(concentração) 

 Diluição 

 ND 10-1 10-2 10-3 10-4 

ZnO 0.2 Mn 0,00 Bc 0,70 Ab+* 0,00 Ba 0,00 Ba 0,00 Ba 

ZnO 0.4 Mn 0,90 Aa+* 0,70 Bb+* 0,00 Ca 0,00 Ca 0,00 Ca 

ZnO 0.8 Mn 0,70 Bb+* 0,80 Aa+* 0,00 Ca 0,00 Ca 0,00 Ca 

ZnO 4.0 Mn 0,70 Ab+* 0,65 Bc+* 0,00 Ca 0,00 Ca 0,00 Ca 

ZnO 8.0 Mn 0,00 Ac 0,00 Ad 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 

ZnO 12.0 Mn 0,00 Ac 0,00 Ad 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 

MnO 0,00      

ZnO 0,00      

CV (%) 7,77      

Médias seguidas por letras distintas maiúsculas na linha e minúsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey a 

0,05. + Difere ao nível de 0,05 de significância pelo teste de Dunnett para MnO. * Difere ao nível de 0,05 de 

significância pelo teste de Dunnett para ZnO. 
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FIGURA 3. Halo de inibição de Pantoea ananatis por nanocristais de manganês em diferentes 

concentrações. (A) ZnO 0.2 Mn, (B) ZnO 0.4 Mn, (C) ZnO 0.8 Mn, (D) ZnO 4.0 Mn, (E) ZnO 8.0 

Mn, (F) ZnO 12.0 Mn (G), MnO, (H) ZnO. A= água, E= estreptomicina. 

 

Apesar de isoladamente os nanocristais de zinco (ZnO) e manganês (MnO) não formarem 

halo inibitório, a partir da metodologia de impregnação destes íons metálicos, foi possível a 

preparação de sólidos com propriedades inibitórias ou biocidas. Tal associação, permite a imposição 

de novas propriedades desejáveis a esses compostos, visto que de acordo com Angioletto (2003), 

apesar das concentrações empregadas de íons metálicos serem baixas, na ordem de partes por milhão, 
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ainda são capazes de causar letalidade. Esse efeito pode ser explicado pela ação produzida através da 

combinação de íons metálicos resultando na desnaturação de células.  

De acordo com a Tabela 5, o nanocristal de óxido zinco (ZnO) dopado com níquel (Ni) 

apresentou atividade antimicrobiana para P. ananatis apenas na concentração 0.7 de Ni, com halo de 

inibição de 0.80 cm, na amostra diluídas dez vezes (10-1) (Figura 4A). Para as amostras não diluídas 

(ND) e nas diluições cem, mil e dez mil vezes (10-2, 10-3 e 10-4) não houve formação de halo de 

inibição em nenhum das concentrações aplicadas (Figura 4A, B, C e D). 

Para os controles, nanocristais de NiO e ZnO (Figura 4 E e F), o nanocristal de NiO apresentou 

diferença significativa entre as amostras de ZnO dopadas com Ni, com halo inibitório de 1.15 cm, 

exceto para ZnO 0.7 Ni dez vezes diluída (10-1). 

Contudo, apesar da amostra de concentração ZnO 0.7 Ni não diluída (ND) e dez vezes diluída 

(10-1) não apresentarem diferença significativa entre o nanocristal NiO para o teste de Dunnet, 

observa-se que o halo inibitório de NiO foi superior: 1.15 cm.  

 

TABELA 5. Halo de inibição de crescimento (cm) de Pantoea ananatis, por ZnO:Ni em 

diferentes concentrações e diluições, em meio de cultura. Uberlândia –MG, 2017. 

