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RESUMO

O trigo é o segundo cereal mais cultivado no mundo e sua propagacdo € via
sementes. As sementes podem abrigar e transportar diversos fitopatdgenos, especialmente os
fungos, sendo o tratamento de sementes indispensavel para o seu controle. A nanotecnologia
surge como uma inovacdo na area agrondmica no tratamento de sementes. Portanto, o
objetivo do trabalho foi avaliar a eficacia das nanoparticulas no tratamento de sementes de
trigo, naturalmente contaminadas com Alternaria alternata. As sementes de trigo foram
tratadas com nanoparticulas ZnO, ZnO:1K, ZnO:1Mg, ZnO:1Mo, a 5 mg/mL, fungicida
Vitavax© e agua destilada e submetidas ao teste de sanidade, teste de germinacao e teste de
emergéncia de plantulas. Em todos os testes utilizou-se 200 sementes de trigo por tratamento.
Os tratamentos com nanoparticulas ndo foram eficientes para o controle de Alternaria
alternata presentes nas sementes de trigo. As nanoparticulas ndo interferiram na germinacao

das sementes, na emergéncia de plantulas e no indice de velocidade de emergéncia.

Palavras-chave: Alternaria alternata, doencas, 6xido de zinco, patégenos, Triticum aestivum
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1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) é o segundo cereal mais produzido no mundo, depois
do milho, segundo o departamento de agricultura dos Estados Unidos (Usda, 2021) a
producdo mundial de trigo alcangou 775 milhdes de toneladas em 2021, desses, 6,2 milhdes
de toneladas foram produzidos no Brasil, com maior destaque para a regido Sul (Conab,
2021).

Atualmente, a regido do cerrado brasileiro vem se destacando como uma espécie de
nova “fronteira agricola” da triticultura. A expanséo do trigo para a regido do cerrado se deve
principalmente as 6timas condicGes edafoclimaticas, posicdo estratégica de mercado e
capacidade de industrializacdo (Albrecht et al. 2007).

A regido de Minas Gerais € privilegiada no que se refere ao processamento de cereais.
Atualmente a regido conta com quatro moinhos, totalizando uma capacidade de
processamento de 600 mil toneladas por ano (Souza, 2009). Um desses moinhos esta
localizado na cidade de Uberlandia (Moinho Sete Irméos), demonstrando a importancia da
regido para o setor triticultor.

Cerca de 90% das culturas de interesse agrondmico sé@o propagadas por sementes
(Henning, 2005).

As sementes de modo geral podem abrigar e transportar microrganismos ou agentes
patogénicos de todos os grupos taxondmicos, causadores e ndo causadores de doencas. Os
fungos englobam o maior numero de espécies associadas as sementes, seguidos pelas
bactérias, com um nimero expressivo de representantes e 0s virus e nematoides, em menor
namero (Brasil, 2009).

Diversas doencas que causam prejuizos a cultura do trigo podem ser disseminadas por
sementes portadoras de seus agentes etiologicos. Aléem de danos diretos a cultura no campo,
sementes portadoras de patdgenos constituem focos primarios para a cultura em fases
posteriores de desenvolvimento. As plantas doentes produzem sementes infectadas, que por
sua vez garantem a sobrevivéncia de diversos patdgenos por vérias geragdes (Reis et al.,
2001).

Segundo Reis (1987) os principais fungos fitopatogénicos relacionados a sementes de

trigo sdo Alternaria spp., Fusarium graminearum, Bipolaris sorokiniana, Drechslera tritici-



repentis, Septoria nodorum, Tilletia carie, Tilletia foetida e Ustilago tritici. Reis et al (1997)
também citaram Septoria tritici e Pyricularia grisea como fungos de importancia, que podem
ser disseminados por sementes de trigo.

A utilizacdo de sementes sadias, e o tratamento quimico com fungicidas, sao
alternativas para diminuir a incidéncia desses fungos e a sua infeccdo (Reis & Casa, 2007).

