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RESUMO

DUARTE, L. C. Nanoparticulas e terapia fotodinAmica no tratamento de sementes
de trigo. 2022. Dissertagdo (Mestrado em Produgao Vegetal) — Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia.

O avanco do trigo (7riticum spp.) no cerrado brasileiro demonstra a importancia
da cultura, evidenciando a importancia da utilizacdo de sementes livres de patégenos. A
nanotecnologia e a terapia fotodindmica surgem como uma inovagdo tecnoldgica no
controle de doencas de plantas. O presente trabalho teve como o objetivo avaliar a
eficacia de nanoparticulas e da terapia fotodindmica na inibi¢do do crescimento de
Alternaria alternata in vitro e no tratamento de sementes de trigo, e na qualidade
fisiologica e sanitdria das sementes. O teste de fitossanidade realizado constatou a
presenca de muitos fungos que infectam as sementes, porém apenas Alternaria
alternata se encontrou em niveis de incidéncia suficientes para avaliacdo efetiva do
tratamento de sementes proposto para determinar a eficiéncia das nanoparticulas
(ZnOCl; ZnOCl 1Cu; ZnOCl1 0,1Ag; ZnO 1Cu; ZnO; ZnO 1Ag) e dos corantes (azul de
metileno e azul de toluidina) na inibicdo do crescimento micelial de Alternaria
alternata in vitro. Discos de micélio de A. alternata, provenientes de sementes
naturalmente infestadas, foram multiplicados em placas de Petri contendo o meio BDA
e posteriormente transferidas para placas de Petri com os seus respectivos tratamentos.
Para mensurar a eficiéncia das nanoparticulas aplicadas diretamente sob as sementes, as
mesmas foram tratadas com suas respectivas nanoparticulas nas concentragdes de 2,5 e
5 mg mL, carboxin + thiram e 4gua salina (NaCl 0,45%). Na terapia fotodindmica as
sementes foram tratadas com os corantes azul de toluidina, azul de metileno e sua
combinagdo, nas concentra¢cdes de 50 e 100 pmol L' e irradiadas com luz LED,
carboxin + thiram e 4gua salina. Os aspectos fisiologicos avaliados foram germinagao,
emergéncia, IVG, IVE, envelhecimento acelerado e plantulas normais fortes, e a
sanidade das sementes. Em todos os testes fisioldgicos foram utilizadas 400 sementes de
trigo por tratamento e 200 sementes no teste de sanidade. Os mesmos tratamentos, tanto
para as nanoparticulas como para a terapia fotodinamica, foram realizados in vitro para
mensurar a inibi¢ao do crescimento micelial de A. alternata. O uso de nanoparticulas de
Zn0O:1Ag e da terapia fotodindmica com a combina¢do do corante azul de toluidina +
azul de metileno 100 pmol L' foram eficientes na inibi¢do do crescimento micelial de

Alternaria alternata in vitro. Os tratamentos com nanoparticulas e terapia fotodindmica



nao apresentaram toxidade para as sementes de trigo, ndo afetando negativamente a
qualidade fisiologica das sementes. A terapia fotodindmica e as nanoparticulas

demonstraram enorme potencial de uso para o controle de patdgenos em sementes.

Palavras-chave: Azul de metileno, azul de toluidina, nanoparticulas de prata.



ABSTRACT

DUARTE, L. C. Nanoparticles and photodynamic therapy in the treatment of
wheat seeds. 2022. Dissertation (Master Degree in Crop Production) — Federal Univer-
sity of Uberlandia, Uberlandia.

