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RESUMO GERAL 

 

 

ZANCAN, N. L. B. Terapia fotodinâmica e nanopartículas no controle de 

Xanthomonas campestris pv. campestris in vitro e em sementes de canola 

naturalmente contaminadas. 2018. 91f. Dissertação (Mestrado em 

Agronomia/Fitopatologia) – Universidade Federal de Uberlândia, Uberlândia.
 

 

A tropicalização da canola (Brassica napus) e sua recente introdução no Triângulo 

Mineiro e Alto Paranaíba evidenciam a importância de que as sementes a serem 

utilizadas estejam livres de patógenos. A bactéria Xanthomonas campestris pv. 

campestris (Xcc), agente causal da podridão negra das brássicas, é disseminada 

principalmente pelas sementes. Dessa forma, métodos alternativos de controle da 

bactéria nas sementes devem ser avaliados. O objetivo deste trabalho foi avaliar a 

eficácia dos métodos terapia fotodinâmica e o uso de nanopartículas no controle de X. 

campestris pv. campestris in vitro e no tratamento de sementes de canola. Na terapia 

fotodinâmica foram utilizados os corantes fotossensíveis Azul de Metileno, Azul de 

Toluidina e a combinação de ambos, em diferentes concentrações in vitro e no 

tratamento de sementes. Diferentes nanopartículas, em diferentes concentrações foram 

avaliadas no controle de Xcc in vitro e no tratamento de sementes. Nas sementes 

tratadas foram avaliadas a porcentagem de germinação, a emergência, o índice de 

velocidade de emergência, o teste de sanidade e a detecção da bactéria nas sementes. Os 

corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina e a associação deles nas concentrações 

100, 50 e 25 µmol L
-1

 respectivamente, quando submetidos à irradiação, foram eficazes 

no controle de Xcc in vitro. Os nanocristais de ZnO dopados com Ag, Au, Cu, Fe, Mn e 

Ni inibiram o crescimento bacteriano in vitro em diferentes concentrações, no entanto, o 

nanocristal de ZnO:11Ag apresentou o maior halo de inibição. Não foi possível estimar 

a eficiência dos corantes e das nanopartículas no controle da bactéria nas sementes, 

devido à baixa taxa de infecção das mesmas. Ensaios deverão ser conduzidos para 

avaliar diferentes concentrações dos corantes e das nanopartículas, no controle da 

bactéria em sementes, visto que estes apresentaram toxicidade às sementes de canola. 

 

 

Palavras-chave: Azul de Metileno, Azul de Toluidina, Brassica napus, tratamento de 

sementes, nanopartículas. 
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GENERAL ABSTRACT 

 

 

ZANCAN, N.L.B. Photodynamic therapy and use of nanoparticles in the control of 

Xanthomonas campestris pv. campestris in vitro and in naturally contaminated 

canola seeds. 2018. 91f. Dissertation (Master Degree in Agronomy/Plant Pathology) – 

Federal University of Uberlandia, Uberlândia.
 

 

Canola (Brassica napus) has been introduced in the Triângulo Mineiro and Alto 

Paranaíba in the recent years, but to keeping it up growing the seeds used must be free 

of pathogens. One of the most important bacterium disseminated through the canola 

seeds is Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) causal agent of black rot in 

brassicas. Therefore, the objective of this work was to evaluate the efficacy of 

photodynamic therapy methods and the use of nanoparticles for the control of X. 

campestris pv. campestris in vitro and in the canola seed treatment. In the experiment of 

photodynamic therapy were used the photosensitive dyes, Methylene Blue, Toluidine 

Blue and the combination of both in different concentrations in vitro and in the seed 

treatment. In the second experiment were used different nanoparticles and its 

concentrations to the control of Xcc in vitro and in the seed treatment. Germination 

percentage, emergence rate, emergence speed index, sanity test and detection of the 

bacterium in the seeds were evaluated. Methylene Blue, Toluidine Blue and their 

association at concentrations 100, 50 and 25 μmol L
-1

 respectively, under irradiation 

were effectives to the Xcc control in vitro. The nanocrystals from ZnO doped with Ag, 

Au, Cu, Fe, Mn and Ni inhibited the bacterial growth in vitro using different 

concentrations, however, the nanocrystal ZnO:11Ag showed the larger bacterial 

inhibition halo. Therefore, it was not possible to estimate the effectiveness of the dyes 

and nanoparticles in the control of the bacteria in the seeds due to the low infection rate. 

Thus, new assays should be conducted to evaluate the concentration of dyes and 

nanoparticles in the control of the bacteria in seeds mainly because it presented toxicity 

to the canola seeds. 

 

 

Keywords: Methylene blue, Toluidine blue, Brassica napus, seed treatment, 

nanoparticles.
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

A canola é uma cultura que foi selecionada por melhoristas canadenses a partir 

da planta colza (Brassica napus L. var. oleifera) e apresenta como uma boa opção para 

os sistemas de cultivo no Brasil (BAIER; ROMAN, 1992). A cultura foi recentemente 

introduzida no Triângulo Mineiro e Alta Paranaíba. 

Sabe-se que a cultura da canola se destaca como a terceira oleaginosa mais 

cultivada no mundo (TOMM, 2015). No Brasil, na safra do ano de 2017 a área plantada 

foi de aproximadamente 48 mil hectares, alcançando uma produtividade média de 1281 

kg ha
-1

, em torno de 16% a menos em relação à safra passada. Os Estados do Rio 

Grande do Sul e Paraná são os principais produtores e também os responsáveis por essa 

produção (CONAB, 2017). O cultivo de grãos da canola tem grande importância para a 

extração de óleo comestível e produção de biodiesel. Além disso, é possível também a 

extração de farelo para produção de ração animal, por ser um suplemento proteico de 

ótima qualidade (TOMM, 2007) 

Diante da importância dessa cultura, a podridão negra causada pela bactéria 

Xanthomonas campestris pv. campestris (Pammel) Dowson (Xcc) é uma das doenças 

que mais pode prejudicar as brássicas, ocasionando perdas de produtividade e de 

qualidade dos produtos (VILLETH et al., 2009). A bactéria é disseminada pelas 

sementes, podendo ser introduzida em novas áreas de cultivo. Ademais, o controle 

químico não é eficiente para o controle de fitobactérias (ROMEIRO, 2005). 

Assim, há a necessidade de estudos e formas alternativas para o controle de Xcc 

nas sementes, que não afetem a qualidade fisiológica das mesmas e erradiquem o 

patógeno, como o uso da terapia fotodinâmica e de nanopartículas. Essas alternativas 

são importantes, uma vez que o uso excessivo ou indevido dos agrotóxicos pode gerar 

problemas ambientais e a saúde humana (FURLANETO, 2011). 

A terapia fotodinâmica consiste na inativação dos micro-organismos, no caso da 

bactéria Xanthomonas spp., pela utilização de corantes fotossensíveis, que aderidos à 

superfície das sementes, e posteriormente expostas à radiação infravermelha, ocasionam 

a inativação de compostos da membrana da bactéria importantes à sobrevivência desse 

patógeno, levando à morte do mesmo (FERREIRA, 2012). Para maximizar a terapia 

fotodinâmica, espera-se que um fotossensibilizador apresente eficiência fotoquímica, 

seja biologicamente estável, provoque toxicidade mínima aos tecidos no escuro, seja de 

fácil eliminação e administração e tenha ação localizada (ZHU; FINLAY, 2008). 
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Nesse sentido, a nanotecnologia é a habilidade de manipular átomos e moléculas 

individualmente para produzir materiais em escala manométrica, visando aplicações em 

diversas áreas de interesse (MILLER, 2005) e a possibilidade de uso no tratamento de 

sementes no controle de fitopatógenos. O desenvolvimento de nanopartículas é de 

grande interesse, uma vez que a depender do tamanho, composição e fase apresentam 

propriedades físicas e químicas diferentes (NOGUERIA, 2013).  

O tamanho manométrico das nanopartículas permite a sua entrada pela 

membrana da bactéria e, a depender do tipo de composição, pode gerar espécies reativas 

de oxigênio, levando à morte da bactéria (SAWAI; YOSHIKAWA, 2004). Dessa forma, 

a nanotecnologia tornou-se uma nova estratégia no manejo de doenças, que segundo 

Furlaneto (2011), compreende uma inovação na área tecnológica da agricultura. 

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o uso da terapia fotodinâmica e 

de nanopartículas no controle de Xcc in vitro e no tratamento de sementes de canola no 

controle da bactéria. Os objetivos específicos foram avaliar o uso de corantes Azul de 

Metileno, Azul de Toluidina e a combinação deles, irradiados ou não, no controle de 

Xcc in vitro; o uso dos mesmos corantes, irradiados ou não, no tratamento de sementes 

de canola para o controle de Xcc; o uso de nanocristais de diferentes composições no 

controle de Xcc in vitro e o uso do nanocristal ZnO: 11Ag no tratamento de sementes de 

canola, no controle de Xcc. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 Cultura da Canola 

 

A canola é uma oleaginosa que faz parte da família Brassicaceae, gênero 

Brassica (DIAS, 1992). O termo "canola" significa "azeite canadense de baixo teor 

ácido" ("Canadian Oil, Low Acid") (THOMAS, 2003). Recentemente, a cultura vem se 

expandindo para o centro-oeste brasileiro. Essa cultura apresenta-se como uma 

excelente alternativa para a rotação de cultura, podendo utilizar-se da mesma estrutura e 

equipamentos disponíveis nas propriedades, tornando assim uma opção 

economicamente rentável ao produtor (TOMM et al., 2009). 

A cultura destaca-se como a terceira oleaginosa mais cultivada no mundo 

(TOMM, 2015). Na União Europeia encontram-se os maiores produtores e 

consumidores mundiais de canola e a China é considerada o segundo maior país 

produtor e consumidor da cultura (USDA, 2016). 

O cultivo de canola se enquadra nos sistemas de produção de grãos, sendo uma 

excelente opção de cultivo, por colaborar na diminuição de problemas fitossanitários de 

leguminosas, como a soja e o feijão, e das gramíneas, como o milho e trigo. Assim, a 

utilização da canola pode auxiliar na estabilidade e a qualidade da produção de grãos 

(TOMM, 2007) 

No Brasil, na safra de 2017 a área plantada foi de aproximadamente 48 mil 

hectares, alcançando uma produtividade média de 1281 kg ha
-1

, em torno de 16% a 

menos em relação à safra passada. Os estados do Rio Grande do Sul e Paraná são os 

principais produtores e os responsáveis por essa produção (CONAB, 2017). 

A produção de grãos da canola tem grande importância para a extração de óleo 

comestível e produção de biodiesel. Além disso, por ser um suplemento proteico de 

ótima qualidade, é utilizada como farelo para a produção de ração animal (TOMM, 

2007). Os grãos de canola produzidos no Brasil possuem cerca de 7 a 24% de proteína 

e, em média, 38% de óleo. O termo genérico internacional canola não é uma marca 

registrada industrial, sua descrição oficial é um óleo com menos de 2% de ácido erúcico 

e menos de 30 µmol de glucosinolatos por grama de matéria seca da semente (TOMM, 

2007). 

O óleo bruto gerado pela canola ou pela extração com solventes, possui cerca de 

95 a 98% de triglicerídeos. Não é desejada a eliminação total do ácido erúcico no óleo. 
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obtido, pois este em pequenas quantidades pode ser benéfico. O ácido erúcico 

tem a capacidade de inibir a ação da lipoxigenase, que oxida os ácidos graxos 

insaturados, evitando a rancidez das sementes oleaginosas (GRIMALDI, 1994). Diante 

disso, o uso de óleo de canola vem sendo indicado por especialistas da área da saúde 

para pessoas interessadas em dietas saudáveis. 

A planta de canola é semelhante a colza quanto ao ciclo vegetativo, arquitetura, 

às condições climáticas e de solo exigidas, no entanto, apresentam diferença quando a 

qualidade do óleo extraído das sementes. Nas sementes de colza é encontrada uma 

quantidade significante de glucosinolatos e de ácido erúcico, que em altas 

concentrações podem ser tóxicos aos seres humanos (AMAR et al., 2008). 

A temperatura ideal para o desenvolvimento do ciclo da canola é de 20ºC, com 

temperaturas do ar oscilando entre 12 e 30ºC. O crescimento das plantas não ocorre em 

temperaturas abaixo de 5°C. No entanto, temperaturas a partir de 27 °C podem 

ocasionar problemas, como o aborto de flores. Por isso, a canola é beneficiada por 

temperaturas do ar mais baixas, entre a emergência ao florescimento, sendo o melhor 

intervalo para desenvolvimento entre 13 a 22 °C (MORRISON et al., 1989; NANDA et 

al., 1995). Tanto altas temperaturas, quanto baixas podem afetar o desenvolvimento da 

planta, uma vez que a canola é uma cultura com origem em clima temperado. 

A canola é capaz de se adaptar a diversos tipos de solo, entretanto desenvolve-se 

melhor em solos de textura média. O pH do solo deve estar entre 5,5 a 6,0 para que 

permita a melhor disponibilidade dos nutrientes que são essenciais para o 

desenvolvimento da cultura (TOMM, 2007). 

Segundo Thomas (2003), um bom potencial produtivo é atingido mesmo com 

baixas quantidades de água, sendo suficientes 350 mm de água. No entanto, na época de 

floração, a cultura é mais exigente em água, o déficit hídrico pode prejudicar a cultura 

no enchimento de grãos e no teor de óleo. Por outro lado, o excesso de água no solo 

pode prejudicar a cultura, tanto na absorção de nutrientes, quanto no sistema radicular. 

No Brasil, a canola é cultivada sob o sistema de plantio direto, uma vez que este 

oferece vantagens econômicas e ambientais, tais como a redução no trânsito de 

máquinas na lavoura, maior conservação do solo, economia na demanda por 

fertilizantes, melhoria nas características do solo, redução de ocorrência de plantas 

daninhas, doenças e pragas na lavoura (TOMM et al., 2009). 
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Além disso, o manejo de doenças é imprescindível. Dessa forma, doenças como, 

canela preta (Leptosphaeria maculans), podridão negra, entre outras devem ser evitadas 

através do uso de sementes livres dos patógenos ou genótipos resistentes. 

 

2.2 Podridão negra (Xanthomonas campestris pv. campestris) 

 

A podridão negra, causada pela bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris 

(Pammel) Dowson (Xcc), foi descrita pela primeira vez por Garman em 1890 

(ALVAREZ, 2000). A partir de então, esta doença vem sendo relatada em todas as 

regiões do mundo onde há o plantio de brássicas (ALVAREZ; CHO, 1978; SCHAAD; 

THAVEECHAI, 1983; MASSOMO et al., 2003; MIRIK et al., 2008; JENSEN et al., 

2010; POPOVIĆ et al., 2013) e tem causado perdas de produtividade e de qualidade dos 

produtos (VILLETH et al., 2009). 

A podridão negra se desenvolve em climas quentes e úmidos, no entanto esta 

doença pode ser mais problemática nas regiões tropicais, subtropicais e continentais 

úmidas. Em climas frios a doença também se instala nas plantas, mas dificilmente 

evolui a ponto de destruir toda a planta (WILLIAMS, 2007). Temperaturas entre 28 e 

30 °C são ideais para o desenvolvimento da doença. A bactéria penetra no hospedeiro 

por aberturas naturais, como hidatódios e estômatos, e também por ferimentos dos 

tecidos. Assim, a presença de água de irrigação, chuva ou condensação é imprescindível 

para favorecer a penetração (SIQUEIRA et al., 1985). 