Nanocristais 

(concentração) 

 Diluição 

 ND 10-1 10-2 10-3 10-4 

ZnO 0.7 Ni 0,00 Ba+ 0,80 Aa 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 

ZnO 1.0 Ni 0,00 Aa+ 0,00 Ab+ 0,00 Aa+ 0,00 Aa+ 0,00 Aa+ 

ZnO 3.0 Ni 0,00 Aa+ 0,00 Ab+ 0,00 Aa+ 0,00 Aa+ 0,00 Aa+ 

ZnO 11.0 Ni 0,00 Aa+ 0,00 Ab+ 0,00 Aa+ 0,00 Aa+ 0,00 Aa+ 

NiO 1,15      

ZnO 0,00      

CV(%) 36,18      

Médias seguidas por letras distintas maiúsculas na linha e minúsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey a 

0,05. + Difere ao nível de 0,05 de significância pelo teste de Dunnett para NiO. * Difere ao nível de 0,05 de 

significância pelo teste de Dunnett para ZnO. 
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FIGURA 4. Halo de inibição de Pantoea ananatis por nanocristais de níquel em diferentes 

concentrações. (A) ZnO 0.7 Ni. (B) ZnO 1.0 Ni. (C) ZnO 3.0 Ni. (D) ZnO 11.0 Ni. (E) NiO. (F) ZnO. 

A= água, E= estreptomicina. 

 

O níquel (Ni) é um elemento metálico que está naturalmente presente na crosta terrestre. 

Amplamente utilizado na indústria devido às suas propriedades físicas e químicas (DENKHAUS e 

SALNIKOW, 2002). Em se tratando de seus efeitos antimicrobianos, Casagrande (2010), ao avaliar 

o controle  de Streptococcus mutans in vitro, identificou eficiência nos nanocristais de níquel que 

formaram halo de inibição de 20 mm. Também para o controle de Escherichia coli, Bacillus subtilis  

e Streptococcus aureus foi possível determinar a toxicidade de NiO (BAEK et al., 2011). 

Para os nanocristais de óxido de zinco (ZnO) dopados com ouro (Au) (Tabela 6), observa-se 

que na concentração de ZnO:1.0 Au da amostra diluída dez vezes (10-1) foi descrito o maior halo de 

inibição (0.80 cm) de P. ananatis (Figura 5C), seguida das concentrações ZnO:0.5 Au e ZnO:5.0 Au 

(0.70 cm) (Figura 5 B e D) nas amostras não diluídas (ND) e 10-1. Já a concentração de ZnO: 0.1 Au 

(Figura 5A), nas amostras ND) e 10-1 foram expressos os menores halos de inibição (0.60 cm).  
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Quanto as diluições cem, mil e dez mil vezes (10-2, 10-3 e 10-4) não houve formação de halo 

de inibição em nenhuma das concentrações aplicadas (Figura 5A, B, C, D e E). 

Para os controles, Au e ZnO (Figura 5 F e G), apenas o teste de Dunnett para Au foi 

significativo frente as demais amostras, as quais não apresentaram nenhum halo de inibição. Porém, 

apesar de exibir halo inibitório de 1,10 cm, não diferiu dos nanocristais de ZnO dopados com Au. 

 

TABELA 6. Halo de inibição de crescimento (cm) de Pantoea ananatis, por ZnO:Au em 

diferentes concentrações e diluições, em meio de cultura. Uberlândia –MG, 2017. 

Nanocristais 

(concentração) 

 Diluição 

 ND 10-1 10-2 10-3 10-4 

ZnO 0.1 Au 0,60 Ab 0,60 Ac 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 

ZnO 0.5 Au 0,70 Aa 0,70 Ab 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 

ZnO 1.0 Au 0,70 Ba 0,80 Aa 0,00 Ca+ 0,00 Ca+ 0,00 Ca+ 

ZnO 5.0 Au 0,70 Aa 0,70 Ab 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 

ZnO 10.0 Au 0,00 Ac+ 0,00 Ad+ 0,00 Aa+ 0,00 Aa+ 0,00 Aa+ 

Au 1,10      

ZnO 0,00      

CV(%) 11.13      

Médias seguidas por letras distintas maiúsculas na linha e minúsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey a 

0,05. + Difere ao nível de 0,05 de significância pelo teste de Dunnett para Au. * Difere ao nível de 0,05 de 

significância pelo teste de Dunnett para ZnO. 
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FIGURA 5. Halo de inibição de Pantoea ananatis por nanocristais de ouro em diferentes 

concentrações. (A) ZnO 0.1 Au. (B) ZnO 0.5 Au. (C) ZnO 1.0 Au. (D) ZnO 5.0 Au. (E) ZnO 10.0 

Au. (F) Au. (G) ZnO. A= água, E= estreptomicina. 