The advance of wheat (7riticum spp.) in the brazilian cerrado demonstrates the impor-
tance of the crop, evidencing the importance of using pathogen-free seeds. Nanotechno-
logy and photodynamic therapy emerge as a technological innovation in the control of
plant diseases. The present work aimed to evaluate the efficacy of nanoparticles and
photodynamic therapy in inhibiting the growth of Alternaria alternata in vitro and the
treatment of wheat seeds, on the physiological and sanitary quality of the seeds. The
phytosanitary test performed verified the presence of many fungi that infect the seeds,
but only Alternaria alternata was found at sufficient incidence levels for an effective
evaluation for the proposed seed treatment to determine the efficiency of the nanoparti-
cles (ZnOCl; ZnOCl 1Cu; ZnOCI 0.1Ag; ZnO 1Cu; ZnO; ZnO 1Ag) and dyes (me-
thylene blue and toluidine blue) in the inhibition of mycelial growth of Alternaria alter-
nata in vitro. A. alternata mycelium discs, from naturally infested seeds, were multipli-
ed in Petri dishes containing PDA medium and later transferred to Petri dishes with their
respective treatments. To measure the efficiency of the nanoparticles applied directly to
the seeds, they were treated with their respective nanoparticles, at concentrations of 2.5
and 5 mg mL, carboxin + thi-ram and saline water (NaCl 0.45%). In photodynamic the-
rapy the seeds were treated with toluidine blue, methylene blue and their combination,
at concentrations of 50 and 100 umol L' and irradiated with LED light, carboxin + thi-
ram and saline water. The physiological aspects evaluated were germination, emergen-
ce, IVG, IVE, accelerated aging and strong normal seedlings, and seed health. In all
physiological tests 400 wheat seeds were used per treatment and 200 seeds in the sanity
test. The same treatments for both nanoparticles and photodynamic therapy were per-
formed in vitro to measure the inhibition of mycelial growth of A. alternata. The use of
Zn0:1Ag nanoparticles and photodynamic therapy with the combination of toluidine
blue + 100 umol L' methylene blue dye were efficient in inhibiting the mycelial growth
of Alternaria alternata in vitro. The treatments with nanoparticles and photodynamic
therapy showed no toxicity to the wheat seeds, not negatively affecting the physiologi-
cal quality of the seeds. Photodynamic therapy and nanoparticles have shown enormous

potential for use in controlling pathogens in seeds.



Keywords: Methylene blue, toluidine blue, silver nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

A cultura do trigo (7riticum spp.) ¢ uma das mais antigas plantas cultivaveis,
estando fortemente atrelada ao desenvolvimento da sociedade moderna (Abbate et al.,
2017). A demanda brasileira pelo consumo do trigo tende a crescer até o ano de 2028,
chegando a 14,3 milhdes de toneladas, com a necessidade de realizar a importagdo de
aproximadamente 50% da demanda (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA, 2019).

Em vista deste grande desafio de garantir a seguranca alimentar brasileira, o
cerrado se apresenta como area de expansdo e adaptagdo da cultura do trigo. Este
avanco sob o cerrado implica em muitos desafios produtivos, os quais serdo
contornados com o uso de tecnologias agricolas de ponta (SOUZA; VIEIRA, 2020).

A perda produtiva do trigo ocasionada por doencas pode superar 60% nas
condicdes climaticas da regido Sul do Brasil (MACIEL et al. 2020). Uma das principais
vias de disseminagdo de patdgenos ¢ por meio de sementes, sendo possivel introduzir ou
aumentar a quantidade de indculo nas areas de cultivo. Sementes livres de patogenos
sao fundamentais para alcancar uma grande produtividade (CORREA et al., 2008).

As sementes sd3o os meios eficientes de transmissdo de patogenos, propiciando
maiores chances de o patdgeno causar doenca nas plantas apds a emergéncia e de se
estabelecer na area produtiva. Em vista deste desafio, existe a necessidade dos
produtores em utilizar sementes com boa qualidade sanitaria (MENTEN et al., 2005).

Quando ndo se tem acesso a sementes com alta qualidade fisioldgica ou quando
a semeadura ¢ em areas com grande quantidade de indculo, o tratamento de sementes ¢
a ferramenta de suma importancia para a preservacao do potencial produtivo da cultura.
A principal forma de tratamento de sementes ¢ por meio de produtos quimicos, que
possuem alta toxidade tanto para o agricultor quanto para o meio ambiente (MENTEN;
MORALIS, 2010). Em busca de alternativas vidveis e ambientalmente seguras para o
tratamento de sementes, estudos com nanoparticulas e terapia fotodindmica tem
ganhado relevancia na ultima década, sendo tecnologias emergentes € com grande
potencial de aplicacdo na agricultura (MATTOSO et al., 2005).

A nanotecnologia ¢ a ciéncia focada no desenvolvimento de estruturas em escala
nanométrica, ou seja, de tamanho inferior a 100 micrometros (um). Estruturas

nanométricas t€ém como principais caracteristicas: alta tolerancia as variacdes de
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temperatura, de alteragdes em sua composicdo quimica e possui facilidade em interagir
com membranas de microrganismos (SILVA et al.,, 2017). As nanoparticulas possuem
tais propriedades e sdo especialmente Uteis no controle de microrganismos patogénicos,
pois raramente geram resisténcia, permitindo uma maior longevidade de produtos que as
contenham (BOTELHO et al., 2020).