A bactéria Xcc é gram-negativa, aeróbia obrigatória se movimenta através de um 

único flagelo polar. Produz colônias amarelas brilhantes, mucoide, em meio de cultura 

YDC, cresce a 35 °C, hidrolisa amido e esculina, produz ácido a partir de arabinose e 

alcaliniza leite de litmus (SCHAAD et al., 2001; ROMEIRO, 2005; KADO, 2010; 

LUGO et al., 2013; VAUTERIN et al., 1995). A cor amarela da colônia, típica do 

gênero Xanthomonas, se explica pela presença do pigmento denominado 

xanthomonadina (STARR; STEPHENS, 1964; HE et al., 2011), que a protege do 

estresse fotooxidativo, possuindo um importante papel na aptidão ecológica da bactéria 

(POPLAWSKY et al., 2000; VICENTE; HOLUB, 2013). 

Os sintomas da doença podem ser observados em qualquer estágio fenológico da 

planta infectada, como lesões amareladas em forma de “V” invertido, a partir do bordo 

das folhas, devido a penetração pelos hidatódios. Inicialmente é notada uma mancha 

clorótica, que evolui convertendo-se a uma lesão necrótica com bordos amarelados, 
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diante disso as folhas podem começar a cair prematuramente (ASSIS et al., 1999; 

VICENTE; HOLUB, 2013). Além disso, pode ser notado o escurecimento das nervuras, 

decorrente da colonização do sistema vascular (WILLIAMS, 2007). No entanto, 

segundo Schaad (1982), os sintomas da podridão negra podem ser mascarados, como, 

por exemplo, pela ocorrência de míldio, dificultando o diagnóstico de podridão negra. 

A sobrevivência e disseminação de Xcc se dá principalmente por sementes 

(TEBALDI et al., 2007), seja internamente ou na superfície, porém também pode-se 

encontrar a bactéria em solos, restos de culturas doentes (SCHAAD; WHITE, 1974; 

SCHULTZ; GABRIELSON, 1986), plantas daninhas (SCHAAD; DIANESE, 1981; 

KUAN et al., 1986) e/ou plantas remanescentes no campo (MARINGONI, 2005) e pode 

sobreviver na superfície da planta de forma epifítica (TIMMER et al., 1987; DANE; 

SHAW, 1996; ARIAS et al., 2000). A dispersão da bactéria pode ocorrer a curtas e 

longas distâncias. A curta distância ocorre mediante a respingos de água da chuva e 

irrigação, aerossóis, insetos e máquinas contaminadas; a longa distância se dá por 

sementes ou mudas infectadas (ALVAREZ, 2000; KOCKS et al., 1999; GRIESBACH 

et al., 2003; MARINGONI, 2005; VAN DER WOLF; VAN DER ZOUWEN, 2010; 

KRAUTHAUSEN et al., 2011). 

Mesmo que a taxa de infecção em sementes seja baixa, as sementes infectadas 

são importantes fontes de inóculo para ocorrência de epidemias (ROBERTS et al., 

1999; KRAUTHAUSEN et al., 2011). Dessa maneira, a presença de apenas três 

sementes infectadas por Xcc em um lote de 10.000 sementes é o bastante para 

ocorrência de epidemias no campo (LEE et al., 2009). Xcc, além de infectar e infestar as 

sementes, podem ficar assintomáticas, dificultando assim sua diagnose visual 

(GITAITIS; WALCOTT, 2007).  

Por meio de práticas de manejo, como a rotação de culturas, a retirada de restos 

culturais de espécies de brássicas, a eliminação de plantas daninhas, o tratamento de 

sementes e o uso de cultivares resistentes, é possível realizar o controle da podridão 

negra (GRIESBACH et al., 2003; VICENTE e HOLUB, 2013). Por isso, o uso de 

sementes livres do patógeno é uma das práticas mais relevantes e indispensáveis para o 

manejo da doença (MASSOMO et al., 2004; WILLIAMS, 1980; MARINGONI, 2005). 

 

2.3 Tratamento de sementes 
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A semente é o veículo que leva ao agricultor todo o potencial genético de uma 

cultivar com características superiores (PESKE; BARROS, 2003). Nesse sentido, o 

tratamento de sementes é uma medida indispensável para atingir o maior potencial da 

cultura.  

O tratamento de sementes consiste no controle de patógenos, erradicando aqueles 

associados às sementes, tanto os localizados internamente, quanto externamente. Tais 

tratamentos atuam protegendo as sementes e plântulas de patógenos do solo, impedindo 

a transmissão dos micro-organismos da semente para a plântula; conferindo certa 

proteção nos estágios iniciais de seu desenvolvimento; diminuindo a fonte de inóculo, 

impedindo assim, o surgimento de epidemias no campo e reduzindo os custos com 

defensivos da parte aérea das plantas (DHINGRA et al., 1980).  

A eficácia do tratamento de sementes buscando o controle de doenças, depende 

do tipo de patógeno e em qual parte da semente ele está alocado, além do vigor da 

semente, da disponibilidade de produtos e dos processos adequados para o tratamento 

(MENTEN; MORAES, 2010). 

Segundo Machado (2010), a parcela de contribuição da semente pode chegar a 

20% em um sistema de produção de acordo com sua qualidade, mantidas favoráveis as 

demais condições para tal cultivo. O tratamento de sementes constitui-se como uma 

medida de controle de baixo custo, variando de 0,5 a 1,0% do custo de produção das 

culturas (MENTEN; MORAES, 2010). 

Espécies de Xanthomonas tem como a principal forma de contaminação da 

planta, o uso de sementes infectadas pela bactéria. Mesmo níveis baixos de 

contaminação da semente, pelo patógeno, podem causar graves epidemias e perdas 

consideráveis no campo (CARMO et al., 2004).  

A termoterapia é o principal método físico utilizado no controle do patógeno, 

seja através do calor ou pela imersão das sementes em água aquecida, seja pelo uso de 

ar quente e de correntes de vapor. A temperatura na termoterapia deve ser bem 

controlada, pois as sementes, assim como os patógenos, podem ser sensíveis ao calor 

(CARMO et al., 2004; GRONDEAU; SAMSON, 1994). Dessa forma, a eficiência da 

termoterapia depende da sensibilidade da semente a temperaturas elevadas. 

O uso do tratamento químico de sementes, visando o controle de bactérias 

fitopatogênicas, é realizado, na maioria dos casos, utilizando substâncias desinfetantes, 

como ácidos em baixas concentrações e bactericidas. Contudo, esses compostos podem 

influenciar negativamente na germinação e no vigor das sementes (FERREIRA, 2012). 
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O tratamento de sementes com ácido clorídrico demonstrou-se eficiente no controle da 

bactéria Xanthomonas spp., no entanto indicou prejuízo quanto a qualidade das 

sementes (MARINGONI; KUROZAWA, 1994; CARMO et al., 2004).   

Portanto, formas alternativas no controle de fitobactérias em sementes capazes 

de erradicar os patógenos, não afetando a qualidade fisiológica das mesmas, devem ser 

avaliadas. Diante disso, neste trabalho investigou-se duas tecnologias no tratamento de 

sementes de canola. 

 

2.4 Terapia Fotodinâmica  

 

A terapia fotodinâmica consiste na inativação dos micro-organismos, no caso da 

bactéria Xanthomonas spp. por meio da utilização de corantes fotossensíveis, que 

aderidos à superfície das sementes, e posteriormente expostas à radiação infravermelha, 

ocasionam a inativação de compostos da membrana bacteriana, importantes à 

sobrevivência do patógeno, levando à morte do indivíduo ou da população 

(FERREIRA, 2012). Na terapia fotodinâmica, a interação entre o agente 

fotossensibilizador e a fonte de luz, tem a capacidade de atingir o sistema biológico 

alvo.  

Por meio do processo chamado inativação fotodinâmica, micro-organismos 

podem ser mortos mediante a reações de fotossensitização. Os mecanismos de ação que 

executam a inativação fotodinâmica de patógenos não é parecido com os mecanismos 

dos antibióticos, pois um mesmo fotossensitizador pode ser usado contra vários micro-

organismos de naturezas diferentes. As reações de fotossensitização produzem espécies 

reativas de oxigênio, que têm a capacidade de oxidar compostos orgânicos insaturados, 

como os lipídeos, os quais compõem a membrana celular das bactérias (PERUSSI, 

2007).  

Os fotossensitizadores podem causar danos severos tanto ao DNA, quanto a 

membrana celular. Além disso, enzimas essenciais podem ser inviabilizadas (PINTON 

et al., 2012; PHOENIX et al., 2003). Os corantes fotossensíveis podem absorver luz em 

um comprimento de onda específico na presença de oxigênio molecular, formando 

espécies reativas de oxigênio, que são citotóxicas e capazes de promover a morte 

celular, tanto por necrose como por apoptose (PELEGRINO et al., 2005; MACHADO, 

2000). O principal agente citotóxico é o oxigênio singlete, este é altamente reativo e é 

produzido durante os processos de fotossensitização (MACDONALD et al, 2001).  
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Na Figura 1 observa-se as estruturas dos corantes azul de metileno (AM) e azul 

de toluidina (AT), que são corantes fenotiazínicos, compostos azuis, catiônicos, com 

estrutura formada por um sistema planar de anéis aromáticos altamente conjugados. 

Devido a suas características estruturais, os fenotiazínicos são bons fotossensitizadores, 

com intensa absorção na região visível do espectro eletromagnético (PERUSSI, 2007). 

 

 

 
                           Azul de metileno                  Azul de toluidina 

 

FIGURA 1. Estrutura química dos corantes azul de metileno e azul de toluidina (Fonte: 

PERUSSI, 2007) 

 

 

Os monômeros têm absorção máxima em 664 nm, enquanto que os dímeros 

absorvem em 590 nm. Monômeros e dímeros podem estar envolvidos em diferentes 

tipos de reações fotoquímicas, que podem afetar o mecanismo de morte celular 

(TARDIVO et al.; 2005). Portanto, o espectro de absorção depende da concentração do 

corante, em altas concentrações, o azul de metileno tem tendência em formar dímero. 

Os monômeros do corante azul de metileno possuem absorção máxima em 664 nm 

(NEUMANN, 2000). O corante azul de toluidina apresenta melhor absorção no pico de 

630 nm (HUNAG et al., 2010).  

Para maximizar a terapia fotodinâmica espera-se que um fotossensibilizador 

reúna algumas características, tais como apresentar eficiência fotoquímica, ser 

biologicamente estável, provocar toxicidade mínima aos tecidos no escuro, ser de fácil 

eliminação, ser de fácil administração e ativação e ter ação localizada (ZHU; FINLAY, 

2008). Esses corantes podem ser utilizados de forma segura no controle de fitobactérias, 

pois são usados em baixas concentrações, uma vez que nessas concentrações não são 

citotóxicos e nem causam danos às células humanas devido a sua rápida eliminação do 

organismo (NUNEZ et al., 2013). 

A inativação de micro-organismos através da fotossensitização era conhecida 

mesmo antes da segunda guerra mundial, momento em que a eficácia e as possíveis 

aplicações da terapia fotodinâmica foi demonstrada contra vírus, bactérias e 
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protozoários. Entretanto, devido ao advento do antibiótico a técnica foi abandonada. 

(PERUSSI, 2007). 

Atualmente, muitas bactérias são resistentes aos antibióticos e aos produtos 

disponíveis no mercado para seu controle. A resistência de alguns micro-organismos 

pode ser natural ou adquirida. Os antibióticos, embora não sejam a única causa da 

resistência, podem ser capazes de selecionar em uma população os micro-organismos 

mais resistentes (SVENSATER; WELIN, 2001; MARTINEZ et al.,2009). 

Dessa forma, a terapia fotodinâmica mostra-se como uma alternativa no controle 

de fitobactérias, pois não apresentam ação ou impacto no meio ambiente, podendo ser 

utilizada no tratamento de sementes para o controle de fitobactérias. 

 

2.5 Nanopartículas 

 

Estudos têm buscado o desenvolvimento de novas estratégias de controle, que 

possam fazer parte do manejo de doenças de forma eficiente. Uma alternativa que vem 

sendo incorporada recentemente no controle de patógenos é a nanotecnologia, que 

segundo Furlaneto (2011), compreende uma inovação na área tecnológica da 

agricultura, uma vez que o uso excessivo ou indevido dos agrotóxicos pode gerar 

problemas ambientais e a saúde humana. 

A nanotecnologia é a habilidade de manipular átomos e moléculas 

individualmente para produzir materiais nanoestruturados e micro-objetos com 

aplicações no mundo real (MILLER, 2005). Os nanomateriais podem apresentar 

mudanças em algumas propriedades ópticas, magnéticas e elétricas. A capacidade de 

potencializar as propriedades físicas e químicas, levando a aplicações tecnológicas, é o 

grande diferencial dos materiais nanoestruturados (NOGUEIRA, 2013).  

Diante do avanço desta ciência, vários nanomateriais têm sido utilizados com 

diferentes aplicabilidades e a nanotecnologia tem se destacado. Assim, estudos sobre a 

nanotecnologia vêm sendo desenvolvidos em áreas como a Química, Biologia, 

Eletrônica, Medicina e, mais recentemente, na Agricultura (RIBOLDI; PIMENTEL, 

2009; FURLANETO, 2011). 

Um problema grave na indústria alimentícia é a deterioração dos alimentos, 

entretanto, por meio de nanosensores é possível detectar patógenos nos alimentos 

usando uma nanopartícula que fluoresce em contato com determinado micro-organismo 
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(SOZER; KOKINI, 2009). A detecção de materiais tóxicos na atmosfera também pode 

ser feita por meio de nanosensores (SALAMANCA-BUENTELLO et al, 2005). 

Por isso, um dos motivos do interesse na nanobiotecnologia é que essa ciência 

permite controlar o tamanho dos nanomateriais em escala nanométrica, sendo menor do 

que o diâmetro de muitas células humanas, o que facilita a entrada desses nanomateriais 

nas células, viabilizando a entrega de drogas (BHATTACHARYYA et al, 2009; 

RASMUSSEN et al, 2010). Sendo assim, nanopartículas com tamanhos inferiores a 100 

nm apresentam elevada eficiência biocida, por permitir interações com as membranas 

microbianas e devido ao pequeno tamanho e a alta relação de superfície/volume 

(ALLAKER, 2010; MORONES et al, 2005). 

Entre os vários óxidos de metais pesquisados, o óxido de zinco apresenta 

características altamente bactericidas, sendo capaz de combater tanto os patógenos, 

como seus esporos (SAWAI et al, 1996). Muitos estudos têm demonstrado que algumas 

nanopartículas feitas de óxidos de metais, como o ZnO, tem toxicidade seletiva para as 

bactérias e apresentam um efeito muito pequeno sobre as células humanas, o que torna 

interessante e promissor a sua utilização em indústrias agroalimentares (DANG et al., 

2011). O ZnO em escala nanométrica é um bactericida que tem a capacidade de inibir 

tanto as bactérias Gram-positivas, como as Gram-negativas (KARUNAKARAN et al., 

2011; FU et al., 2005). 