O tratamento de sementes é uma forma de controle de patdgenos associados a
sementes, que podem estar localizados tanto internamente, quanto externamente. Esses
tratamentos agem protegendo as sementes e as plantulas de patégenos do solo, impedindo a
transmissdao dos microrganismos da semente para a plantula; protegendo-as nos estagios
iniciais de seu desenvolvimento; reduzindo a fonte de indculo, evitando assim, o surgimento
de epidemias no campo e reduzindo os custos com defensivos da parte aérea das plantas
(Dhingra et al., 1980)

O éxito do tratamento de sementes visando 0 manejo de doencas depende do tipo de
patdgeno, em qual local ele esta alocado na semente, de fatores inerentes a semente como o
seu vigor, da disponibilidade de produtos e de processos adequados para o tratamento
(Mentem & Moraes, 2010).

Segundo Machado (2010) a parcela de colaboracdo da semente em um sistema de
producdo, em consequéncia da sua qualidade pode chegar a 20%, desde que sejam mantidas
favoraveis as demais condicGes para tal cultivo. O tratamento de sementes consiste numa
medida de controle de baixo custo, que varia de 0,5 a 1% do custo de producdo das culturas.
(Menten & Moraes, 2010)

Nos ultimos anos houve um aumento na comercializacdo de fungicidas, demonstrando
a importancia do controle de fitopatégenos, bem como a necessidade de desenvolvimento e
introducdo de alternativas de manejo (Morandi et al., 2009) como o desenvolvimento de
produtos bioldgicos, biodegradaveis e mais seguros para 0 homem e 0 meio ambiente
(Gonzalez et al, 2014) como é o caso recente do uso da nanotecnologia.

As nanoparticulas constituem na manipulacdo de atomos e moléculas de forma
individual para a confeccdo de materiais em escala nanométrica, visando a aplicagdo em
diversas areas de interesse (Miller, 2005), como no tratamento de sementes.

Segundo Furlaneto (2011) a nanotecnologia é uma das grandes inovacgdes desse
século, e vem revolucionando diversas areas, e mais recentemente a area Biologica.

Atualmente ja é utilizada de diversas formas na agricultura, como na producdo de



nanofertilizantes, nanocidas ou pesticidas encapsulados em nanoparticulas para liberacdo
lenta, além de nanosensores na agricultura de preciséo.

Portanto, 0s nanocristais surgem como uma inovacdo na agricultura, no controle de
fitopatdgenos (Kim et al. 2009; Kim et al. 2012; Rai 2013), por apresentarem um tamanho
inferior a 100 nm, baixa genotoxidade e elevada capacidade biocida em fungdo do tamanho,
da relacdo superficie/volume e da interagdo com as membranas dos microrganismos (Morones
et al. 2005; Allaker 2010).

Alguns fatores influenciam na atividade das nanoparticulas como formato, tamanho e
concentracdo. Formato de fio ou bastdo apresentou maior penetracdo em células bacterianas
que o formato esférico (Yang et al., 2009). Quanto menor for a nanoparticula, maior € a sua
capacidade de penetracdo na parede celular. (Zhang et al., 2007; Yamamoto, 2001) e, quanto
mais concentrada for, maior sera sua atividade antimicrobiana (Yamamoto, 2001).

As nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) apresentam propriedades bactericidas,
capazes de inibir os microrganismos (Sawai et al., 1996), esse efeito bactericida se da através
da elevacdo do nivel intracelular de espécies reativas de oxigénio(EROs) na superficie do
oxido de zinco, que ocasionam vazamento da membrana plasmatica, danos celulares e morte
(Wang et al., 2014); pela liberacdo de ions antimicrobianos, principalmente Zn?* (Kasemets et
al., 2009; Li et al., 2011) ou contato direto de nanoparticulas de ZnO com a parede celular da
bactéria, levando a destruicdo da integridade da célula bacteriana (Brayner et al., 2006; Zhang
et al., 2007; Adams et al., 2006)

As nanoparticulas sdao menos tdxicas que seus sulfatos. No caso, a nanoparticula de
oxido de zinco chega a ser 30 vezes menos tdxica que o sulfato correspondente (Adamoskaya
etal., 2005).

Uma maneira de ajustar as propriedades dos 6xidos de zinco é modificar sua estrutura
fisica e eletronica por meio da dopagem, permitindo a inser¢cdo de novos elementos na
estrutura, modificando assim suas caracteristicas quimicas (Callister Junior, 2002). Os
nanocristais de ZnO dopados apresentam alta estabilidade diferentemente dos produtos
tradicionais utilizados. A incorporagdo pode ser feita com ions metélicos como: cobre (Cu),
ferro (Fe), manganés (Mn), niquel (Ni), cobalto (Co), cromo (Cr), molibdénio (Mo), nidbio
(Nb), vanéadio (V), ruténio (Ru), prata (Ag), platina (Pt) e ouro (Au) na estrutura do material
(Zaleska, 2008.).