A terapia fotodindmica ¢ um procedimento de longa data utilizado na area
médica, no tratamento de doengas de pele, principalmente de cancer, utilizando corantes
foto reativos entre os quais se destacam o azul de metileno e o azul de toluidina (ISSA;
MANELA-AZULAY, 2010). Sua grande vantagem ¢ a baixa quantidade de corante,
representando baixo risco de toxidade (KUBLER, 2005). Sua capacidade de inativagio
¢ pouco especifica, tendo capacidade de inativar uma ampla gama espécie
microrganismos, ocasionando pouca ou nenhuma resisténcia, pois os corantes quando
irradiados produzem oxigénio reativo que tem alta capacidade de desintegrar
membranas e DNA (PERUSSI, 2007).

Tratamentos com nanoparticulas e terapia fotodindmica ja demonstraram sua
eficiéncia para algumas culturas e alvos biologicos conforme Mamede et al. (2022),
Zancan ¢ Tebaldi no controle de Xanthomonas campestris pv. campestris in Vvitro
utilizando os corantes azul de metileno e azul de toluidina (2020) e Fraga et al.
utilizando nanoparticulas de oxido de zinco dopadas no controle de Xanthomonas
gardneri em sementes de tomate (2021).

Diante do desafio de encontrar novas alternativas para o tratamento de sementes
de trigo, o presente trabalho teve como o objetivo avaliar a eficacia de nanoparticulas e
da terapia fotodindmica com o uso dos corantes azul de metileno e azul toluidina no

tratamento de sementes, na qualidade fisiologica e sanitaria das sementes de trigo.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura do Trigo

A cultura do trigo (Zriticum spp.) foi de maxima importancia para o crescimento
da sociedade. A partir de seu cultivo, foi possivel produzir alimentos em grandes
quantidades e consequentemente o aumento da populagdo e a rapida evolugao
tecnologica (FEDERIZZI et al., 2005). O centro de origem do trigo € provavelmente nas
proximidades dos rios Tigres e Eufrates no continente asiatico ha cerca de 10 mil anos
a.C. (SCHEEREN et al,, 2015).
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O maior produtor de trigo do mundo ¢ a Unido Europeia (154 milhdes de
toneladas), seguido pela China (133,5 milhdes de toneladas) e em 3° lugar pela India
(103,6 milhoes de toneladas). O Brasil ocupa apenas a 16° lugar dentre os produtores
mundiais, com uma produ¢do de 5,4 milhdes de toneladas (Companhia Nacional de
Abastecimento — CONAB, 2020).

A produgdo brasileira de trigo nao ¢ suficiente para suprir sua demanda interna
de 12,2 milhdes de toneladas, por conta disso o Brasil importou aproximadamente 4,9
milhdes de toneladas em 2019. (ABITRIGO, 2020). A produtividade média dos ltimos
dez anos (2011-2021) foi de aproximadamente 2600 Kg ha''e, sendo considerada uma
baixa produtividade quando comparada ao potencial produtivo da cultura (CONAB,
2021).

A demanda interna brasileira por trigo tende a crescer até 2028 ao patamar de
14,3 milhdes de toneladas, entretanto, a producdo brasileira de trigo atingird somente
7,2 milhdes de toneladas. A franca expansdo da cultura do trigo brasileiro ocorrera no
cerrado brasileiro, local onde a cultura se adaptou muito bem, porém enfrentard grandes
desafios para o seu estabelecimento (SOUZA; VIEIRA, 2020).

Muitos sao os fatores que podem ser apontados como os responsaveis pela baixa
produtividade da cultura do trigo, como por exemplo: pragas, doencas, baixa nutri¢ao da
planta, plantas invasoras e zoneamento climatico (SILVA, 2018). Porém as doencgas que
afetam a cultura do trigo tém se destacado como um grande desafio para a expansdo da
cultura, pois afetam tanto a produtividade como a qualidade dos graos de trigo,
representando uma perda de até 44,6% no rendimento dos graos. (PICININI;
FERNANDES, 2003).