O efeito bactericida de ZnO pode ser conferido devido à formação de espécies 

reativas de oxigênio na superfície do óxido de zinco (SAWAI; YOSHIKAWA, 2004); 

liberação de íons antimicrobianos, principalmente Zn
2+

 (KASEMETS et al., 2009; LI et 

al., 2011) ou contato direto de nanopartículas de ZnO com a parede celular da bactéria, 

levando a destruição da integridade da célula bacteriana (BRAYNER et al., 2006; 

ZHANG et al., 2007; ADAMS et al., 2006). 

Agentes antibacterianos inorgânicos, tais como os óxidos metálicos são 

benéficos quando comparados com os compostos orgânicos, pois possuem maior 

estabilidade (SAWAII, 2003; SONDI; SONDI, 2004). Prata, cobre, selênio, dióxido de 

titânio e óxido de zinco são alguns exemplos de nanomateriais com capacidade de matar 

ou inibir o desenvolvimento de micro-organismos de modo natural (GRUMEZESCU, 

2016). 

A prata é um metal que apresenta acentuada capacidade antimicrobiana, tanto 

para bactérias, quanto para fungos, principalmente quando estão em nanopartículas 

(PAL et al, 2007; SAWAI; YOSHIKAWA, 2004; PANACEK et al, 2006). A prata não 
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é tóxica para as células humanas quando em baixa concentração (ZHANG et al, 2007; 

PAL et al, 2007).  

Os mecanismos de ação da toxicidade de nanopartículas de prata sobre as 

bactérias, acontecem devido a liberação de íons Ag
+
, que exercem interação com os 

grupos tiol em proteínas bacterianas, prejudicando a replicação do seu DNA (MARINI 

et al, 2007) e produção de ATP, além de produção de espécies reativas de oxigênio por 

nanopartículas de prata e íons de prata e malefícios as membranas celulares pelas 

nanopartículas de prata (MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010). O efeito bactericida da 

prata aumenta com a diminuição do tamanho da partícula devido a maior área 

superficial ocupada (ASADI, 2014). 

Assim, por causa do uso exagerado de produtos químicos, as possíveis 

resistências adquiridas ou até mesmo bactérias resistentes às substâncias utilizadas no 

mercado, são essenciais estudos e pesquisas de formas alternativas e sustentáveis para o 

controle de fitobactérias. 
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CAPÍTULO 1: Terapia fotodinâmica no controle de Xanthomonas campestris pv. 

campestris in vitro e no tratamento de sementes de canola naturalmente 

contaminadas 

 

 

RESUMO 

 

 

A cultura da canola (B. napus) foi recentemente introduzida na região do Triângulo 

Mineiro e Alta Paranaíba, MG. A podridão negra causada pela bactéria Xcc é uma das 

principais doenças da cultura. A bactéria é disseminada pelas sementes e, por isso 

métodos alternativos de controle devem ser avaliados. Diante disso, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar o uso da terapia fotodinâmica, com o uso dos corantes Azul de 

Metileno e Azul de Toluidina, associados à irradiação, no controle de Xcc in vitro e em 

sementes de canola naturalmente contaminadas. A suspensão bacteriana de Xcc foi 

tratada com os corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina e associação deles nas 

concentrações 25, 50 e 100 µmol L
-1

, avaliando-se o número de unidades formadoras de 

colônias (UFC). Sementes de três genótipos de canola foram tratadas com NaCl 0,85% 

(Testemunha), Azul de Metileno, Azul de Toluidina e Azul de Toluidina + Azul de 

Metileno nas concentrações 25, 50 e 100 µmol L
-1

, respectivamente, com e sem 

irradiação. Foi avaliada a porcentagem de germinação das sementes, índice de 

velocidade de emergência, porcentagem de emergência de plântulas, detecção da 

bactéria nas sementes e o teste de sanidade de sementes (Blotter test). Os corantes Azul 

de Metileno, Azul de Toluidina e a associação deles nas concentrações 100, 50 e 25 

µmol L
-1

 respectivamente, quando submetidos à irradiação foram eficazes no controle 

de Xcc in vitro. No entanto, não foi possível estimar o efetivo controle da bactéria nas 

sementes, devido à baixa taxa de infecção das mesmas. O tratamento das sementes com 

os corantes reduziu a qualidade fisiológica das sementes. Ensaios deverão ser 

conduzidos para avaliar diferentes concentrações dos corantes no controle da bactéria 

em sementes de canola, visto que as concentrações utilizadas apresentaram toxicidade 

às sementes. 

 

 

Palavras-chave: Azul de metileno, Azul de toluidina, B. napus, inativação de micro-

organismos, tratamento de sementes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

23 

 

CHAPTER 1: Photodynamic therapy in the control of Xanthomonas campestris pv. 

campestris in vitro and naturally contaminated canola seeds 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Canola (B. napus) was recently introduced in the regions of Triângulo Mineiro and Alta 

Paranaíba, MG. One of the most important pathogen associated with this crop is Xcc, 

causal agent of Black rot. The bacterium is disseminated by seeds and alternative 

control methods should be evaluated. Therefore, the objective of this work was to 

evaluate the photodynamic therapy using methylene blue and toluidine blue dyes 

associated with irradiation in the control of Xcc in vitro and naturally contaminated 

canola seeds. The bacterial suspension of Xcc was treated with Methylene Blue, 

Toluidine Blue and their association at concentrations 25, 50 and 100 μmol L
-1

, and the 

colony-forming units (CFU) was evaluated. Seeds of three canola genotypes were also 

treated with 0.85%NaCl (non-treated), Methylene Blue, Toluidine Blue and Toluidine 

Blue+Methylene Blue at concentrations 100, 50 and 25 μmol L 
-1

, respectively, in the 

presence and absence of irradiation. Seed germination percentage, emergence speed 

rate, seedling emergence percentage, seed bacteria detection and seed health test 

(Blotter Test) were evaluated. Methylene Blue, Toluidine Blue dyes and their 

association at concentrations 100, 50 and 25 μmol L
-1

, respectively, were effective in 

Xcc control in vitro under irradiation. However, it was not possible to estimate the 

control effectiveness of the bacteria in the seeds due to low pathogen infection rate. 

Seed treatment with the dyes reduced the physiological seed quality. Trials should be 

done to evaluate different concentrations of dyes in the control of canola seed bacteria, 

because this work has showed toxicity to the seeds. 

 

 

Keywords: Methylene blue,Toluidine blue, B. napus, inactivation of microorganisms, 

seed treatment. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A cultura da canola destaca-se como a terceira oleaginosa mais cultivada no 

mundo (TOMM, 2015). A produção dessa brássica tem grande importância para a 

extração de óleo comestível, produção de biodiesel e extração de farelo para produção 

de ração animal (TOMM, 2007). 

A podridão negra, causada pela bactéria X. campestris pv. campestris (Pammel) 

Dowson (Xcc), é uma doença prejudicial as brássicas, ocasionando em perdas de 

produtividade e na qualidade dos produtos (VILLETH et al., 2009). A bactéria é 

disseminada pelas sementes, podendo ser introduzida em novas áreas de cultivo, 

levando a ocorrência de epidemias. O controle químico não é eficiente (ROMEIRO, 

2005) e, por isso, sementes livres do patógeno devem ser utilizadas. 

Medidas alternativas de controle de patógenos nas sementes devem ser avaliadas, 

como o uso da terapia fotodinâmica. A terapia fotodinâmica consiste na associação de 

um corante sensível à luz, o fotossensibilizador ativado em um comprimento de onda 

específico. Após exposição microbiana a esta energia luminosa, o fotossensibilizador é 

energizado e pode provocar a formação de espécies reativas de oxigênio, sendo estas 

responsáveis pela inativação de micro-organismos (DENIS et al., 2011). 

Os mecanismos de ação da inativação fotodinâmica de patógenos é diferente dos 

mecanismos dos antibióticos, pois um mesmo fotossensitizador pode ser usado contra 

vários micro-organismos. As reações de fotossensitização produzem espécies reativas 

de oxigênio, que tem a capacidade de oxidar compostos orgânicos insaturados, como os 

lipídeos que compõe a parede celular bacteriana (PERUSSI, 2007). Os 

fotossensitizadores podem causar danos severos tanto ao DNA quanto a membrana 

celular, além de inativarem enzimas essenciais ao patógeno (PINTON et al., 2012; 

PHOENIX et al., 2003). 

O uso dos corantes azul de metileno e azul de toluidina foram avaliados no 

tratamento de sementes de tomate, no controle de Xanthomonas spp. (FERREIRA, 

2012).  

Atualmente, muitas bactérias são resistentes aos produtos disponíveis no 

mercado para seu controle. Diante disso, se faz necessário a utilização de formas 

alternativas de controle de bactérias. 

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o uso da terapia fotodinâmica 

no controle de Xcc in vitro e em sementes de canola. Os objetivos específicos foram 
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avaliar o uso de corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina e a combinação deles, 

irradiados ou não no controle de Xcc in vitro, além de avaliar o uso de corantes Azul de 

Metileno, Azul de Toluidina e a combinação deles, irradiados ou não, no tratamento de 

sementes de canola para o controle de Xcc. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Os ensaios foram conduzidos no Laboratório de Bacteriologia Vegetal, no 

Laboratório de Sementes e em casa de vegetação do Instituto de Ciências Agrárias, da 

Universidade Federal de Uberlândia (UFU) - MG, no período de junho a setembro de 

2017. 

 

2.1 Preparo da suspensão bacteriana 

 

O isolado UFU F64 de Xcc pertencente à coleção de bactérias do Laboratório de 

Bacteriologia Vegetal, Instituto de Ciências Agrárias, da UFU e foi cultivado em meio 

de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970).  

A suspensão bacteriana foi preparada em NaCl (0,45%) e ajustada em 

espectrofotômetro (OD550=0,5) para a concentração de 1x10
9 

UFC mL
-1

 (MARCUZZO 

et al., 2009). 

 

2.2 Terapia fotodinâmica no controle de Xcc in vitro 

 

Para a inativação da suspensão bacteriana utilizou-se a combinação de corantes 

em diferentes concentrações, sendo submetidos à irradiação ou não (escuro).  

Os corantes Azul de Metileno (AM), Azul de toluidina (AT) e a associação 

destes (1:1), foram preparados nas concentrações 25, 50 e 100 µmol L
-1

, em solução de 

NaCl (0,45%) e autoclavados, por 30 min a 120 °C. Como testemunha foi utilizada a 

solução de NaCl (0,45%).  

Em microtubos colocou-se 100 µL da suspensão bacteriana e 900 µL dos 

corantes para cada tratamento. Todos os microtubos foram recobertos com papel 

alumínio para a proteção contra a luminosidade e incubados em estufa a 28 °C por 20 

min. Posteriormente, parte dos microtubos foram irradiados a 5cm de distância da fonte 

de iluminação no equipamento AMS-II (Sistema de LED de alta potência, emissão 

652nm) por 20 minutos. Os demais microtubos foram mantidos no escuro em 

temperatura ambiente. 

Em seguida a suspensão bacteriana foi diluída em série (10
-2 

a 10
-7

) e cultivada 

em meio de cultura 523. Avaliou-se o número de unidades formadoras de colônias 

(UFC mL
-1

) pela contagem de colônias formadas. 
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Os experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos inteiramente 

casualizados, com três repetições e em um arranjo fatorial 3 x 3 x 2 + 2 (corantes x 

concentrações x luminosidade + adicionais). 

 

2.3 Terapia fotodinâmica no tratamento de sementes de canola  

 

As sementes dos genótipos de canola Terola 10A40 (Serra do Salitre-MG, 2014), 

Hyola 61(Área experimental Rio Grande do Sul, 2014) e Terola 10A40 (Área 

experimental-MT, 2013) naturalmente contaminadas com Xcc, foram tratadas com os 

corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina e associação de Azul de Metileno + Azul 

de Toluidina nas concentrações 100, 50 e 25 µmol L
-1

, respectivamente. Como 

testemunha as sementes foram tratadas NaCl 0,45%. As sementes foram irradiadas com 

luz de LED descrita anteriormente, ou não (escuro). 

As sementes de cada genótipo (800 sementes) foram colocadas em placas de 

Petri, e adicionado 20 mL de cada corante ou NaCl 0,85% (testemunha) e, em seguida, 

as placas foram incubadas em estufa a 28 °C por 20 minutos. Posteriormente, as 

sementes foram irradiadas e colocadas a 5 cm de distância da fonte de iluminação 

(Equipamento AMS-II, sistema de LED de alta potência, emissão 652nm) por 20 

minutos. As sementes não irradiadas foram mantidas no escuro em temperatura 

ambiente (25 ºC). 

 

2.3.1 Detecção de Xcc em sementes de canola 

 

Para a detecção de Xcc em sementes de canola, foram utilizadas 200 sementes 

com oito repetições para cada genótipo de sementes tratadas ou não, irradiadas ou não. 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em um arranjo 

fatorial 4 x 2 (corantes x luminosidade). 

As sementes de canola foram colocadas sobre o meio de cultura semi-seletivo 

NSCAA (SCHAAD et al., 2001) em placas de Petri, e incubadas em estufa a 28 °C por 

72 horas. Após este período, avaliou-se o número de sementes com a presença de Xcc, 

determinando a porcentagem de sementes contaminadas. 

 

2.3.2 Teste de sanidade de sementes de canola 
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A qualidade sanitária das sementes de canola foi avaliada pelo método papel 

filtro “blotter test”. Para tanto, utilizou-se 200 sementes de cada tratamento, sendo estas 

distribuídas em quatro caixas plásticas tipo “gerbox” com 50 sementes cada. O 

experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em um arranjo 

fatorial 4 x 2 (corantes x luminosidade).  

As sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel mata borrão, em 

“gerbox”. O papel foi embebido com água, equivalente a 2,5 vezes a massa do papel 

seco. Posteriormente, os “gerbox” foram levados para BOD a temperatura de 20 °C ±1 

(BRASIL, 2009). Após sete dias de incubação foram identificados os fungos presentes 

nas sementes, com auxílio do microscópio estereoscópio, e a porcentagem de incidência 

dos fungos nas sementes foi calculada. 

 

2.3.3 Teste padrão de germinação das sementes de canola 

 

O teste padrão de germinação foi realizado de acordo com as Regras para 

Análise de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009), utilizando 200 sementes para cada 

tratamento. O experimento foi conduzido em delineamento de blocos inteiramente 

casualizado, com quatro repetições de 50 sementes cada, em um arranjo fatorial 4 x 2 

(corantes x luminosidade). 

As sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel mata borrão, em 

“gerbox”. O papel foi embebido com água, equivalente a 2,5 vezes a massa do papel 

seco. As sementes foram levadas ao germinador à temperatura de 20-30 °C ±2, com 

fotoperíodo de 8 h luz/16 h escuro (BRASIL, 2009).  

As avaliações foram realizadas pela contagem de plântulas normais emergidas, 

sendo a primeira e a última contagem, no quinto e sétimo dia, respectivamente. Os 

resultados foram expressos em % de germinação, conforme critérios estabelecidos pela 

RAS (BRASIL, 2009). 

 

2.3.4 Índice de velocidade de emergência e emergência de plântulas 

  

O experimento foi realizado em casa de vegetação, utilizando-se 200 sementes, 

com quatro repetições de 50 sementes. As sementes foram semeadas em bandejas 

descartáveis de isopor (25 cm x 20 cm) contendo areia. O experimento foi conduzido 
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em delineamento de blocos casualizados, em um arranjo fatorial 4 x 2 (corantes x 

luminosidade). 