A aplicacdo de nanoformulado de 6xido de zinco (ZnO) em citros levou a redugdo do
cancro bacteriano causado por Xanthomonas citri (Gragham et al., 2016) e, demonstraram
reducdo da severidade da mancha branca do milho causada por Pantoea ananatis. (Mamede,
2018; Mota, 2019). Nanoparticulas de prata inibiram os fungos Alternaria alternata,
Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea e
Curvularia luneta in vitro (Krishnaraj et al., 2012). Thakur et al. (2020) demonstraram que
nanoparticulas de ferrita de bario (BaFe12019) inibiram o crescimento micelial in vitro de
Fusarium oxysporum, Alternaria alternata, Colletotrichum gloeosporioides e Marssonina
rosae.

Poucos sdo os trabalhos sobre o efeito de nanoparticulas no tratamento de sementes,
portanto o objetivo desse trabalho foi avaliar o uso das nanoparticulas no tratamento de

sementes de trigo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Conducio do experimento, obtenciio das nanoparticulas e das sementes de trigo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Bacteriologia Vegetal
(LABAC), no Laboratério de Sementes (LASEM) e na Casa de Vegetacdo, do Instituto de
Ciéncias Agrarias (ICIAG), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Campus
Umuarama, em Uberlandia, Minas Gerais.

As nanoparticulas de ZnO puras e dopadas foram sintetizadas no Laboratério de
Novos Materiais Isolantes e Semicondutores, do Instituto de Fisica, da Universidade Federal
de Uberlandia.

As sementes de trigo, cultivar TBio Toruk, foram produzidas na safra de 2019 e
colhidas em outubro na area experimental da Universidade Estadual Paulista (UNESP),

Campus Dracena (21°46°18’S, 51°55°47°W, 421 m) no municipio de Dracena, SP.

2.2 Tratamento de sementes

Para avaliacdo dos tratamentos, as sementes de trigo foram tratadas com
nanoparticulas de 6xido de zinco: ZnO, ZnO:1K, ZnO:1Mg, ZnO:1Mo, com o fungicida

Tiram + Carboxina (Vitavax®) e agua destilada (testemunha). As nanoparticulas foram
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diluidas na propor¢ao de 5 mg/mL de 4gua destilada. Para o tratamento quimico, foi utilizada
a dose recomendada (300 mL/100kg de sementes). As sementes foram submergidas em seu

respectivo tratamento por 30 minutos e secas sobre papel filtro, em auxilio do fluxo laminar.

2.3 Teste de sanidade de sementes

Para avaliacdo da sanidade das sementes utilizou-se o método do papel filtro (blotter
test) em caixas tipo gerbox. Foram utilizadas 200 sementes por tratamento, divididas em
quatro repetigdes (50 sementes por caixa). As sementes utilizadas no teste ndo passaram por
assepsia superficial e, foram colocadas sob duas folhas de papel mata borrao previamente
umedecido com agua destilada.

As caixas foram incubadas em B.O.D (demanda bioquimica de oxigénio) a
temperatura de 20 &+ 2°C por 24 horas, para a embebicdo das sementes, posteriormente foram
transferidas para um freezer a -20°C por 24 horas, em seguida incubadas a 20 = 2°C por 7
dias, alternancia de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

Apo6s o periodo de incubagdo, as sementes foram examinadas com o auxilio de um
microscopio estereoscopico (aumento de até 60 vezes) e em um microscOpio Optico comum

(aumento de até 200 vezes) para a identificacdo e quantificacao dos fungos.
2.4  Teste de germinacio

Para avaliagdo da germinacdo das sementes de trigo tratadas, foram utilizadas 200
sementes de cada tratamento, divididas em 4 rolos de 50 sementes cada. Os rolos foram
alocados no germinador com luz constante e temperatura de 20°C, de acordo com a RAS
(Brasil, 2009). A primeira contagem de plantulas foi feita aos 4 dias e a contagem final aos 8

dias. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de germinagao.