Existem inimeros patdgenos que sdo transmitidos pelas sementes de trigo com
potencial de causar severos danos para a cultura. Os principais fungos contaminantes
das sementes de trigo sdo: Bipolaris sorokiniana, Drechslera tritici-repentis,
Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium graminearum, Alternaria alternata e
Cladosporium cladosporioides. (KOBAYASTTI; PIRES, 2011). Sendo assim, ¢ primordial o

uso de sementes isentas de patdgenos.
2.2 Controle quimico de patogenos em sementes

Os fungicidas representaram uma verdadeira revolucdo na agricultura,
permitindo o controle de doengas que tinham capacidade de destruir todo o potencial

produtivo da lavoura (REIS et al, 2019).
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Quando o agricultor ndo possui acesso a sementes isentas de patdgenos ou
quando existe muito in6culo primario na area de plantio, o tratamento de sementes ¢ a
principal ferramenta para protecdo contra os patdgenos. O tratamento de sementes
representa um dos menores custos produtivos, sendo altamente recomendado para se
obter maior prote¢ao contra patogenos de sementes (MACHADO, 2000).

O tratamento de sementes nao € uma pratica agricola relativamente nova, o
primeiro registro a respeito do tratamento de sementes data por volta do ano 60 d.C. no
antigo Império Romano. Era recomendado que os agricultores mergulhassem as
sementes de trigo em vinho ou suco de ciprestes para controle do mildio no trigo
(MENTEN; MORALIS, 2010).

A partir do século XX foram criadas novas moléculas fungicidas, que passaram a
ser utilizadas no tratamento de sementes. Na década de 30, surgiram moléculas do
grupo dos ditiocarbamatos e dos heterociclicos. Na década de 60 surgiram os grupos dos
benzimidazo6is e dos triazéis, ambos ainda muito utilizados atualmente para o
tratamento de sementes. O tratamento de sementes mais utilizado no Brasil é o quimico,
por conta de sua eficiéncia e praticidade (MENTEN; MORALIS, 2010).

Os fungicidas possuem atuacdes em inumeras estruturas celulares e ciclo
bioquimicos dos fungos, afetando ciclos metabolicos essenciais para sua sobrevivéncia.
Os fungicidas mais modernos t€ém como caracteristicas mais relevantes o seu baixo
efeito toxico para os seres humanos e o meio ambiente e sua alta especificidade para
com o patdégeno (GHINI; KIMATI, 2000). O conhecimento do mecanismo de agao
presente em fungicidas utilizados no tratamento de sementes ¢ importante para que
exista o uso racional do tratamento quimico.

Os fungicidas podem ser divididos em diversas categorias e grupos, entretanto,
serdo destacados os principais fungicidas que sdao aplicados em sementes (REIS et al,
2019). Para o tratamento de sementes de trigo temos relativamente poucos fungicidas
em compara¢do com outras culturas como milho e soja. Os dois grupos de fungicidas
mais relevantes no tratamento de sementes de trigo sdo:

a) Thiram. Este fungicida pertente ao grupo dos ditiocarbamatos, atuando na
inibicdo da sintese de enzimas, proteinas e aminoacidos, tendo uma ag¢ao multissitio.
Sua classificagdo FRAC (Comité de A¢ao a Resistencia a Fungicidas) ¢ M3.

b) Carboxina. Pertence ao grupo das carboxamidas, tendo atuagdo na inibigdo

de uma flavoproteina chamada succinato-desidrogenase. Esta proteina ¢ ligada a
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membrada mitocondrial, atuando tanto no ciclo de Krebs como na cadeira respiratoria.

Sua classificagdo FRAC 7.
2.3 Nanoparticulas e suas aplicacdes

O trigo ¢ o susceptivel a inimeros patdgenos que sao fungos e muitos deles
infectam diretamente as sementes de trigo € podem ocasionar enormes danos para a
cultura. A principal forma de controle destes patdogenos € o tratamento quimico com
fungicidas, porém, esses agentes quimicos possuem um alto poder de toxidade tanto
para quem administra tais produtos quanto para a biodiversidade em geral (SAVI et al.,
2019).

Em vista de tais desafios tanto de satde publica e de preservagdo da
biodiversidade, faz-se necessario encontrar novos métodos de tratamento de sementes
que sejam eficientes e de baixo impacto toxicologicos. As nanoparticulas tem se
destacado no controle fungico em alimentos, pois ndo apresentam toxidade para os seres
humanos em baixas doses (SAVI et al., 2015).