 

Silva (2017) observou que quanto maior concentração do nanocristal de ouro, maior foi a 

inibição das bactérias Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae.  

Em teoria, os nanocristais de ZnO dopados com Au deveriam ter propriedades melhoradas de 

ligação e penetração na parede celular, fornecendo maior concentração de moléculas fotoativas, já 

que o mecanismo de toxicidade do ouro envolve a perturbação da conformação proteica da célula 
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(ALLAKER, 2010). Tal fato pode ser constatado nas nanocristals de ZnO dopadas até a concentração 

de 5.0 Au, já que para a concentração 10.0 Au a toxicidade do ouro foi perdida. 

Acredita-se que a propriedade bactericida dos nanocristais de ouro se dá por causa da alteração 

estrutural da membrana celular da bactéria, devido a forte ligação com grupos doadores de elétrons 

das bactérias que é composto de enxofre, oxigênio ou grupos de nitrogênio. Os nanocristais penetram 

as paredes celulares dos microrganismos inibindo seu crescimento (BALASUBRAMANIAN, 2014). 

Para os nanocristais de óxido de zinco (ZnO) dopados com quantidades crescente de prata 

(Ag), de acordo com a Tabela 6 e Figura 5, pode-se observar que as amostras não diluídas (ND) 

exibiram amplo espectro de controle da bactéria P. ananatis. O maior halo inibitório (1,10 cm) foi 

alcançado na concentração de ZnO: 11.0 Ag (Figura 6F) para as amostras ND, seguido das 

concentrações de ZnO: 3.0, 7.0 e 9.0 Ag, com halo de 1,00 cm (Figuras 6 C, D e E). 

Ao contrário dos demais nanocristais (cobre, ferro, manganês, níquel e ouro) houve formação 

de halo para ZnO: 9.0 Ag na amostra 10-2 com 0.65 cm. Apenas nas diluições 10-3 e 10-4 não houve 

formação de halo de inibição em nenhuma das concentrações aplicadas (Figura 5A, B, C, D e E). 

Para os controles com nanocristais de Ag2O e ZnO (Figura 6 G e H), o teste de Dunnett foi 

significativo para as duas situações. Em relação a Ag2O, este diferiu apenas as amostras que não 

apresentaram nenhum halo de inibição. Porém, apesar de exibir halo inibitório de 0.63 cm não diferiu 

dos nanocristais de ZnO dopados com Ag. Para ZnO foi detectada diferença significativa entre o 

controle e a concentração de ZnO: 9.0 Ag na diluição 10-2. 

 

TABELA 7. Halo de inibição de crescimento (cm) de Pantoea ananatis, por ZnO:Ag em 

diferentes concentrações e diluições, em meio de cultura. Uberlândia –MG, 2017. 

Nanocristais 

(concentração) 

 Diluição 

 ND 10-1 10-2 10-3 10-4 

ZnO 0.7 Ag 0,80 Ac 0,00 Bc+ 0,00 Bb+ 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 

ZnO 1.0 Ag 0,95 Ab 0,75 Bb 0,00 Cb+ 0,00 Ca+ 0,00 Ca+ 

ZnO 3.0 Ag 1,00 Ab 0,95 Aa 0,00 Bb+ 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 

ZnO 7.0 Ag 1,00 Ab 1,00 Aa 0,00 Bb+ 0,00 Ba+ 0,00 Ba+ 

ZnO 9.0 Ag 1,00 Ab 0,95 Aa 0,65 Ba* 0,00 Ca+ 0,00 Ca+ 

ZnO 11.0 Ag 1,10 Aa 1,00 Ba 0,00 Cb+ 0,00 Ca+ 0,00 Ca+ 

Ag2O 0,63      

ZnO 0,00      

CV(%) 7,59      

Médias seguidas por letras distintas maiúsculas na linha e minúsculas na coluna diferem pelo teste de Tukey a 

0,05. + Difere ao nível de 0,05 de significância pelo teste de Dunnett para nanocristal de Ag2O. * Difere ao 

nível de 0,05 de significância pelo teste de Dunnett para ZnO. 