2.5  Teste de emergéncia e indice de velocidade de emergéncia (IVE)

Para a avali¢do da emergéncia e do indice de velocidade de emergéncia (IVE) as
sementes de trigo tratadas foram semeadas em canteiros na casa de vegetagdo, com substrato
de areia. Foram utilizadas 200 sementes de cada tratamento, divididas em 4 repeti¢des de 50
sementes. Em cada canteiro foram feitos sulcos de 3 cm de profundidade e espacamento de 5

centimetros entre sulcos e 50 sementes por sulco. A primeira avaliacao foi realizada aos 4 dias

7



e a avaliagdo final aos 8 dias. Para calcular o indice de velocidade de emergéncia utilizou-se a
formula de Maguire (1962): IVE = GI/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn. Onde: G: nimero de
plantulas na primeira contagem, segunda e tltima contagem;

N: numeros de dias a primeira, segunda e ultima contagem.
2.6 Analise estatistica

Quando necessario, os dados foram transformados em Y=arcsinV(Y/100) para atender
as pressuposicdes de homocedasticidade, normalidade de residuos e aditividade. Para o teste
de sanidade de sementes utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 6
tratamentos e 4 repetigdes. Para os testes de germinagdo e emergéncia, utilizou-se o
delineamento de blocos ao acaso (DBC) composto por 6 tratamentos e 4 repetigdes.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de significancia no programa SISVAR (Ferreira, 2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

31 Teste de sanidade das sementes

No teste de sanidade constatou-se uma incidéncia de 48% do fungo Alternaria
alternata, os fungos Cladosporium cladosporioides, Bipolaris sorokiniana, Epicoccum spp. e
Fusarium spp. tiveram uma incidéncia de 4%, 2,5% 2% e 5,5% respectivamente, € por terem
tido uma baixa incidéncia ndo foram utilizados como base para avaliacao da efetividade do
tratamento de sementes.

O tratamento de sementes com nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) ndo foi
eficiente para a reducdo do fungo A. alternata. As quatro nanoparticulas ZnO, ZnO:1K,
Zn0O:1Mg e ZnO:1Mo nao diferiram estatisticamente da testemunha (agua destilada), com
uma incidéncia do fungo de 44 a 48%, enquanto no tratamento quimico Tiram+Carboxin foi
detectado somente 1% das sementes com a presenga do fungo, ou seja uma eliminacdo de
99% do patogeno (Tabela 1).

O fungo Alternaria alternata é considerado agente causal da ponta negra em sementes
de trigo (Agarwal et al.,1993; Bhowmik, 1969) e bastante comum em anélises de sementes de

trigo no Brasil (Reis e Casa, 1998).



Espécies do género Alternaria sdo frequentemente associadas a sementes de outras
culturas (Rotem, 1994; Simmons, 2007). 4. alternata foi identificada em sementes de culturas
importantes como soja (Baird et al.,2005), algodao (Pizzinatto et al., 2005) e feijao (Moraes e
Menten, 2006).

As nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnOs) atuam principalmente de trés formas:
elevagdo do nivel intracelular de espécies reativas de oxigénio(EROs) na superficie do 6xido
de zinco,(Wang et al., 2014); pela liberagdo de ions antimicrobianos, principalmente Zn>*
(Kasemets et al., 2009; Li et al., 2011) ou contato direto de nanoparticulas de ZnO com a
parede celular da bactériana (Brayner et al., 2006; Zhang et al., 2007; Adams et al., 2006)

O Fungicida Vitavax ¢ a unido do Thiram e da Carboxina. O thiram é do grupo
quimico dos ditiocarbamatos, ¢ ¢ um protetor multissitio que ndo tem seu modo de agdo
totalmente definido. J4 a carboxina, ¢ do grupo quimico das carboxanilidas que agem inibindo
a cadeia respiratoria, bloqueando o transporte de elétrons através da inibi¢do do complexo II,
a succinato-UQ redutase.

Zancan (2008) utilizando nanoparticula de o6xido de zinco dopada com prata

(ZnO:11Ag) no tratamento de sementes de canola, ndo obteve €xito no controle de Alternaria

Spp.

Tabela 1. Porcentagem de incidéncia de Alternaria alternata em sementes trigo naturalmente

contaminada, tratadas com diferentes nanoparticulas. Uberlandia MG, 2021.