A nanotecnologia ¢ uma tecnologia de ponta em varios campos da ciéncia
moderna do século XXI, permitindo a criagdo de estruturas e materiais com escala
inferior a 100 nandmetros. E amplamente utilizada na 4rea da medicina, principalmente
no tratamento de cancer e diagnostico de doencas (HIGA, 2019). Outra utilidade para
esses nano materiais ¢ o seu efeito fungicida e antibidtico, com amplo potencial de
impedir que estes microrganismos criem resisténcia (MAHENDRA et al., 2017).

As nanoparticulas de elementos metalicos possuem inumeras propriedades de
alto interesse como: alta tolerancia as variacdes de temperatura e de alteragdes em sua
composicao quimica. Além disso, as nanoparticulas possuem grande area superficial o
que facilita a interagdo com membranas dos microrganismos (SILVA el al., 2017).

Nanoparticulas de oxido de zinco (ZnO) sdo as que apresentam grande
estabilidade quimica e térmica. Suas caracteristicas intrinsecas sdo muito visadas
quando se escolhe uma nanoparticula, pois 0 seu comportamento sera uniforme em
diferentes situacoes (ZHANG et al., 2007).

Nanoparticulas metalicas ja foram utilizadas no controle de fungos do género
taxonémico Candida. Nanoparticulas de prata s3o excelentes agentes fungistaticos,
inibindo assim o crescimento e proliferagdo de estruturas fingicas. Apresentaram baixa
toxidade para mamiferos, porém ainda se desconhece seu completo mecanismo de agao

que promove o controle fungico (BALLOTTIN et al.; 2017).
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Outra formulagdo de nanoparticulas que demonstraram alta eficiéncia no
controle de Xanthomonas campestris pv. campestris in vitro foram as de nanoparticulas
ZnO dopadas com prata, ouro, cobre, ferro, manganés e niquel (ZANCAN; TEBALDI,
2020). Nanoparticulas de ZnO dopadas com manganés e cobre foram capazes de reduzir
a severidade da mancha branca, causada por Pantoea ananatis na cultura do milho
(MAMEDE et al., 2022).

Nanoparticulas de ferrita de bario (BaFe) sintetizadas a partir do extrato de
calamo-aromatico (Acorus Calamus) foram eficientes no controle de fungos
fitopatogénicos in vitro, apresentando uma eficiéncia de inibi¢do do crescimento
micelial acima de 70% para Fusarium oxysoporum, Alternaria alternata, Colletotrichum
gloeosporioides e Marssonina rosae. As principais vantagens destas nanoparticulas é o
seu processo de sintese ser considerado de baixo custo, ecologicamente sustentavel e
seguro, podendo ser aplicadas em produtos naturais (THAKUR et al., 2020).

Nanoparticulas de ZnO formuladas a partir de cinamomo (Melia azedarach)
foram eficientes no controle dos fungos Cladosporium cladosporioides e Fusarium
oxysporum em sementes de soja. Estas nanoparticulas nomeadas de MaZnO, foram
eficientes na inibicdo de ergosterol, presente na membrana plasmatica fingica, sendo
recomendado para o tratamento de sementes de soja (LAKSHMEESHA et al, 2020).

Dessa forma, constata-se que as nanoparticulas metalicas sdo eficientes de no
controle de doencas flngicas e bacterianas em plantas. Portanto, faz-se necessario
ampliar a gama de patdgenos que sdo comprovadamente controlados por nanoparticulas

metalicas.
2.4 Terapia fotodinamica e suas aplicacoes

A terapia fotodinamica ¢ um procedimento de longa data bastante utilizado na
area médica. E amplamente utilizado para tratamento de doengas de pele, tendo como
grande exemplo o psoraleno juntamente com a luz ultravioleta A. Essa técnica ¢
utilizada no tratamento de linfoma cutaneo de células T (ISSA; MANELA-AZULAY,
2010).

O tratamento com a terapia fotodindmica funciona de maneira relativamente
simples, na qual se utiliza um corante que reage a determinados comprimentos de onda
de luz e uma fonte de luz que possui a capacidade de ativar esse corante. Com a
ativagdo das moléculas do corante pela luz, esse corante transfere elétrons para o

oxigénio molecular gerando desta forma moléculas de oxigénio reativo (singlete) que
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possui alto poder de destruir estruturas celulares (MACHADO, 2000). O esquema a

seguir demonstra o funcionamento da terapia fotodinamica:
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Figura 1 — Mecanismo de a¢do da terapia fotodindmica (YOON; JANG, 2013).