A contagem de plântulas (cotilédones visíveis) ocorreu diariamente, a partir do 

segundo dia até o nono dia após a semeadura. Ao final das avaliações com o número de 

plântulas emergidas, calculou-se o índice de velocidade de emergência (IVE) pela 

fórmula (MAGUIRE, 1962): 

 

IVE= (G1/N1) + (G2/N2) + ... + (Gn/Nn) 

Onde: 

G: número de plântulas normais emergidas, a cada avaliação; 

N: número de dias após a semeadura. 

 

A emergência de plântulas foi avaliada pelo número de sementes emergidas no 

nono dia após a semeadura, calculando-se a porcentagem de plântulas emergidas. 

 

2.4 Análise estatística  

 

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de pressuposições, teste de 

normalidade (Shapiro Wilk), homogeneidade (Levene) e aditividade, sendo o último 

utilizado apenas para experimento em delineamento em blocos casualizados, pelo 

programa estatístico SPSS Statistics vs. 20 (IBM CORP, 2011).  

Quando necessário, os dados foram transformados em log x+1 ou √x+1 para 

atender as pressuposições. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey e Dunnet a 

5% de probabilidade, as análises foram realizadas através do programa estatístico 

SISVAR versão 5.30 (FERREIRA, 2010) e Assistat versão 7.7 (SILVA e AZEVEDO, 

2016). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

3.1 Terapia fotodinâmica no controle de Xcc in vitro 

 

Analisando os dados referentes a esta variável, observamos que houve interação 

tripla significativa entre os fatores (P>0,05) pelo Teste de Tukey. Os tratamentos com a 

suspensão bacteriana nas três concentrações (25, 50 e 100 µmol L
-1

) dos corantes azul 

de metileno (AM), azul de toluidina (AT) e a mistura de ambos (AM+AT) (Tabela 1), 

quando não irradiado (escuro), proporcionaram o crescimento da bactéria em meio de 

cultura, ou seja, estes tratamentos não erradicaram a bactéria. No entanto, quando a 

suspensão bacteriana foi irradiada com o uso dos corantes AM+AT nas três 

concentrações (25, 50 e 100 µmol L
-1

), houve eliminação total das células bacterianas, 

assim como, a concentração de 100 µmol L
-1

 para os dois corantes isolados e a 

concentração de 50 µmol L
-1

 do corante AT. 

Somente a combinação entre corantes (AM+AT) nas três diferentes 

concentrações, quando irradiado, inibiu o crescimento da bactéria, demonstrando que a 

interação entre os corantes apresentou efeito potencializado.  

 

 

TABELA 1. Corantes fotodinâmicos no controle de Xanthomonas campestris pv. 

campestris in vitro (UFC mL
-1

). Uberlândia - MG, 2017. (Fonte: BAUTE, 2017) 

Número de unidades formadoras de colônia mL-1 

Corantes 

Concentrações µmol L-1 

0  
25 

 
50 

 
100 

  Escuro Irradiado   Escuro Irradiado   Escuro Irradiado 

AM 
  

2,7x108aA+ 2,7x105aA+ 
 

2,7 x108aA+ 2,5 x109aA+ 
 

2,0 x108aA+ 0,0aA+ 

AT 
  

1,0x109bB* 3,8 x105aA+ 
 

8,0 x108bB* 0,0aA+ 
 

2,6x109bC*+ 0,0aA+ 

AM+AT     2,0 x108aA+ 0,0aA+ 
 

1,0 x108aA+ 0,0aA+ 
 

1,3 x108aA+ 0,0aA+ 

Test. E 1,233 x109 
 

                

Test. I 1,83 x 105                    

CV%  78,16                   

Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, diferem entre si pelo 

teste de Tukey a 0,05 de significância.  

*Test I e +Test E: médias comparadas a testemunha são significativas pelo teste de Dunnet a 0,05 de 

significância. AM: Azul de Metileno; AT: Azul de Toluidina; I: irradiado; E: escuro; Test: Testemunha. 

 

 

Hussain et al. (2006), demonstraram a eficácia dos corantes AM e AT contra 

Escherichia coli, embora não tenham determinado os mecanismos de ação dos corantes 

de maneira precisa. Já o experimento de De Paula (2010), constatou que o corante AM, 
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em concentrações em torno de 50 μmol dm
-3

, foi capaz de inibir significativamente o 

crescimento de Staphylococcus aureus in vitro. 

De acordo com os resultados obtidos por Ferreira (2012), os corantes AM e AT 

foram eficazes como agentes fotossensitizadores na inativação da bactéria Xanthomonas 

spp. com capacidade de erradicar completamente o crescimento bacteriano. Contudo, 

quando os corantes foram associados apresentaram maior efeito tóxico sobre a bactéria, 

sendo necessária uma menor concentração do produto. 

Longo e Azevedo (2010) encontraram resultados semelhantes a este trabalho, em 

estudos com E. coli, o tratamento AM isolado nas concentrações 25 e 50 µmol L
-1

 não 

apresentou efeito bactericida. Em contrapartida, a combinação deste corante com 

irradiação a laser promoveu redução significativa do número de colônias. Tal resultado 

mostra que para o sucesso da terapia fotodinâmica é necessário à junção dos fatores: luz 

e agente fotossensibilizador.  

Os corantes fotossensíveis absorvem a luz em um específico comprimento de 

onda, o oxigênio presente é transformado para o estado excitado tripleto, reagindo com 

o substrato local (REAÇÃO I), formando radicais citotóxicos (REAÇÃO II) para a 

produção do oxigênio singleto citotóxico, reagindo com a parede celular, ácidos 

nucleicos, peptídeos, lipídeos, proteínas, etc. As reações que causam os piores danos 

fotooxidativo aos patógenos são a do tipo II (DONNELLY et al., 2008). 

Corantes fotossensíveis absorvem luz em um comprimento de onda específico na 

presença de oxigênio resultando em espécies reativas de oxigênio, que são citotóxicas e 

capazes de promover a morte celular por apoptose ou necrose (PELEGRINO et al., 

2005; MACHADO, 2000). Esses corantes possuem a capacidade de passar pela 

membrana celular por canais de proteínas presentes na parede celular de bactérias 

Gram-negativas (USACHEVA et al., 2001). 

O corante AM possui afinidade por proteínas da parede celular e membrana 

bacteriana (USACHEVA et al., 2008). O AT liga-se aos polifosfatos da membrana 

externa, sendo capaz de produzir danos moleculares para proteínas e lipídeos e também 

ao mesossomo (geração de energia). Sendo assim, esse corante é considerado um 

excelente destruidor da membrana pela sua ação fotodinâmica (USACHEVA et al., 

2001).  

O crescimento da bactéria Xcc em meio de cultura, após os tratamentos com os 

corantes AM, AT e AM+AT, nas diferentes concentrações 25, 50 e 100 µmol L
-1

, 
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quando não irradiado ou no escuro, pode ser observado na Figura 1, e quando irradiado 

na Figura 2. 

 

 

 
FIGURA 1. Xanthomonas campestris pv. campestris em meio de cultura, tratadas com 

os corantes Azul de Metileno (AM), Azul de Toluidina (AT) e Azul de Metileno+Azul 

de Toluidina em diferentes concentrações, sob escuro. A. Testemunha; B. AM (25 µmol 

L
-1

); C. AM (50 µmol L
-1

); D. AM (100 µmol L
-1

); E. Testemunha; F. AT (25 µmol L
-

1
); G. AT (50 µmol L

-1
); H. AT (100 µmol L

-1
); I. Testemunha; J. AM+AT (25 µmol L

-

1
); K. AM+AT (50 µmol L

-1
); L. AM+AT (100 µmol L

-1
). Fonte: BAUTE, 2017. 
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FIGURA 2. Xanthomonas campestris pv. campestris em meio de cultura, tratadas com 

os corantes Azul de Metileno (AM), Azul de Toluidina (AT) e Azul de Metileno+Azul 

de Toluidina em diferentes concentrações, sob irradiação. A. Testemunha; B. AM (25 

µmol L
-1

); C. AM (50 µmol L
-1

); D. AM (100 µmol L
-1

); E. Testemunha; F. AT (25 

µmol L
-1

); G. AT (50 µmol L
-1

); H. AT (100 µmol L
-1

); I. Testemunha; J. AM+AT (25 

µmol L
-1

); K. AM+AT (50 µmol L
-1

); L. AM+AT (100 µmol L
-1

). Fonte: BAUTE, 

2017. 

 

 

3.2 Terapia fotodinâmica no tratamento de sementes de canola 

 

3.2.1 Detecção de Xcc e sanidade de sementes de canola 

 

Nas sementes de canola dos genótipos Terola 10A40 (2014), Hyola 61(2014) e 

Terola 10A40 (2013) tratadas com AM (100 µmol L
-1

), AT (50 µmol L
-1

), AM+AT (25 

µmol L
-1

) e sem tratamento (Testemunha), não foi detectada a presença de Xcc, 

provavelmente devido à baixa taxa de infecção da bactéria nas sementes.  

A quantidade de inóculo transmitido por sementes no desenvolvimento de 

doenças é provavelmente devido a densidade de inóculo presente nas sementes 

(HIRANO e UPPER, 1983; NESMITH, 1983). Sobre a quantidade de inóculo presente 

A D C B 

5 6 7 8 

E F G H 

I J K L 
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nas sementes ressalvas são importantes: a superfície das sementes pode abrigar diversos 

patógenos, sendo que estes podem mascarar resultados importantes; a percentagem de 

sementes com fitobactérias é muito pequena, quase sempre menos que 1% do lote 

(MILUS e MIRLOHI, 1995; MOURA e ROMEIRO, 1993; ROMEIRO et al., 1998; 

SAETTLER et al., 1989; SCHAAD, 1983). 

Sementes de tomate inoculadas com Xanthomonas spp. apresentaram controle de 

até 100% da bactéria quando tratadas com a associação dos corantes AM e AT, na 

concentração de 50 μmol L
-1

 (FERREIRA, 2012). 

Na análise de sanidade das sementes de canola tratadas como os corantes e não 

irradiada, foi observado a incidência de 31% de Aspergillus sp. no genótipo Terola 

10A40 (Serra do Salitre) tratada com o corante Azul de Toluidina (AT) (Figura 3). A 

incidência dos fungos Penicillium sp., Cladosporium sp., Rhyzopus sp. e Alternaria sp. 

variou de 0,5 a 5%. A ocorrência de Alternaria sp. foi observada somente no genótipo 

Terola 10A40 (Serra de Salitre).  
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FIGURA 3. Incidência de fungos em sementes de diferentes genótipos de canola, 

tratadas com diferentes corantes, em condições de escuro. Azul de Metileno (AM), Azul 

de Toluidina (AT) e Testemunha (Test). Uberlândia – MG, 2017. 

 

 

Na sanidade das sementes de canola tratadas com os corantes (Figura 4) e 

irradiada, foi observada a incidência dos fungos Penicillium sp., Cladosporium sp., 

Phoma sp., Alternaria sp., Aspergillus sp. e Rhyzopus sp., nos tratamentos Azul de 

Metileno (AM), Azul de Toluidina (AT) e na combinação entre ambos AM+AT. 

Apesar de não poder afirmar que houve controle dos patógenos com os corantes, 

devido a oscilação entre patógeno e tratamentos, podemos chamar atenção para o fungo 

Alternaria sp.: no momento em que as sementes tratadas foram irradiadas, estas 

apresentaram controle deste fungo, quando comparado com o tratamento escuro.  
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FIGURA 4. Incidência de fungos em sementes de diferentes genótipos de canola, 

tratadas com diferentes corantes, submetidas a irradiação. Azul de Metileno (AM), Azul 

de Toluidina (AT) e Testemunha (Test). Uberlândia – MG, 2017. 

 

 

A alternariose é considerada uma das principais doenças que ocorre em 

Brássicas. Sementes infectadas com este patógeno podem ser completamente destruídas, 

ocasionando em queda na germinação das sementes e transmissão para as plântulas, 

causando necrose nos cotilédones e hipocótilos, evoluindo a tombamento e morte 

(MIGLIORINI, 2014). 
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A cultura da canola requer diversas práticas de manejo, mas é imprescindível 

sementes e restos culturais livres de doenças como a canela preta (Leptosphaeria 

maculans/Phoma lingam), que é considerada uma importante doença na cultura, devido 

aos grandes prejuízos causados (TOMM et al., 2009). 

O tratamento das sementes dos diferentes genótipos de canola com os diferentes 

corantes, irradiadas ou não, demonstram que não houve diferença na incidência de 

fungos, exceto para Phoma sp. sob irradiação. Em ambas as condições foram 

observados fungos de armazenamento e alguns dos principais fungos em sementes de 

canola (Alternaria sp. e Phoma sp.). 

 

3.2.2 Germinação, índice de velocidade de emergência e emergência de plântulas de 

sementes de canola 

 

Para a porcentagem de germinação de sementes de diferentes genótipos de 

canola, tratadas com diferentes corantes, irradiadas ou não, observa-se que houve 

interação significativa (P>0.05) entre o genótipo Terola 10A40 SS, nos respectivos 

corantes e, no genótipo Terola 10A40 MT, nos corantes e sob irradiação. Por outro lado, 

no genótipo Hyola 61 não houve interação significativa (P<0.05) em nenhuma variável 

(Tabela 2). 

No genótipo Terola 10A40 SS, as maiores porcentagens de germinação foram 

observadas no tratamento Testemunha e AM+AT (25 µmol L
-1

) com 80 e 77%, 

respectivamente, enquanto que a menor germinação foi 64%, no tratamento AM (100 

µmol L
-1

) (Tabela 2). 

Para o genótipo Terola 10A40 MT, somente o tratamento AM (100 µmol L
-1

) na 

condição escuro se diferenciou dos demais tratamentos, apresentando porcentagem de 

germinação de sementes de 78%. Todos os demais tratamentos nas condições de escuro 

e irradiado obtivem valores acima de 89% na variável germinação (Tabela 2). 
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TABELA 2. Porcentagem de germinação de sementes, de diferentes genótipos de 

canola, tratadas com diferentes corantes, irradiadas ou não. Uberlândia - MG, 2017. 

Porcentagem de germinação de sementes de canola 

Corantes Terola 10A40 SS 

  Terola 10A40 MT 

 
Escuro Irradiado 

AM 100 64c 
 

78bB 89aA 

AM+AT 25 77ab 
 

96aA 96aA 

AT 50 70bc 
 

93aA 91aA 

TEST 80ª 
 

92aA 89aA 

CV(%) 12,51   7,56 

Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, diferem entre si a 0,05 

de significância pelo teste de Tukey. AM: Azul de Metileno; AT: Azul de Toluidina. 

 

 

O uso de AM ou de AT, tanto sob ação da luz, quanto no escuro, tem efeito 

positivo sobre a qualidade fisiológica das sementes de tomate, melhorando a 

germinação sem prejudicar o vigor das sementes (FERREIRA, 2012). 

Ferreira (2012) constatou que o tratamento de sementes de tomate com os 

corantes associados apresentou maior controle da bactéria. No entanto, seu uso pode 

acarretar em danos na germinação das sementes quando comparado com a testemunha, 

divergindo dos resultados obtidos neste trabalho, o qual demonstrou que o tratamento 

testemunha foi semelhante aos corantes associados na concentração de 25 µmol L
-1

. 