Tratamento Alternaria alternata (%)
Testemunha 48 B
Zn0O 46 B
Zn0:1K 45 B
Zn0:1Mg 44 B
Zn0:1Mo 44 B
Tiram+Carboxin 1A
C.V.(%) 17.22

M¢édias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)

Sardella, Gatt e Valdramidis (2018) estudando os efeitos nanoparticulas de 6xido de

zinco (ZnO) por meio de uma avaliacdo turbidimétrica, demonstraram que as nanoparticulas



de 6xido de zinco foram eficazes na inibi¢do do crescimento de Alternaria alternata, Botrytis
cinerea € Rhizopus stolonifer.

Krishnaraj et al. (2012) e Thakur et al. (2020) utilizando nanoparticulas de prata e
ferrita de bario respectivamente, demonstraram a inibi¢do do crescimento in vitro de diversos
fungos, incluindo Alternaria alternata.

A maioria dos trabalhos com nanoparticulas metalicas que obtiveram €xito no controle
de diversos fungos fitopatogénicos foram realizados in vitro. Portanto, ¢ necessario mais
estudos, a fim de observar se, quais nanoparticulas podem ser eficientes no controle de

fungos, tanto no tratamento de sementes, quanto na aplicagdo na parte aérea da planta.

3.2  Avaliacio das nanoparticulas sobre a germinac¢do, indice de velocidade de

emergéncia e emergéncia de plantulas de trigo

As nanoparticulas de ZnO, ZnO:1K, ZnO:1Mg e ZnO:1Mo ndo influenciaram a
germinacdo de sementes, o IVE e emergéncia de plantulas de trigo (Tabela 2), ndo houve
diferenca significativa entre as nanoparticulas e a testemunha (&4gua destilada), ou seja as
nanoparticulas ndo apresentaram efeito negativo na germinacdo das sementes, ao IVE e a
emergéncia das plantulas.

Ja o tratamento quimico Tiram+Carboxin diferiu negativamente em cerca de 15 pontos
percentuais de todos os tratamentos, 0 que pode indicar um possivel efeito fitotoxico para as
sementes, por parte de seus ingredientes ativos.

Tabela 2. Porcentagem de germinacdo de sementes, indice de velocidade de emergéncia de

plantulas e porcentagem de emergéncia de sementes de trigo, tratadas com nanoparticulas.

Tratamento Germinacao (%) IVE Emergéncia(%)
ZnO 100 A 19,27 A 99 A
Zn0O:1Mg 100 A 17,13 A 9 A
ZnO:1K 100 A 18,70 A 98 A
Zn0O:1Mo 99 A 17,98 A 98 A
Testemunha 99 A 16,32 A 97 A
Tiram+Carboxin 85B 12,73 B 93B
C.V.(%) 2,71 11,29 2,59

Médias seguidas por letras distintas maidsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Segundo Venturoso et al. (2015) a presenca de fungos nas sementes pode ndo levar a
gueda na qualidade fisiolodgica, mas favorece a sobrevivéncia e disseminacdo dos

microrganismos

O fato de o tratamento quimico ter apresentado uma redug¢do na germinagdo das
sementes, no IVE e na emergéncia de plantulas, em relacao as nanoparticulas e a testemunha
na qualidade fisioldgica das sementes, podem ser explicados por Silva (1989), onde as doses
recomendadas para o tratamento de sementes, sdo provenientes de testes realizados em
campo, no qual em condic¢des naturais (solo, agua e temperatura) uma parte dos ingredientes
ativos do fungicida seriam absorvidos pela semente, adsorvidos pelos coldides do solo ou
lixiviados, isso ndo ocorre no laboratério. No substrato papel os fungicidas ficam mais
concentrados ao redor da semente podendo gerar um possivel efeito fitotdxico, que se reflete
nos testes em laboratorio. Cicero et al. (1990) observaram efeitos fitdtoxicos do produto
Vitavax-Thiram em sementes de milho, quando o substrato utilizado foi o papel, o mesmo nao

ocorreu em teste de emergéncia em campo.

4 CONCLUSAO
As nanoparticulas de Oxido de zinco (ZnO) ndo controlaram Alternaria alternata
presentes nas sementes de trigo e também n&o interferiram na qualidade fisioldgica das

sementes.
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