A grande vantagem de se utilizar a terapia fotodindmica em tratamentos médicos
¢ a sua acao local, geralmente ndo trazendo grandes prejuizos para estruturas adjacentes
ao ponto alvo. O corante ¢ utilizado em baixas quantidades, representando baixo risco
de toxidade, além disso, a terapia fotodindmica ¢ utilizada em tumores que possuem
resisténcia a outras terapias ou formas de controle (KUBLER, 2005).

Os corantes de maior interesse para serem utilizados na fototerapia sao aqueles
que ndo possuem toxidade ou possuem baixa toxidade. Porém, quando irradiados com
uma fonte de luz especifica sdo ativados e fornecem elétrons para o oxigénio reativo.
Em organismos procariotos geralmente a fototerapia possui maior eficiéncia, pois ndo
ha presenca da carioteca (membrana que envolve o nucleo), dessa forma o DNA ¢
destruido com maior facilidade. Entretanto, o oxigénio reativo tem o poder de destruir
outras estruturas celulares como mitocondria e lisossomos (CALZAVARA-PINTON et
al., 2012).

Existem inimeros corantes sensiveis a luz que sdo utilizados na terapia
fotodinamica, dentre cles os de maiores relevancias sdao: azul de metileno, azul de
toluidina, azul de dimetileno, corantes do grupo das porfirinas, grupo das clorinas e
grupo das cianinas (BASKARAN et al., 2018).

Na area agricola o nimero de estudos envolvendo o uso de terapia fotodinamica

vem crescendo nos ultimos anos. FERREIRA et al. (2021) demonstrou que o uso de
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azul de metileno e azul de toluidina proporcionaram uma reducdo significativa da

quantidade de Xanthomonas gardneri em sementes de tomate.

3. MATERIAL E METODOS

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

As sementes de trigo, cultivar TBio Toruk, foram produzidas na safra de 2019,
com colheita 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 no estado de Sdo Paulo. O lote de sementes utilizadas no momento dos
experimentos possuia as seguintes caracteristicas: 11,5% de umidade, 97,5% de
germinacdo, 87,0% de emergéncia e 93,0% de plantulas normais fortes e com 92% de
infestacao por Alternaria alternata.

As nanoparticulas de ZnO, ZnO: 1Ag, ZnO: 1Cu, ZnOCl, ZnOCI: 0,1Ag e
ZnOCl: 1Cu foram sintetizadas no Laboratorio de Novos Materiais Isolantes e

Semicondutores (LNMIS), do Instituto de Fisica da UFU.
3.1 Avaliacio da qualidade sanitaria inicial de sementes de trigo

Para avaliacdo da qualidade sanitaria das sementes de trigo foi realizado o teste
de papel filtro. As sementes foram colocadas sobre duas folhas de papel mata borrao
umedecido com agua destilada e autoclavada na proporg¢ao de 2,5 vezes o peso do papel,
em caixas tipo gerbox (12 cm; 12 cm; Scm) mata borrao. Foram utilizadas 200 sementes
de trigo, com quatro repeticdes de 50 sementes. As caixas forma incubadas em B.O.D
(demanda bioquimica de oxigénio) a temperatura de 20 + 2°C, por 24 horas, com
alternancia de 12 horas de luz e doze horas de escuro. Apds este periodo as caixas foram
transferidas para um congelador a -20 £2 °C por 24 horas e posteriormente incubadas 20
+ 2°C por 7 dias na B.O.D.

Apbés o periodo, 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), identificando-se e quantificando em porcentagem a

incidéncia de fungos presentes nas sementes.
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Para a qualidade sanitaria das sementes tratadas com nanoparticulas € na terapia

fotodinamica foi utilizada a mesma metodologia descrita acima.

3.2 Inibicdo do crescimento micelial de Alternaria alternata in vitro com

nanoparticulas e terapia fotodinAmica

Para determinar a eficiéncia das nanoparticulas e dos corantes azul de metileno e
azul de toluidina na inibi¢do do crescimento micelial de Al/ternaria alternata, esporos de
A. alternata, provenientes de sementes naturalmente infestadas foram multiplicados, em
placas de Petri contendo o meio BDA (batata, dextrose, agar) a 28 °C, por 7 dias.
Posteriormente foram destacados discos do meio de aproximadamente 5 mm de
diametro, contendo micélio do fungo.