A formação de espécies reativas de oxigênio pode danificar componentes 

celulares como proteínas, lipídeos e DNA (DU et al.,2011; PERUSSI, 2007; PINTON et 

al., 2012; PHOENIX et al., 2003), sendo que espécies reativas de oxigênio exercem 

papel importante sobre a fisiologia das sementes e estão presentes nas fases de 

desenvolvimento destas (LEYMARIE et al., 2012).  

Estudos sugeriram que qualquer concentração de espécies reativas de oxigênio 

fora do intervalo estabelecido impede a germinação ou diminuem o vigor das sementes 

(BAILLY et al., 2008). Também vale ressaltar a possibilidade de os corantes impedirem 

o fluxo de água pelos poros da proteína aquaporina, uma vez que esta é responsável 

pelo transporte de água para a semente, auxiliando na germinação (DE GROOT e 

GRUBMULLER, 2001). 

Para o índice de velocidade de emergência (IVE) das sementes de canola, o 

corante AT (50 µmol L
-1

) apresentou os menores índices, independente do genótipo, 

quando comparado com demais corantes, irradiado e escuro (Tabela 3). Na testemunha, 

apesar de alguns genótipos não diferirem dos corantes, obteve os maiores IVE, exceto 
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no genótipo Terola 10A40 SS irradiado, com valor de 5,63. De modo geral, resultados 

semelhantes foram encontrados na porcentagem de germinação do genótipo Terola 

10A40 SS. 

 

 

TABELA 3. Índice de velocidades de emergência (IVE) de diferentes genótipos de 

canola, tratadas com diferentes corantes, irradiadas ou não, em condições de casa de 

vegetação. Uberlândia - MG, 2017. 

Índice de velocidade de emergência  

Corantes 
Terola 10A40 SS   Hyola 61  

Terola 10A40 

MT Escuro Irradiado   Escuro Irradiado  

AM 100 7,50abA 7,77aA   3,95cB 8,08aA    8,02ab   

AM + AT 25 8,54abA 7,95aA   7,79bA 7,44aA    9,93ª   

AT 50 5,68bA 0,82bB   2,53cA 3,13bA    5,99b   

TEST 9,64aA 5,63aB   11,50aA 8,27aB    10,36ª   

CV % 28,24   24,20    23,96   

Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, diferem entre si a 0,05 

de significância pelo teste de Tukey. AM: Azul de Metileno; AT: Azul de Toluidina. 

 

 

No entanto, Ferreira (2012) observou que não houve diferença significativa entre 

os corantes e a testemunha para o índice de velocidade de emergência, sendo que as 

sementes de tomate inoculadas com Xanthomonas spp. e irradiadas apresentaram um 

índice um pouco maior, e que os corantes AM e AT não interferiram na qualidade 

fisiológica das sementes de tomate. 

Para porcentagem de emergência de plântulas (Tabela 4) os genótipos Hyola 61 

e Terola 10A40 MT interagiram significativamente (P>0.05) para a variável corante, 

enquanto que, para o genótipo Terola 10A40 SS, a interação foi significativa entre 

corantes e irradiação.  

Para o genótipo Hyola 61 a porcentagem de emergência de plântulas não diferiu 

significativamente entre a testemunha (84%) e os corantes AM+AT (81) e AM (62%), 

no entanto, diferiram significativamente do corante AT (36%). 

No genótipo Terola 10A40 SS, quando as sementes foram tratadas com o corante 

AT e irradiadas, a emergência de plântulas foi de 11%, diferindo significativamente das 

sementes não irradiadas (63%), enquanto que os demais tratamentos obtiveram valores 

acima de 54%. Em se tratando da condição de escuro, não houve diferença significativa 

entre os corantes. A interação entre as variáveis, irradiada e escuro, nos tratamentos AT 

(50 µmol L
-1

) e Test apresentaram diferenças, sendo que para ambos os tratamentos, a 
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irradiação afetou a emergência de plântulas havendo diferenças entre 83% e 31%, 

respectivamente. 

A porcentagem de emergência de plântulas do genótipo Terola 10A40 MT foi de 

93% quando as sementes foram tratadas com AM+AT, diferindo significativamente do 

tratamento AT (64%).   

Independente dos genótipos de canola analisados, o corante AT (50 µmol L
-1

) 

reduziu a emergência de plântulas em condições de casa de vegetação, isso se explica 

devido à formação de complexos metacromáticos. A interação deste com 

lipopolissacarídeos o torna um corante mais tóxico quando comparado ao AM 

(USACHEVA et al., 2008). Em contrapartida, não houve diferença significativa entre os 

tratamentos AM 100, AM+AT 25 e a testemunha (Tabela 4) para os todos os genótipos, 

exceto para o genótipo Terola 10A40 SS na testemunha irradiada.  

 

 

TABELA 4. Porcentagem de emergência de plântulas de diferentes genótipos de 

canola, tratadas com diferentes corantes, irradiadas ou não, em condições de casa de 

vegetação. Uberlândia - MG, 2017. 

Porcentagem de emergência de plântulas de canola 

Hyola 61 

Variável 
Corantes 

AM 100 AT 50 AM+AT 25 TEST 

%Emergência  62 a 36 b 81 a 84 a 

CV% 24,28 

   Terola 10A40 SS 

Variável 
Corantes 

AM 100 AT 50 AM+AT 25 TEST 

Irradiado 73 aA 11 bB 73 aA 54 aB 

Escuro 71 aA 63 aA 81 aA 78 aA 

CV% 24,52       

Terola 10A40 MT 

Variável 
Corantes 

AM 100 AT 50 AM+AT 25 TEST 

% Emergência 78 ab 64 b 93 a 89 ab 

CV% 25,15 

   Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na linha e maiúsculas na coluna, diferem entre si a 0,05 

de significância pelo teste de Tukey. AM: Azul de Metileno; AT: Azul de Toluidina. 

 

 

A terapia fotodinâmica foi considerada um tratamento eficiente para o controle 

de Xanthomonas spp. em sementes de tomate, e uma forma alternativa de controle de 
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fitobactérias em sementes (FERREIRA, 2012). Em sementes de canola possivelmente 

esta mesma eficiência não foi alcançada, por estas apresentarem um tegumento menos 

rígido do que as sementes de tomate ou por serem pequenas em relação à concentração 

utilizada do produto, já que este apresentou toxidez às sementes de canola. 

 Diante dos resultados atingidos, se faz necessário experimentos adicionais para 

testar os corantes AM e AT em diferentes concentrações testadas neste trabalho para as 

sementes de canola. O tratamento das sementes com corantes fotossensíveis pode ser 

uma alternativa eficaz contra patógenos, uma vez que a utilização de agroquímicos não 

apresenta a eficiência necessária para bactérias e sua não utilização pode trazer 

benefícios para o meio ambiente. 
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4 CONCLUSÕES 

 

 

Os corantes Azul de Metileno, Azul de Toluidina e a associação deles, nas 

concentrações 100, 50 e 25 µmol L
-1

 respectivamente, quando irradiados foram eficazes 

para controle de Xcc in vitro.  

Não foi possível estimar a eficiência dos corantes quanto à detecção de Xcc em 

sementes de canola devido à baixa taxa de infecção da bactéria nas sementes testadas. 

O tratamento de sementes com os corantes afetou a qualidade fisiológica das 

sementes de canola avaliadas.  
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CAPÍTULO 2: Nanopartículas no controle de Xanthomonas campestris pv. 

campestris in vitro e no tratamento de sementes de canola naturalmente 

contaminadas 

 

 

RESUMO 

 

 

O uso de sementes de canola livres de Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) é 

a medida mais eficaz para evitar a introdução e disseminação da bactéria no campo. Os 

produtos químicos não são eficientes e medidas alternativas de controle devem ser 

avaliadas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de nanopartícula no 

controle de Xcc in vitro e no tratamento de sementes de canola. Os nanocristais de ZnO 

dopados com prata (Ag), ouro (Au), cobre (Cu), ferro (Fe), manganês (Mn) e níquel 

(Ni), e os nanocristais puro AgO, CuO, FeO, MnO, NiO e ZnO, em diferentes 

concentrações e diluições (não diluído, 10
-1 

a 10
-4

), foram avaliadas na inibição do 

crescimento bacteriano in vitro. Como controle negativo e positivo utilizou-se NaCl 

0,45% e Estreptomicina, respectivamente. Os quatro genótipos das sementes de canola 

foram tratados com ZnO:11Ag, em seguida estas foram submetidas a testes padrão de 

germinação, índice de velocidade de emergência, porcentagem de emergência de 

plântulas, teste de sanidade e detecção da bactéria em sementes. Os nanocristais de 

ZnO, dopados com Ag, Au, Cu, Fe, Mn e Ni, inibiram o crescimento bacteriano in vitro 

em diferentes concentrações, no entanto, o nanocristal de ZnO:11Ag apresentou o maior 

halo de inibição. Não foi possível estimar o efetivo controle da bactéria nas sementes, 

devido à baixa taxa de infecção. O tratamento de sementes com o nanocristal afetou a 

qualidade fisiológica das sementes de canola. Assim, novos ensaios deverão ser 

conduzidos para avaliar diferentes concentrações dos nanocristais, no controle da 

bactéria em sementes de canola.  

 

 

Palavras-chave: B. napus, qualidade fisiológica, tratamento de sementes, ZnO:11Ag, 

nanocristais, nanopartículas. 
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CHAPTER 2: Application of Nanoparticles for the control of Xanthomonas 

campestris pv. campestris in vitro and in the canola seed treatment naturally 

contaminated  

 

 

ABSTRACT 

 

 

The most effective measure to avoid introduction of Xanthomonas campestris pv. 

campestris (Xcc) and its spreading in the canola field consists in the use of seeds 

without the presence of bacteria. Chemicals products are not efficient and alternative 

control measures should be evaluated. Therefore, the objective of this work was to 

evaluate the effect of nanocrystal in the Xcc control in vitro and canola seed treatment. 

ZnO nanocrystal doped with silver (Ag), copper (Cu), gold (Au), manganese (Mn), 

nickel (Ni), iron (Fe), ZnO, AgO, NiO, MnO, FeO and CuO at different concentrations 

and dilutions (non-diluted, 10
-1

 to 10
-4

) were evaluated to identify bacterial growth 

inhibition in vitro. On the other hand, it was used 0.45%NaCl and Streptomycin, as 

negative and positive control, respectively. Four canola genotypes seeds were treated 

with ZnO: Ag11% and submitted to germination test, emergency speed rate, seedling 

emergence percentage, seed health test (Blotter Test) and bacterial detection. The 

nanocrystal from ZnO doped with Ag, Au, Cu, Fe, Mn and Ni inhibited the bacterial 

growth in vitro using different concentrations, however, the nanocrystal ZnO:11Ag 

showed the larger bacterial inhibition halo. Therefore, it was not possible to estimate the 

control effectiveness of the bacteria in the seeds due to low pathogen infection rate. The 

seed treatment using nanocrystal affected the physiological canola seed quality. Thus, 

new studies should be done to evaluate different concentrations of nanocrystals in the 

control of bacteria in canola seeds. 

 

 

Keywords: Brassica napus, physiological quality, seed treatment, ZnO:11Ag, 

nanocrystals, nanoparticle. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A canola é a terceira oleaginosa mais produzida no mundo, pertencente à família 

das Brassicaceae, que produz grãos ricos em óleo de excelente qualidade. A produção 

de grãos desta cultura se tornou importante devido a sua utilização para produção de 

óleo vegetal comestível, na produção de biodiesel e rações para animais (TOMM et al., 

2007). No entanto, a produtividade dessa cultura pode ser afetada pelo ataque de 

fitobactérias.  

A podridão negra, causada pela bactéria X. campestris pv. campestris, é 

considerada uma das principais doenças das brássicas. Essa bactéria pode sobreviver em 

solos, restos culturais doentes, plantas daninhas, plantas remanescentes no campo, mas, 

principalmente, em sementes (TEBALDI, 2007; SCHAAD; WHITE, 1974; SCHULTZ; 

GABRIELSON, 1986; SCHAAD; DIANESE, 1981; KUAN et al., 1986; 

MARINGONI, 2005). Por isso, torna-se importante o uso de sementes livres do 

patógeno (MASSOMO et al., 2004, WILLIAMS, 1980; MARINGONI, 2005). 

O tratamento de sementes é imprescindível no controle de doenças, no entanto, 

os produtos disponíveis no mercado para o controle de bactérias são ineficientes. Dessa 

forma, medidas alternativas de controle de patógenos nas sementes devem ser avaliadas, 

como o uso de nanopartículas. Nesse sentido, a aplicação da nanotecnologia tem 

ganhado força nos últimos 15 anos e estima-se que até o final desta década, a 

nanociência será empregada por mais de 6 milhões de pessoas no mundo, seja em 

pesquisas científicas, seja em aplicações tecnológicas (KAUR et al., 2014). 

A nanotecnologia, em conjunto com a ciência de materiais, alcançou o domínio 

de partículas e interfaces com dimensões muito pequenas, numa escala nanométrica 

entre 1 e 100 nanômetros. Como as partículas são extremamente pequenas, os 

nanocristais apresentam uma grande área superficial e apresentam propriedades 

mecânicas, ópticas, magnéticas ou químicas diferentes de partículas e superfícies 

macroscópicas (QUINA, 2004). 

Sendo assim, as nanopartículas com tamanhos inferiores a 100 nm apresentam 

elevado eficiência biocida, por permitirem interações com as membranas microbianas e 

por apresentarem um tamanho pequeno, além de alta relação de superfície/volume 

(ALLAKER, 2010; MORONES et al., 2005). 

Entre os vários óxidos de metais pesquisados o ZnO apresenta características 

altamente bactericidas, tanto em bactérias Gram-positivas, como nas Gram-negativas, 
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sendo esse material capaz de combater tanto os patógenos, como seus esporos (SAWAI 

et al., 1996; KARUNAKARAN et al., 2011; FU et al., 2005). Além disso, esse óxido é 

biocompatível e não genotóxico. 

O efeito bactericida de ZnO pode ser conferido devido a formação de espécies 

reativas de oxigênio na superfície do óxido de zinco (SAWAI; YOSHIKAWA, 2004), a 

liberação de íons antimicrobianos, principalmente Zn
2+

 (KASEMETS et al, 2009; LI et 

al, 2011) ou pelo contato direto de nanopartículas ZnO com a parede celular da bactéria, 

levando a destruição da integridade da célula bacteriana (BRAYNER et al., 2006; 

ZHANG et al., 2007; ADAMS et al., 2006)  

A prata, cobre, selênio, dióxido de titânio e óxido de zinco são alguns exemplos 

de nanomateriais com capacidade de matar ou inibir o desenvolvimento de 

microrganismos de modo natural (GRUMEZESCU, 2016). 

Assim, nanopartículas de ZnO dopado com Ag, Mn, Au, Cu, Ni e Fe em 

diferentes concentrações, foram eficientes no controle de diversas bactérias como 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus spp., entre outras (LI et al., 2015, 

REKHA et al., 2010; HE et al., 2014; BAI et al., 2011; BRINTHA; AJITHA, 2016). 

A prata é um metal que apresenta uma grande capacidade antimicrobiana, tanto 

para bactérias, quanto para fungos, principalmente em condições de nanopartículas 

(PAL et al., 2007; SAWAI e YOSHIKAWA, 2004; PANACEK et al., 2006). Além 

disso, ressalta-se que a prata não é tóxica para as células humanas quando utilizada em 

baixa concentração (ZHANG et al., 2007; PAL et al., 2007).  