69 

 

 

 

 
FIGURA 6. Halo de inibição de Pantoea ananatis por nanocristais de prata em diferentes 

concentrações. (A) ZnO 0,7 Ag. (B) ZnO 1,0 Ag. (C) ZnO 3,0 Ag. (D) ZnO 7,0 Ag. (E) ZnO 9,0 Ag. 

(F) ZnO 11,0 Ag. (G) Ag2O, (H) ZnO. A= água, E= estreptomicina. 

 

No combate aos micro-organismos, os nanocristais de prata e ouro estão entre os mais 

estudados. Esses nanocristais são capazes de agir como bactericida contra mais de 500 micro-

organismos patógenos (bactérias, vírus e fungos). É relevante ressaltar que são poucos os relatos sobre 

desenvolvimento de resistência bacteriana, sendo eficazes tanto em bactérias Gram positivas, quanto 
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Gram negativas. Outro ponto relevante é a baixa toxicidade para células animais (DASTJERDI; 

MONTAZER, 2010).  

A toxicidade do nanocristal de prata vem sendo mostrada por uma série de estudos in vitro 

contra leveduras, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis (MATHIAS et al., 

2014; PORTO, 2012). Apresentando amplo espectro de ação antimicrobiana, para Escherichia coli e 

Pseudomonas aeruginosa (XU et al., 2004; GOGOI et al., 2006; ELICHIGUERRA et al., 2002). 

Investigações quanto ao tamanho, forma, características de superfície e taxa de dissolução, mostraram 

influência na habilidade dos nanocristais em interagir com sistemas biológicos. Outra vantagem é sua 

facilidade de obtenção e baixo custo (LOK et al., 2006; ZHANG et al., 2008). Durán et al. (2010) 

afirmam que existe uma relação entre a estrutura dos nanocristais de prata e sua ação antimicrobiana 

sobre a bactéria Gram negativa E. coli. Assim, quanto maior a concentração deste nanocristal, menor 

é o crescimento bacteriano. 

Os íons de prata liberados das nanocristals durante sua interação com a membrana celular das 

bactérias podem atuar no fosfato das moléculas do DNA, inativando sua replicação. Outra teoria 

fundamenta-se na ideia da nanocristal de prata, quando em contato com a membrana celular da 

bactéria, causar danos estruturais, forçando a dissipação de prótons e, assim, a morte celular (SONDI 

e SALOPEK - SONDI, 2004; LOK et al., 2006). Uma terceira teoria, seria a reação com proteínas 

contendo enxofre, induzindo a inibição de funções enzimáticas respiratórias (GUPTA et al., 1998; 

MATSUMURA et al., 2003). 

Estudos na área da nanotecnologia têm ganhado destaque no agronegócio brasileiro, visto que, 

no Brasil, já existem instituições apoiadas e ligadas à Embrapa que trabalham com a aplicação da 

nanotecnologia na agricultura, como o Laboratório Nacional de Nanotecnologia para o Agronegócio 

e a Rede de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegócio. 

Entre suas formas de uso temos: controle de doenças e pragas por meio do uso de pesticidas 

(uso de produtos ligados à superfície de nanocristals ou embebidos dentro de nanocápsulas), 

diminuição de perdas na pós-colheira (formulação de embalagens comestíveis e biodegradáveis 

aditivadas com nanocristals que poderão ser pulverizadas sobre frutas e vegetais durante a colheita, 

para proteção dos alimentos contra pragas e microrganismos) e recuperação de solos degradados e 

remediação (uso de nanocristals cerâmicas com propriedades catalíticas quando em contato com a 

água, luz ou calor). 
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Assim, observa-se que estas tecnologias podem explorar a grande demanda por inovação do 

agronegócio, já que as possibilidades são inúmeras e as discussões quanto a potencialidades desta 

nova tecnologia atraem iniciativas empreendedoras para o país. 
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4. CONCLUSÕES 

 

 

A utilização de nanocristais de óxido de zinco (ZnO) não apresentou efeito bactericida para 

Pantoea ananatis. 

Nanocristais de ZnO dopados com cobre, ferro, manganês, níquel, ouro e prata inibiram o 

crescimento de P. ananatis in vitro. 

Nanocristais de óxido de cobre (CuO) e óxido de níquel (NiO) puros apresentaram halo de 

inibição para P. ananatis.  
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