Dois experimentos foram realizados separadamente, um para avaliagdo da
eficiéncia na inibicdo do crescimento micelial com nanoparticulas e outro com os
corantes azul de toluidina e azul de metileno. Tanto as nanoparticulas como os corantes
avaliados, foram colocados sobre o meio BDA (1 mL da solucao de cada tratamento) e
homogeneizados com auxilio da al¢a de Drigalski. Posteriormente os discos contendo
micélio de 4. alternata foram colocados sobre o meio com o respectivo tratamento.

As placas de Petri contendo BDA e seus respectivos tratamentos com
nanoparticulas (ZnO, ZnO: 1Ag, ZnO: 1Cu, ZnOCl, ZnOCI: 0,1Ag, ZnOCl: 1Cu) na
concentracdo 5 mg mL™!, thiram + carboxina (tratamento quimico) e a aplica¢io de dgua
destilada (testemunha), foram colocados os discos de micélios de A. alternata e
incubados a 28 °C por 7 dias.

Nas placas de Petri com os corantes azul de metileno, azul de toluidina e a
combinacdo entre azul de metileno + azul de toluidina, nas concentracdes 50 ¢ 100
pmol L' foram irradiadas com a luz LED durante 20 minutos, thiram e carboxin
(tratamento quimico) e a aplicagdo de solucao de NaCl 0,45% (testemunha), foram
colocados os discos de micélios e incubadas a 28 °C por 7 dias.

Posteriormente foi aferida a porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial de

A. alternata, utilizando-se a férmula (NASCIMENTO et al., 2013):

100
C x

PIC =

Onde:
PIC = Porcentagem de inibi¢cao do crescimento micelial

C = Diametro da testemunha (mm)
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T = Diametro do tratamento (mm)

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeticdes, 8 tratamentos (6 nanoparticulas, agua destilada e carboxin + thiram) e um
arranjo fatorial 3 x 2 + 2 (3 corantes x 2 concentragdes + 2 adicionais). Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov correcao de Lilliefors) e ao
teste de homogeneidade (Levene). As medias foram comparadas pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade utilizando o software RStudio (2015).
3.3 Tratamento das sementes de trigo com nanoparticulas

As sementes de trigo cultivar Tbio Toruk infestadas naturalmente com
Alternaria alternata foram tratadas com seis nanoparticulas (ZnOCl, ZnOCIl:1Cu,
ZnOCl:0,1Ag, ZnO, ZnO:1Ag ¢ ZnO 1:Cu), Thiram + Carboxina (Vitavax®) ¢ a agua
destilada (testemunha).

As nanoparticulas foram diluidas na propor¢do de 2,5 mg mL! e 5 mg mL™! em
agua destilada. Para o tratamento quimico, foi utilizada a dose recomendada em bula
(300 mL/100kg de sementes). As sementes foram submergidas em seu respectivo
tratamento por 10 minutos e secas sobre papel filtro com auxilio do fluxo laminar. A
qualidade sanitaria das sementes de trigo foi avaliada conforme descrito nos itens 3.1. e
3.2

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), sendo os
dados submetidos ao teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov correcdo de
Lilliefors) e ao teste de homogeneidade (Levene). As medias foram comparadas pelo

teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade utilizando o software RStudio (2015).

3.4 Tratamento das sementes de trigo com azul de metileno e azul de toluidina -

terapia fotodinamica

As sementes de trigo foram tratadas com os corantes azul de metileno, azul de
toluidina e a combinagao entre azul de metileno + azul de toluidina, nas concentragdes
50 ¢ 100 pmol L e irradiadas com uso de uma luz LED. Os tratamentos testemunha
foram a aplicagdo de solugdo salina (NaCl a 0,45%) e Thiram + Carboxina (Vitavax©).

As sementes de trigo foram colocadas em placas de Petri e adicionados 20 mL
de cada corante ou da solucao de NaCl 0,45%. Para o tratamento quimico, foi utilizada a

dose recomendada em bula (300 mL 100 Kg' de sementes). Foram utilizadas 200
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sementes por cada tratamento. As placas foram incubadas por 20 minutos a 28+2°C. Em
seguida as sementes foram irradiadas com luz LED (fonte de iluminagao foi o
equipamento AMS-II de alta potencial, com comprimento de onda de 652 nm) durante
20 minutos. Sendo avaliada a qualidade fisiologica e sanitdria das sementes. A
qualidade sanitaria das sementes de trigo foi avaliada conforme descrito nos itens 3.1