A nanotecnologia tem se mostrado cada vez mais promissora em diversas áreas, 

como na têxtil, alimentícia, médica, agrícola, entre outras. No entanto, paralelo a essa 

tecnologia existe a preocupação com o meio ambiente e os seres humanos, assim alguns 

pesquisadores tem se questionado quanto aos riscos desta inovação (BELL, 2006). O 

uso exagerado de produtos químicos tem gerado bactérias resistentes às substâncias 

utilizadas no mercado. Diante disso, torna-se necessário estudos de formas alternativas e 

sustentáveis, como o uso de naonopartículas no controle de fitobactérias. 

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o uso de nanocristais no 

controle de Xcc in vitro e no tratamento de sementes de canola. Os objetivos específicos 

foram avaliar o uso de diferentes nanocristais no controle de Xcc in vitro, além de 

avaliar o uso do nanocristal ZnO: 11Ag no tratamento de sementes de canola, para o 

controle de Xcc. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Os ensaios foram conduzidos no Laboratório de Bacteriologia Vegetal, no 

Laboratório de Sementes e em casa de vegetação, do Instituto de Ciências Agrárias, da 

Universidade Federal de Uberlândia (UFU) - MG, no período de março a junho de 

2017. 

 

2.1 Toxidez de nanocristais à Xcc 

 

Para determinação da toxidez dos nanocristais à Xcc, utilizou-se ZnO dopado 

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

níquel (Ni), em diferentes concentrações e os nanocristais óxidos puros (Tabela 1). Os 

nanocristais foram sintetizados 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 sua homogeneização, posteriormente, 

foram feitas suas diluições seriadas (10
-1

 a 10
-4

). 

O isolado UFU F64 de Xcc pertencente à coleção de trabalho foi cultivado em 

meio de cultura 523 (KADO; HESKETT, 1970). Após 48 horas, a bactéria foi cultivada 

em meio de cultura Nutriente Líquido, sob agitação a 150 rpm a 28 °C por 24 horas. 

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

crescimento bacteriano em meio de cultura, em placa de Petri, usando uma camada 

básica de meio agar-água 2% e outra camada contendo meio Nutriente semi-sólido, 

(0,8%) acrescida de 10% da suspensão bacteriana (10
9
 UFC mL

-1
) (ROMEIRO, 2001). 

Em seguida, sete discos de papel 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 positivo e negativo foi usado NaCl 0,45% e 

estreptomicina (500 µg.mL
-1

), respectivamente (Figura 1). As placas de Petri foram 

incubadas em estufa a 28 °C por 48 horas. O diâmetro do halo de inibição foi avaliado 

em centímetros. Além disso, o experimento foi conduzido em delineamento 

inteiramente casualizado com 3 repetições.  
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TABELA 1. Nanocristais, em suas respectivas concentrações. Uberlândia –MG, 2017. 

Nanocristais  
Concentrações   

Nanocristais 

Puros Dopados 

ZnO:Ag 0,3 0,7 1,0 3,0 7,0 9,0 11,0 
  

AgO 

ZnO:Au 0,1 0,5 1,0 3,0 5,0 10,0 
   

ZnO 

ZnO:Cu 0,1 0,4 1,0 4,0 8,0 12,0 
   

CuO 

ZnO: Fe 0,05 0,1 0,5 1,0 3,0 7,0 9,0 11,0 
 

FeO 

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

MnO 

ZnO:Ni 0,3 0,7 1,0 3,0 7,0 11,0       NiO 

 ZnO:Ag: Óxido de Zinco dopado com Prata; ZnO:Au: Óxido de Zinco dopado com Ouro; ZnO:Cu: 

Óxido de Zinco dopado com Cobre; ZnO:Fe: Óxido de Zinco dopado com Ferro; ZnO:Mn: Óxido de 

Zinco dopado com Manganês; ZnO:Ni: Óxido de Zinco dopado com Níquel; AgO: óxido de Prata; ZnO: 

Óxido de zinco; CuO: Óxido de Cobre; FeO: Óxido de Ferro; MnO: Óxido de Manganês; NiO: Óxido de 

Níquel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1. Esquema da distribuição dos discos de papel em placa de Petri, contendo 

meio de cultura. Uberlândia – MG, 2017. 

 

 

2.2 Tratamento de sementes de canola com o nanocristal ZnO:11Ag 

 

O nanocristal ZnO:11Ag foi escolhido para o tratamento das sementes após a 

avaliação dos antibiogramas (bioensaio). Todos os nanocristais testados apresentaram 

controle da bactéria, no entanto, o ZnO:11Ag foi o que apresentou os maiores halos de 

inibição. 

 
 

 

 

 

 

 

 

NaCl 

ND 

10
-1 

10
-2 

10
-3 

10
-4 

Estreptomicina 

Concentrações: 
- NaCl 0,45% (-) 

- Estreptomicina (+) 

- ND: Não diluído 

- 10
-1

: 1x diluído 

- 10
-2

: 2x diluído 

- 10
-3

: 3x diluído 

- 10
-4

: 4x diluído  
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Dessa forma, as sementes dos genótipos de canola Terola 10A40 (Uberaba-MG, 

2014), Terola 10A40 (Serra do Salitre-MG, 2014), Hyola61 (Área experimental Rio 

Grande do Sul, 2014) e Terola 10A40 (Área experimental-MT, 2013) naturalmente 

contaminadas com Xcc, foram tratadas com o nanocristal ZnO:11Ag a 0,01 g.mL
-1

 de 

solução de NaCl 0,45% e com a solução de NaCl 0,45%, como testemunha.  

As sementes de cada genótipo foram colocadas em placas de Petri e foi 

adicionado 20 mL da solução de ZnO: 11Ag, ou NaCl 0,45% (testemunha). Em seguida, 

as placas foram incubadas em estufa a 28 °C por 20 minutos. 

 

2.2.1 Detecção de Xcc em sementes de canola 

 

Para a detecção de Xcc nas sementes de canola foram utilizadas 200 sementes 

com oito repetições para cada genótipo de sementes, tratadas ou não. O experimento foi 

conduzido em delineamento inteiramente casualizados, em um arranjo fatorial 4 x 2 

(genótipos x tratamentos). 

As sementes de canola foram colocadas sobre o meio de cultura semi-seletivo 

NSCAA (SCHAAD et al., 2001) em placas de Petri, e incubadas em estufa a 28 °C por 

72 horas. Após este período, avaliou-se o número de sementes com a presença de Xcc, 

determinando a porcentagem de sementes contaminadas. 

 

2.2.2 Teste padrão de germinação das sementes de canola 

 

O teste padrão de germinação foi realizado de acordo com a RAS (BRASIL, 

2009), utilizando 200 sementes para cada tratamento. O experimento foi conduzido em 

delineamento de blocos inteiramente casualizado, em um arranjo fatorial 4 x 2 

(genótipos x tratamentos), com quatro repetições de 50 sementes cada.  

As sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel mata borrão, em 

“gerbox”. O papel foi embebido com água, equivalente a 2,5 vezes a massa do papel 

seco. As sementes foram levadas ao germinador à temperatura de 20-30 °C ±2, com 

fotoperíodo de 8 h luz/16 h escuro (BRASIL, 2009).  

As avaliações foram realizadas pela contagem de plântulas normais emergidas, 

sendo a primeira e a última contagem, no quinto e sétimo dia, respectivamente. Os 

resultados foram expressos em porcentagem de germinação, conforme critérios 

estabelecidos pela RAS (BRASIL, 2009). 
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2.2.3 Índice de velocidade de emergência e emergência de plântulas 

 

O experimento foi realizado em casa de vegetação, utilizando-se 200 sementes, 

com quatro repetições de 50 sementes. As sementes foram semeadas em bandejas 

descartáveis de isopor (25 cm x 20 cm) contendo areia. O experimento foi conduzido 

em delineamento de blocos casualizados, em um arranjo fatorial 4 x 2 (genótipos x 

tratamentos). 

A contagem de plântulas (cotilédones visíveis) ocorreu diariamente, a partir do 

segundo dia até o nono dia após a semeadura. Ao final das avaliações com o número de 

plântulas emergidas, calculou-se o índice de velocidade de emergência (IVE) pela 

fórmula (MAGUIRE, 1962): 

IVE= (G1/N1) + (G2/N2) + ... + (Gn/Nn) 

Onde: 

G: número de plântulas normais emergidas, a cada avaliação; 

N: número de dias após a semeadura. 

 

A emergência de plântulas foi avaliada pelo número de sementes emergidas no 

nono dia após a semeadura, calculando-se a porcentagem de plântulas emergidas. 

 

2.2.4 Teste de sanidade de sementes de canola 

  

A qualidade sanitária das sementes de canola foi avaliada pelo “blotter test”. 

Para tanto, utilizou-se 200 sementes de cada tratamento, sendo estas distribuídas em 

quatro “gerbox” com 50 sementes cada. O experimento foi conduzido em delineamento 

inteiramente casualizado, em um arranjo fatorial 4 x 2 (genótipos x tratamentos). 

As sementes foram colocadas sobre 2 folhas de papel mata borrão, em “gerbox”. 

O papel foi embebido com água, equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco, 

posteriormente os “gerbox” foram levados para BOD à temperatura de 20 °C ±1 

(BRASIL, 2009). Após sete dias de incubação foram detectados e identificados os 

fungos presentes nas sementes, com auxílio do microscópio estereoscópio. Em seguida, 

calculou-se a porcentagem de incidência dos fungos nas sementes. 

 

2.3 Análise estatística  
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Os dados obtidos foram submetidos ao teste de pressuposições, teste de 

normalidade (Shapiro Wilk), homogeneidade (Levene) e aditividade, sendo o último 

utilizado apenas para experimento em delineamento em blocos casualizados, pelo 

programa estatístico SPSS Statistics vs. 20 (IBM CORP, 2011).  

Quando necessário, os dados foram transformados em log x+1 ou √x+1 para 

atender as pressuposições. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey e Dunnet a 

5% de probabilidade, as análises foram realizadas através do programa estatístico 

SISVAR versão 5.30 (FERREIRA, 2010) e Assistat versão 7.7 (SILVA e AZEVEDO, 

2016). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1 Toxidez de nanocristais à Xcc  

 

3.1.1 Nanocristais de prata (Ag) 

 

De acordo com a análise de dados, houve interação significativa (P<0.05) entre 

os fatores (concentração e diluição) pelo do teste de Tukey (Tabela 2). O ZnO:Ag nas 

concentrações 1, 3, 7, 9 e 11%, da solução não diluída (ND) e as concentrações 3, 7 e 

9% da solução diluída uma vez (10
-1

) apresentaram halos de inibição variando de 2,10 a 

2,50 cm de diâmetro, diferindo dos demais. O NaCl e a Estreptomicina usados como 

controle negativo e positivo, não inibiram e inibiram o crescimento de Xcc in vitro, 

respectivamente. 

Pelo teste de Dunnet (5%), na comparação do nanocristal AgO (1,30) (Tabela 2, 

Figura 2) com ZnO:Ag não diluído, observa-se que houve diferença significativa para as 

concentrações de Ag a 7, 9 e 11%, com halo de inibição variando de 2,1 a 2,35 cm de 

diâmetro. Ainda na comparação com diluição 10 vezes, houve diferença significativa 

para as concentrações 0,3; 3; 7 e 9%. Para a diluição 10
-2

, houve diferença significativa 

para as concentrações 0,3; 0,7; 1; 7; 9 e 11%, e nas diluições 10
-3

 e 10
-4

, houve 

diferença significativa para todas as concentrações de ZnO:Ag.  

Quando comparado o nanocristal puro ZnO com o ZnO:Ag não diluído (ND) 

(Tabela 2, Figura 2), observa-se que houve diferença significativa para as concentrações 

de 0,7; 1; 3; 7; 9 e 11%. Enquanto, nas diluições 10
-1

 e 10
-2

, resultados semelhantes 

foram observados, ou seja, nas concentrações 1, 3, 7, 9, 11% e 3, 7%, respectivamente. 

Portanto, a combinação de ZnO dopado com as maiores concentrações de Ag 

apresentam maior halo de inibição do crescimento de Xcc, do que AgO e ZnO usados 

separadamente. 

O ZnO:Ag com concentração acima de 0,7% ocorre a formação de AgO, ou seja, 

além dos nanocristais de ZnO contendo os íons de prata na estrutura, tem o nanocristal 

AgO. Assim, esse nanocompósito (ZnO:Ag + AgO) apresentam um potencial 

antimicrobiano maior que o nanocristal de ZnO contendo Ag. 
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TABELA 2. Halo de inibição de crescimento (cm) de Xanthomonas campestris pv. 

campestris, por nanocristais de ZnO:Ag em diferentes concentrações e diluições, em 

meio de cultura. Uberlândia –MG, 2017. 

Halo de inibição de crescimento de Xcc (cm) 

Concentração ZnO:Ag  
  Diluição (ZnO:Ag) 

  ND 10
-1 

10
-2 

10
-3 

10
-4 

0,3 

 

0,75 cA 0,35 eAB+ 0,00 bB+ 0,00 aB+ 0,00 aB+ 

0,7 

 

1,40 bcA* 0,80 deA 0,00 bB+ 0,00 aB+ 0,00 aB+ 

1 

 

1,90 abA* 1,25 cdA* 0,00 bB+ 0,00 aB+ 0,00 aB+ 

3 

 

1,75 abB* 2,50 aA*+ 1,15 aB* 0,00 aC+ 0,00 aC+ 

7 

 

2,10 abAB*+ 2,35 abA*+ 1,60 aB* 0,00 aC+ 0,00 aC+ 

9 

 

2,35 aA*+ 2,25 abA*+ 0,00 bB+ 0,00 aB+ 0,00 aB+ 

11 

 

2,25 aA*+ 1,70 bcA* 0,00 bB+ 0,00 aB+ 0,00 aB+ 

AgO (testemunha) 1,30           

ZnO (testemunha) 0,20           

CV (%)  33,47           

Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, diferem entre si pelo 

teste de Tukey a 0,05 de significância.  

ZnO* e AgO+: Médias comparadas as testemunhas, são significativas pelo teste de Dunnet a 0,05 de 

significância. ND – Não diluído. 

 

 

No trabalho realizado por Li et al. (2015) constatou-se resultados semelhantes a 

este, mostrando que ZnO dopado com diferentes concentrações de Ag foi superior ao 

ZnO puro, controlando de forma significativa a bactéria Escherichia coli, sendo que 

doses acima de 100 µg mL
-1

 apresentaram maior inibição da bactéria. Esta inibição 

pode ter ocorrido pela formação de espécies reativas de oxigênio (KARUNAKARAN et 

al., 2010; MOTSHEKGAA et al., 2013).  

O nanocristal puro AgO foi promissor quando comparado ao ZnO, apresentando 

maior halo de inibição da bactéria in vitro. Ratte (1999) salienta que o AgO é bastante 

solúvel, sendo capaz de liberar íons de prata livres, influenciando diretamente no 

comportamento das bactérias. Além do mais, estudos recentes demonstraram o efeito 

bactericida de diferentes materiais à base de prata (SHEN et al., 2011). 

Vale salientar, que um dos fatores primordiais no controle de patógenos é o 

tamanho do nanocristal, ou seja, quanto menor, maior a superfície de contato com o 

patógeno e, consequentemente, maior a sua eficiência (YAMAMOTO, 2001). Os 

nanocristais estudados nesse trabalho apresentam aproximadamente os mesmos 

tamanhos, assim o efeito bactericida observado está relacionado ao íon dopante e sua 

concentração. 
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FIGURA 2. Halo de inibição de Xanthomonas campestris pv. campestris com 

nanocristais de ZnO:Ag em diferentes concentrações de Ag, 1: 0,3%; 2: 0,7%; 3: 1%; 4: 

3%; 5: 7%; 6: 9%; 7: 11%; 8:AgO e 9: ZnO. Fonte: BAUTE, 2017. 

 

 

3.1.2 Nanocristais de manganês (Mn) 

 

Houve interação significativa entre os fatores, de acordo com o teste de Tukey 

5% (Tabela 3, Figura 3), do nanocristal de ZnO:Mn nas devidas concentrações e 

diluições. Considerando o antibiograma, utilizando esse nanocristal nas diferentes 

concentrações de Mn, inibiram o crescimento de Xcc na amostra não diluído, não 

diferindo significativamente entre si, formando halos de até 1,15 cm de diâmetro. Na 

diluição 10
-1

, as concentrações 0,8; 2; 4 e 12%, foram estatisticamente superiores que as 

demais. Os mesmos tratamentos citados anteriormente, com exceção da diluição 10
-1 
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(concentração 2 e 8%), diferiram estatisticamente tanto do ZnO, quanto do MnO, 

deixando assim evidente que o ZnO, quando dopado com Mn, apresenta maior controle 

de Xcc, quando comparado com o ZnO e MnO individualmente.
 

 

 

TABELA 3. Halo de inibição de crescimento (cm) de Xanthomonas campestris pv. 

campestris, por nanocristais de ZnO:Mn em diferentes concentrações e diluições, em 

meio de cultura. Uberlândia –MG, 2017. 

Halo de inibição de crescimento de Xcc (cm) 

Concentração ZnO:Mn  
Diluição (ZnO:Mn) 

 
ND 10

-1 
10

-2 
10

-3 
10

-4 

0,2 
 

1,15 aA*+ 0,00 Cb 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

0,4 
 

1,15 aA*+ 0,00 cB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

0,8 
 

1,10 aA*+ 0,95 aA*+ 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

2 
 

1,00 aA*+ 0,50 abcAB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

4 
 

1,15 aA*+ 0,80 abA*+ 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

8 
 

1,00 aA*+ 0,40 bcB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

12 
 

1,10 aA*+ 0,85 abA*+ 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

MnO 0,00 
     

ZnO 0,20 
     

CV (%) 57,35 
     

Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, diferem entre si pelo 

teste de Tukey a 0,05 de significância.  

*ZnO e +MnO: Médias comparadas a testemunha, são significativas pelo teste de Dunnet a 0,05 de 

significância. ND – Não diluído. 

 

 

Resultados semelhantes foram encontrados por Rekha et al. (2010). Esses 

estudiosos observaram que nanopartículas de ZnO dopadas com Mn nas concentrações 

de 5% e 10% apresentaram maior atividade antibacteriana para E.coli, Klebsiella 

pneumoniae, Shigella dysenteriae, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus 

subtilis e Staphylococcus aureus, quando comparada a nanocristais de ZnO puros. O 

uso de nanopartículas de ZnO controlou até 100% da bactéria Escherichia coli 

(ZHANG et al. 2008). 

 

 

 

 

 

 

 



 

60 

 

FIGURA 3. Halo de inibição de Xanthomonas campestris pv. campestris com 

nanocristais de ZnO:Mn em diferentes concentrações de Mn. 1: Mn 0,2%; 2: Mn 0,4%; 

3: Mn 0,8%; 4: Mn 2%; 5: Mn 4%; 6: Mn 8%; 7: Mn 12%; 8: MnO e 9: ZnO. Fonte: 

BAUTE, 2017. 
 

 

3.1.3 Nanocristais de ouro (Au) 

 

Os nanocristais de ZnO:Au avaliados nas diferentes concentrações e diluições 

não apresentaram interação significativa (P>0.05) entre os fatores pelo teste de Tukey 

(Tabela 4, Figura 4). No entanto, a variável diluição apresentou correlação significativa 

(P<0.05), havendo diferença entre as diluições testadas nas respectivas concentrações. 

Dessa forma, a amostra ND apresentou um halo de inibição do crescimento de Xcc 

médio de 1,12 cm de diâmetro, estatisticamente superior às demais diluições, seguido 

pela diluição de 10
-1

. Por fim, na comparação do nanocristal de ZnO isoladamente com 
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os demais tratamentos, nota-se, que todas as concentrações em todas as diluições foram 

estatisticamente diferentes, de acordo com o teste de Dunnet a 0,05 de significância. 

 

 

TABELA 4. Halo de inibição de crescimento (cm) de Xanthomonas campestris pv. 

campestris, por nanocristais de ZnO:Au em diferentes concentrações e diluições, em 

meio de cultura. Uberlândia –MG, 2017. 

Halo de inibição de crescimento de Xcc (cm) 

Concentração de ZnO:Au 
  Diluição (ZnO:Au)  

Média 
  ND 10

-1 
10

-2 
10

-3 
10

-4 

0,1 

 

1,15* 0,95* 0,00* 0,00* 0,00* 0,42 

0,5 

 

1,05* 0,90* 0,00* 0,00* 0,00* 0,39 

1 

 

1,15* 1,05* 0,00* 0,00* 0,00* 0,44 

3 

 

1,00* 0,90* 0,00* 0,00* 0,00* 0,38 

5 

 

1,05* 0,95* 0,00* 0,00* 0,00* 0,40 

10   1,30* 0,90* 0,00* 0,00* 0,00* 0,44 

Média   1,12ª 0,94b 0,00c 0,00c 0,00c   

ZnO 0,20       

CV (%)   15,04           

Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na linha, diferem entre si a 0,05 de significância pelo teste de Tukey. 
*ZnO: médias comparadas a testemunha são significativas pelo teste de Dunnet a 0,05 de significância. 

ND: não diluído. 

 

 

He et al. (2014) verificaram que as nanopartículas de ZnO dopadas com Au 4% 

podem aumentar significativamente a atividade antibacteriana em E. coli e S. aureus, 

quando comparada com o ZnO puro, sendo considerado um grande potencial para 

controle de bactérias, principalmente quando irradiadas.  

A geração de espécies reativas de oxigênio é considerada a principal causa da 

morte celular para maioria dos antibióticos e nanomateriais antibacterianos (CUI et al., 

2012). No entanto, o controle de bactérias com nanopartículas de Au não é causado pela 

formação de espécies reativas de oxigênio. Estudos realizados por Cui et al. (2012) 

verificaram que a atividade antibacteriana das nanopartículas de Au ocorre devido a 

fixação das nanopartículas à membrana da bactéria, alterando seu potencial e levando a 

diminuição de síntese de ATP através da inibição da ligação do RNAt ao ribossomo. 

Lima et al., (2013) relataram o controle das bactérias E. coli e Salmonella typhi 

usando nanopartículas de Au (5nm), apresentando redução de colônias de 90 a 95%, 

provavelmente devido a rugosidade da nanopartícula e a dispersão da mesma no meio. 
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FIGURA 4. Halo de inibição de Xanthomonas campestris pv. campestris com 

nanocristais de ZnO:Au em diferentes concentrações Au, 1: Au 0,1%; 2: Au 0,5%; 3: 

Au 1%; 4: Au 3%; 5: Au 5%; 6: Au 10% e 7: ZnO. Fonte: BAUTE, 2017. 
 

 

3.1.4 Nanocristais de cobre (Cu) 

 

Em relação ao nanocristal de ZnO dopada com Cu (ZnO:Cu), não houve 

interação significativa (P>0.05) entre os fatores diluição e concentração. Porém, a 

variável diluição e concentração analisadas isoladamente foram significativas (P<0.05) 

pelo teste de Tukey (Tabela 5, Figura 5). Quanto às diluições das amostras, o tratamento 

ND apresentou na média maior halo de inibição do crescimento da bactéria Xcc (0,8 cm 

de diâmetro), diferindo estatisticamente das demais diluições, seguido pela diluição 10
-

1
, com 0,68 cm de diâmetro. Todas as concentrações testadas de ZnO:Cu foram 
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similares estatisticamente, exceto a concentração 12%. Os produtos isolados ZnO e 

CuO obtiveram a mesma média em relação a formação do halo de inibição da bactéria 

Xcc, ou seja, 0,2 cm de diâmetro. Por fim, quando comparados com os demais 

tratamentos (concentração e diluição) notou-se que as concentrações de ZnO:Cu no 

tratamento ND (todas as concentrações) e 10
-1

 (concentrações 0,1; 1; 4 e 8%), diferiram 

estatisticamente do ZnO e CuO.  

 

 

TABELA 5. Halo de inibição de crescimento (cm) de Xanthomonas campestris pv. 

campestris, por nanocristais de ZnO:Cu em diferentes concentrações e diluições, em 

meio de cultura. Uberlândia –MG, 2017. 

Halo de inibição de crescimento de Xcc (cm) 

Concentração ZnO:Cu 
  Diluição (ZnO:Cu) 

Média 
  ND 10

-1 
10

-2 
10

-3 
10

-4 

0,1 
 

1,05*+ 1,00*+ 0,45 0,00 0,00 0,50a 

0,4 
 

0,95*+ 0,50 0,00 0,00 0,00 0,29ab 

1 
 

1,05*+ 0,85*+ 0,00 0,00 0,00 0,38ab 

4 
 

0,85*+ 0,80*+ 0,00 0,00 0,00 0,33ab 

8 
 

1,00*+ 0,95*+ 0,30 0,00 0,00 0,45ab 

12 
 

1,10*+ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,22b 

Média   0,80A 0,68B 0,13C 0,00C 0,00C 
 

CuO 0,20       

ZnO 0,20 
      

CV (%)    54,51           

Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na linha e maiúsculas na coluna, diferem entre si pelo 

teste de Tukey a 0,05 de significância.  

*ZnO e +CuO: Médias comparadas a testemunha são significativas pelo teste de Dunnet a 0,05 de 

significância. ND – Não diluída. 

 

 

As nanopartículas de cobre, além da sua qualidade para controle de bactérias, 

apresentam uma vantagem quanto ao baixo custo para seu preparo (WU et al., 2002, 

AHAMED et al., 2014). Porém, o manuseio dessas nanopartículas deve ser cuidadoso, 

visto que elas oxidam quando expostas ao ar (USMAN et al., 2013, MAHAPATRA et 

al., 2008). Diante disso, fica clara a necessidade de maiores cuidados com 

nanopartículas de Cu, para assim não subestimar sua eficiência. Vale ressaltar, que neste 

trabalho os íons de cobre ou estão dentro do nanocristal de ZnO ou ligados com 

oxigênio formando CuO, por isso, não ocorre a oxidação das amostras. 

Nanopartículas de ZnO dopadas com Cu apresentam boa inativação de E. coli 

através da utilização de luz, quando comparada ao ZnO puro (BAI et al., 2011). 
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Apesar dos nanocristais puros ZnO e CuO apresentarem a mesma média no 

tamanho do halo de inibição, o trabalho realizado por Azam et al. (2012) observou que 

o ZnO foi mais eficiente que o CuO no controle de bactérias Gram positivas (S. aureus 

e Bacillus subtilis) e Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa e E. coli). 

 

 

 

FIGURA 5. Halo de inibição de Xanthomonas campestris pv. campestris com 

nanocristais de ZnO:Cu em diferentes concentrações de Cu, 1: Cu 0,1%; 2: Cu 0,4%; 3: 

Cu 1%; 4: Cu 4%; 5: Cu 8%; 6: Cu 12%; 7: CuO e 8: ZnO. Fonte: BAUTE, 2017. 
 

 

3.1.5 Nanocristais de níquel (Ni) 

 



 

65 

 

Na análise dos dados, no nanocristal ZnO dopado com Ni (Tabela 6, Figura 6), 

observa-se que houve interação significativa entre os fatores pelo teste de Tukey 

(P<0,05). As concentrações 1 e 11% de ZnO:Ni, na solução não diluída, foram 

superiores estatisticamente as demais. As concentrações 0,3; 0,7; 1; 3 e 11% da solução 

não diluída (ND) e a concentração 1% da solução uma vez diluída (10
-1

) foram 

diferentes estatisticamente dos nanocristais puros NiO e ZnO pelo teste de Dunnet (5%). 

 

TABELA 6. Halo de inibição de crescimento (cm) de Xanthomonas campestris pv. 

campestris, por nanocristais de ZnO:Ni em diferentes concentrações e diluições, em 

meio de cultura. Uberlândia –MG, 2017. 

Halo de inibição de crescimento de Xcc (cm) 

Concentração ZnO: Ni 
  Diluição (ZnO:Ni) 

  ND 10
-1 

10
-2 

10
-3 

10
-4 

0,3 

 

1,00 bA*+ 0,00 bB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

0,7 

 

0,80 bcA*+ 0,00 bB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

1 

 

1,40 aA*+ 0,80 aB*+ 0,00 aC 0,00 aC 0,00 aC 

3 

 

0,80 bcA*+ 0,00 bB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

7 

 

0,45 cA 0,00 bB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

11 

 

1,15 abA*+ 0,00 bB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

NiO 0,20           

ZnO 0,20 

     CV (%) 55,80           

Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, diferem entre si pelo 

teste de Tukey a 0,05 de significância.  

*ZnO e +NiO: médias comparadas a testemunha são significativas pelo teste de Dunnet a 0,05 de 

significância. ND – Não diluída. 

 

 

A nanopartícula de ZnO pura foi menos eficaz do que nanopartícula de ZnO 

dopado com Ni ou Co, no controle de E. coli. O uso de ZnO: Ni ou Co levou a morte de 

todas as colônias da bactéria in vitro (CHEN et al., 2012), semelhante a este trabalho. 

Nanopartículas de ZnO dopadas com Ni foram mais eficientes, quando 

comparadas com ZnO puro no controle das bactérias Eschericia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus. No entanto, o ZnO: Ni 

apresentou maior controle para Klebsiella pneumoniae e S. aureus (BRINTHA e 

AJITHA, 2016). 
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FIGURA 6. Halo de inibição de Xanthomonas campestris pv. campestris com 

nanocristais de ZnO:Ni em diferentes concentrações Ni. 1: Ni 0,3%; 2: Ni 0,7%; 3: Ni 

1%; 4: Ni 3%; 5: Ni 7%; 6: Ni 11%; 7: NiO e 8: ZnO. Fonte: BAUTE, 2017. 

 

 

3.1.6 Nanocristais de ferro (Fe) 

 

Analisando os dados de nanocristais de ZnO dopado com Ferro (Tabela 7, Figura 

7), observou-se que houve interação significativa entre os fatores em estudo pelo teste 

de Tukey (P<0,05). O ZnO:Fe nas concentrações 0,05; 0,1; 0,5; 1; 3 e 11% da solução 

não diluída e nas concentrações 0,05; 0,1 e 0,5% da solução 10
-1

, foram estatisticamente 

superiores, com halo de inibição de 0,40 a 1,25 cm de diâmetro.  

Os nanocristais FeO e ZnO foram comparados com os demais tratamentos e 

analisados pelo teste de Dunnet (5%). O ZnO:Fe na solução ND (concentrações 0,05; 

0,1; 0,5; 1; 3 e 11%) e na diluição 10
-1

 (concentração 0,5%), diferiram estatisticamente 
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do ZnO, enquanto que, o FeO diferiu estatisticamente dos tratamentos citados acima e 

também na concentração 0,1% de ZnO:Fe (diluição 10
-1

). Dessa maneira, a associação 

do Fe ao ZnO melhora o efeito do produto para o controle da bactéria Xcc, do que 

quando os nanocristais ZnO e FeO usados separadamente. 

 

 

TABELA 7. Halo de inibição de crescimento (cm) de Xanthomonas campestris pv. 

campestris, por nanocristais de ZnO:Fe em diferentes concentrações e diluições, em 

meio de cultura. Uberlândia –MG, 2017. 

Halo de inibição de crescimento de Xcc (cm) 

Concentração ZnO:Fe 
  Diluição (ZnO:Fe) 

  ND 10
-1 

10
-2 

10
-3 

10
-4 

0,05 

 

0,90 abcA*+ 0,40 abAB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

0,1 

 

1,00 abcA*+ 0,80 aA+ 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

0,5 

 

1,20 aA*+ 1,00 aA*+ 0,00 aB   0,00 aB   0,00 aB   

1 

 

0,95 abcA*+ 0,00 bB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

3 

 

1,25 aA*+ 0,00 bB 0,00 aB  0,00 aB  0,00 aB  

7 

 

0,50 bcA  0,00 bA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 

9 

 

0,45 cA 0,00 bA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 

11 

 

1,10 abA*+ 0,00 bB 0,00 aB 0,00 aB 0,00 aB 

FeO 0,00           

ZnO 0,20           

CV (%) 86,03           

Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na linha e maiúsculas na coluna, diferem entre si pelo 

teste de Tukey a 0,05 de significância.  

*ZnO e +FeO: médias comparadas a testemunha são significativas pelo teste de Dunnet a 0,05 de 

significância. ND – Não diluída. 

 

 

Em trabalho realizado por Ravichandran et al. (2014) foi observado o controle de 

E. coli e P. aeruginosa na presença de nanopartículas de ZnO: Fe 8%, sendo que em 

concentrações acima de 8% houve uma diminuição no controle das bactérias. 

De acordo com Azam et al. (2012), o uso de ZnO controlou as bactérias Gram-

positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) e Gram-negativas (Escherichia 

coli e Pseudomonas aeruginosa), enquanto que Fe2O3 apresentou menor capacidade de 

controle das bactérias. Resultados semelhantes também foram observados para o 

controle de E. coli, onde atividade antibacteriana do nanocristal puro ZnO foi mais 

eficiente do que quando dopado com Fe3O4. Enquanto que, para S. aureus a 

nanopartícula ZnO:Fe3O4, apresentou maior eficiência de controle quando comparado ao 

nanocristal ZnO. Esse ocorrido pode ser explicado devido as membranas celulares das 

bactérias apresentarem composição diferente (SINGH et al., 2015). 
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FIGURA 7. Halo de inibição de Xanthomonas campestris pv. campestris com 

nanocristais de ZnO:Fe em diferentes concentrações Fe. 1: Fe 0,05%; 2: Fe 0,1%; 3: Fe 

0,5%; 4: Fe 1%; 5: Fe 3%; 6: Fe 7%; 7: Fe 9%; 8: Fe 11%; 9: FeO e 10: ZnO. Fonte: 

BAUTE, 2017. 

 

 

3.2 Uso de nanocristais no tratamento de sementes de canola  
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Com base nos resultados do ensaio anterior (antibiogramas), o ZnO:11Ag foi o 

nanocristal que apresentou os maiores halos de inibição. Sendo assim, o mesmo foi 

selecionado para o tratamento das sementes de canola. 

 

3.2.1 Detecção de Xcc e sanidade de sementes de canola 

 

Nas sementes dos diferentes genótipos de canola, Terola 10A40 UB, Terola 

10A40 SS, Hyola 61 e Terola 10A40 MT, não tratadas e tratadas com ZnO:11Ag, não 

foi detectada a presença de Xcc. A não detecção da bactéria nas sementes pode ser 

devido a baixa da taxa de infecção das sementes. 

A incidência de outros patógenos em sementes de canola, podem reduzir a 

qualidade fisiologica das sementes, além da disseminação a longas distâncias, levando a 

contaminação de áreas ainda consideradas isentas.  

Nas sementes de canola foram identificados os fungos Alternaria sp., 

Penicillium sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp., Rhyzopus sp. e Phoma sp. Nos 

genótipos de canola Terola 10A40 UB e Terola 10A40 SS houve incidência de 7% de 

Alternaria sp. e Aspergillus sp., respectivamente, nas sementes não tratadas. O 

tratamento de sementes de canola com ZnO:11Ag não foi eficiente para a redução dos 

patógenos nas mesmas (Figura 8). 

Fungos do gênero Alternaria sp. e Phoma sp. são causadores de grandes 

prejuízos para a cultura da canola. Sementes infectadas com Alternaria sp. podem ser 

completamente destruídas, ocasionando em queda na germinação e transmissão para as 

plântulas, causando necrose nos cotilédones e hipocótilos e evoluindo a tombamento e 

morte (MIGLIORINI, 2014). Práticas de manejo em sementes e restos culturais são 

imprescindíveis para o controle da doença canela preta (Leptosphaeria 

maculans/Phoma lingam), que é considerada uma importante doença na cultura 

(TOMM et al., 2009). 
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FIGURA 8. Incidência de fungos nas sementes de diferentes genótipos de canola, não 

tradadas e tratadas com ZnO:11Ag. Uberlândia, MG, 2017.  

 

 

Estudos com as nanopartículas de prata FDAg-12/90 e FDAg-12/90-100, não 

apresentaram redução no crescimento micelial de Fusarium pallidoroseum. Em 

contrapartida, no mesmo estudo, outra nanopartícula de prata FDAgBH-100, a maior 

dose apresentou controle no crescimento micelial dos fungos Fusarium pallidoroseum, 

Colletotrichum musae, Colletotrichum gloeosporioides e Rhizoctonia solani, sendo 

maior eficiencia observada para os fungos Fusarium pallidoroseum e Colletotrichum 

musae  (ARAUJO, 2014). 

Segundo Rai (2003), nanopartículas de prata apresentaram controle no 

crescimento de fungos do gênero Candida. O mesmo foi confirmado por Segala et al. 
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(2012) e Carreira et al. (2009), os quais verificaram que nanopartículas de prata 

controlaram em 100% o crescimento de Candida albicans. 

 

3.2.2 Germinação de sementes e índice de velocidade de emergência de plântulas de 

canola 

  

A porcentagem de germinação das sementes não tratadas foi de 53, 74, 64 e 

73%, para as cultivares de canola Terola 10A40 UB, Terola 10A40 MT, Terola 10A40 

SS e Hyola 61, respectivamente (Tabela 8). As sementes da cultivar Terola 10A40 UB 

não tratada apresentaram a menor porcentagem de germinação (53%), diferindo 

significativamente das demais cultivares. As sementes de canola dos diferentes 

genótipos, quando tratadas com ZnO:11Ag, diferiram significativamente entre si, 

apresentando porcentagem de germinação variando de 45 a 75%. 

O tratamento das sementes com nanocristais de ZnO:11Ag reduziu a 

porcentagem de germinação das sementes de canola, diferindo significativamente das 

sementes não tratadas, exceto para o genótipo Terola 10A40 MT (Tabela 8). Houve 

redução de 8% na porcentagem de germinação do genótipo Terola 10A40 UB e 7% para 

os genótipos Terola 10A40 SS e Hyola. 

Sementes de soja tratadas com diferentes concentrações de pó nanoparticulado 

de prata (0, 100, 200, 400 e 800 mg L
-1

) apresentaram 100% de germinação das 

sementes (PINHEIRO et al., 2008). Vale ressaltar, que diferentes espécies de plantas 

demonstram diferentes resistividade as nanopartículas, mas não se sabe exatamente 

como e por que isso ocorre (MA et. al, 2010). 

A toxidez do nanocristal de prata às sementes de canola pode ter sido devido a 

superfície de contato da nanopartícula com a semente ou mesmo por causa da 

concentração utilizada. 
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TABELA 8. Porcentagem de germinação de sementes de canola (Brassica napus), de 

diferentes genótipos, após tratamento com ZnO:11Ag. Uberlândia, MG, 2018. 

Porcentagem de germinação 

Tratamentos 

Genótipos 

Terola  

10A40 UB 

Terola  

10A40 MT 

Terola  

10A40 SS 
Hyola 61 

Testemunha 53aC 74aA 64aB 73aA 

ZnO:11Ag 45bD 75aA 57bC 66bB 

CV% 9,13    
Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, diferem entre si a 0,05 

de significância pelo teste de Tukey.  

 

 

Para o índice de velocidade de emergência, a interação estatística entre os 

tratamentos e cultivares não foi significativa de acordo com o teste Tukey (P>0,05). 

Contudo, houve diferença significativa entre os genótipos de canola (Tabela 9), onde o 

genótipo Terola 10A40 UB apresentou o menor índice de velocidade de emergência 

(5,59), diferindo estatisticamente dos demais. Resultados semelhantes também foram 

obtidos para a porcentagem de germinação do genótipo Terola 10A40 UB (53%), 

indicando que a semente pode apresentar baixa qualidade fisiológica, talvez devido a 

incidência de Alternaria spp e Penicillium spp.                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

Houve diferença significativa (P<0,05) entre as sementes tratadas com ZnO:Ag 

(6,05) e as sementes não tratadas (9,51) no índice de velocidade de emergência. O 

tratamento das sementes com a nanopartícula de ZnO:Ag também foi fitotóxico para as 

plântulas de canola, assim como na germinação das sementes. Portanto, novos ensaios 

deverão ser conduzidos, avaliando diferentes concentrações do nanocristal no 

tratamento das sementes. 

 

 

TABELA 9. Índice de velocidade de emergência (IVE) de plântulas de genótipos de 

canola submetidas ao tratamento de ZnO:11Ag. Uberlândia, MG, 2017. 

Índice de velocidade de emergência 

Variável 
Genótipos 

Terola 10A40UB Terola 10A40SS Hyola 61 Terola 10A40MT 

IVE 

 

5,59b  8,15ª 8,99ª 8,40a 

Tratamentos 

ZnO:11Ag Testemunha 

6,05b  9,51ª 

CV% 22,85       
Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na linha, diferem entre si a 0,05 de significância pelo 

teste de Tukey.  
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Na emergência de plântulas não houve interação significativa entre os fatores 

pelo teste de Tukey (P<0,05). No entanto, tanto os genótipos, quanto os tratamentos 

quando analisados isoladamente, apresentaram diferença estatística entre eles. Dessa 

forma, os genótipos Terola 10A40 SS, Terola 10A40MT e Hyola 61 obtiveram as 

maiores porcentagens de emergência, atingindo 77% de emergência. As sementes sem 

tratamento apresentaram maior porcentagem de emergência do que as sementes tratadas 

com nanocristal ZnO:11Ag. Assim sendo, o tratamento com o nanocristal pode ter sido 

tóxico para as sementes, devido ao tamanho das mesmas e concentração do produto 

usado. 

 

 

TABELA 10. Porcentagem de emergência de plântulas de diferentes genótipos de 

canola, tratadas com nanocristal ZnO:11Ag ou não, em condições de casa de vegetação. 

Uberlândia, MG, 2017. 

Porcentagem de emergência de plântulas 

Variável 
Genótipos 

Terola 10A40 UB Terola 10A40 SS Terola 10A40 MT Hyola 61 

% Emergência 

 

44,75 b 68,00 a 76,75 a 75,50 a 

Tratamentos 

ZnO:11Ag Testemunha 

54,75 b 77,75 a 

CV% 21,64 
   

Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na linha, diferem entre si a 0,05 de significância pelo 

teste de Tukey.  

 

 

O uso de nanopartículas de prata acarretou pouca ou nenhuma modificação na 

fisiologia das plantas de Physalis, independente da concentração (FERRAZ, 2017).  

Os resultados obtidos neste trabalho, para o índice de velocidade de emergência 

e a porcentagem de plântulas emergidas, mostraram que o tratamento de sementes com 

a nanopartícula ZnO: Ag11% foi inferior à testemunha. As nanopartículas levam a 

formação de espécies reativas de oxigênio que podem danificar componentes celulares 

como proteínas, lipídeos e DNA, levando a morte celular (DU et al.,2011). O tamanho 

das nanopartículas interfere de maneira direta na sua eficácia, por possuírem, na maioria 

das vezes, tamanhos inferiores aos das membranas e organelas, permitindo, assim, a sua 

entrada nas células (MANKE et al., 2013).  

Os nanocristais de prata utilizadas neste experimento apresentam um tamanho de 

20 nm. Assim, os cristais de prata podem criar barreiras impedindo a entrada de água na 

semente, prejudicando a germinação e emergência de plântulas, devido a menor 
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atividade das aquaporinas, que são proteínas que formam poros facilitando a passagem 

da água para a semente (DE GROOT; GRUBMULLER, 2001). 

As aquaporinas interferem em vários processos fisiológicos importantes na 

regulação do equilíbrio hídrico das plantas (KALDENHOFF et al., 2008) e também na 

germinação de sementes (WILLIGEN et al., 2006; LI et al.,2008; LIU et al., 2013).  

Para as sementes de canola, diferentes famílias de aquaporinas já foram expressas 

durante a germinação (GAO et al., 1999). Portanto, há a possibilidade da interação do 

nanocristal com a proteína, impedindo a absorção de água pela semente e, 

consequentemente, a germinação   

Íons de prata têm sido descritos como potente bloqueador de aquaporina in vitro, 

no entanto, seu modo de ação ainda é desconhecido (JAVOT; MAUREL, 2002; 

NIEMIETZ; TYERMAN, 2002). Entretanto, a inativação das aquaporinas pode ser 

reversível, pela utilização de agentes redutores, como o ditiotreitol. Diante disso, surge 

a possibilidade de tratar as sementes com nanopartículas de prata associadas ao 

ditiotreitol, para detectar se essas são realmente tóxicas, ou se quando associadas ao 

produto tem a capacidade de retornar a conformação e a funcionalidade das aquaporinas 

(JAIN et al., 2008), podendo, portanto, controlar patógenos, bem como não prejudicar 

as características fisiológicas de sementes de canola. 

Dessa forma, fica evidente o efeito prejudicial dos nanocristais de prata 

utilizados neste experimento na emergência de plântulas de canola. Apesar dos 

resultados negativos encontrados para a qualidade fisiológica das sementes de canola 

tratadas com nanocristais de prata, este é um trabalho inédito na utilização de 

nanocristais no tratamento de sementes, necessitando de alguns ajustes em experimentos 

futuros. 
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4 CONCLUSÕES 
 

 

O uso dos nanocristais de ZnO dopados com Ag, Au, Cu, Fe, Mn e Ni foi 

eficiente no controle de Xanthomonas campestris pv. campestris in vitro em diferentes 

concentrações. No entanto, o nanocristal ZnO:11Ag foi o que apresentou o maior halo 

de inibição. Não foi possível estimar o efetivo controle da bactéria nas sementes, devido 

à baixa taxa de infecção das mesmas. 

O tratamento de sementes com ZnO:11Ag afetou a qualidade fisiológica de 

sementes de canola.  
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