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), sendo os
dados submetidos ao teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov corre¢do de
Lilliefors) e ao teste de homogeneidade (Levene). As medias foram comparadas pelo

teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade utilizando o software RStudio (2015).
3.5 Avaliacio da qualidade fisiologica das sementes de trigo

Para avaliagdo da germinacdo das sementes de trigo foram utilizadas 200
sementes de cada tratamento, com 4 repeticoes de 50 sementes cada. Foram feitos rolos
com duas folhas de papel para germinagdo, foram umedecidos com 4gua destilada com
2,5 vezes o seu peso e cada rolo de sementes foi alocado no germinador ajustado a
temperatura de 20+1 °C por 8 dias. Foram consideradas como germinadas, todas as
sementes com protusdo radicular. Os resultados foram expressos em porcentagem (%)
de germinacao (BRASIL, 2009).

Para avaliacdo de emergéncia de plantulas, as sementes tratadas foram semeadas
em bandejas na casa de vegetacdo, com substrato de areia em sua capacidade de campo.
Para a avaliacao foram utilizadas 200 sementes de cada tratamento, com 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, durante 10 dias. Os
resultados obtidos foram expressos em porcentagem (%) de emergéncia de plantulas
(BRASIL, 2009).

Para a determinacao do indice de velocidade de germinagao (IVG) os mesmos
rolos do teste de germinag¢do foram avaliados diariamente durante 8 dias e para a
determina¢do do indice de velocidade de emergéncia (IVE) as sementes foram avaliadas
nas badejas com areia durante 10 dias (BRASIL, 2009).

O IVG e o IVE foram determinados por meio da seguinte formula (Maguire,
1962):

IV—N1+N2+ +Nn
" D1 D2 Nn

Onde:
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IVE = velocidade de germinacdo ou emergéncia de plantulas
N = niimero de plantas da contagem;

D = nimero de dias apos a semeadura

O teste de plantulas normais fortes foi utilizado para avaliar o vigor das
sementes. Apds o oitavo dia do inicio do teste de germinagdo, foi realizado o registro
das plantulas com aspecto normal. Dentro das plantulas normais, elas foram
classificadas em normais fortes. O resultado foi expresso em porcentagem (%)
(NAKAGAWA et al., 1999).

Para o teste de envelhecimento acelerado, foram utilizadas 600 sementes de trigo
de cada tratamento, distribuidas uniformemente em uma malha de ago inoxidavel dentro
de cada gerbox, formando uma camada simples. Foram adicionados em cada gerbox 40
mL de agua destilada e levados para a cdmara de envelhecimento precoce a 43+1 °C por
48 horas (OHLSON et al., 2010). Em seguida foi realizado o teste de germinacao, como
descrito anteriormente.

O delineamento experimental utilizado para todos os testes fisioldgicos, foi o de
blocos casualizados (DBC), com quatro repeti¢cdes, sendo 6 x 2 + 2 (6 nanoparticulas x
2 concentragdes + 2 adicionais), sendo os dados submetidas ao teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov corre¢ao de Lilliefors) e ao teste de homogeneidade (Levene).
As medias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
utilizando o software RStudio (2015).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Avaliacao da qualidade sanitaria inicial de sementes de trigo

Na avaliagdo da qualidade sanitaria inicial de sementes de trigo (Grafico 1)
foram identificados os seguintes fungos: Alternaria alternata, Cladosporium
cladosporioides, Bipolaris sorokiniana, Colletotrichum graminicola, Epicoccum spp. e
Fusarium spp. KOBAYASTI e PIRES (2011) constataram que as sementes de trigo sao
hospedeiras de mais de 20 géneros de fungos dentre eles: Bipolaris spp., Fusarium spp.

e Pyricularia spp., sendo indispenséavel o uso de sementes livres de patdogenos.
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Grifico 1. Indice de infestagio de patogenos presentes nas sementes de trigo (%).
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Porém apenas Alternaria alternata se encontrou em niveis de incidéncia
suficientes para avaliacdo efetiva do tratamento de sementes proposto, com infestagao
de aproximadamente 97% das sementes. A Alternaria alternata agente causal da ponta
negra em sementes de trigo ¢ um fungo cosmopolita, tendo capacidade de infectar e
disseminar em diversas espécies vegetais e causar prejuizos que inviabilizam a

capacidade produtiva das espécies vegetais atingidas o (XIAO et al., 2012).

4.2 Inibicdo do crescimento micelial de Alternaria alternata in vitro com

nanoparticulas e terapia fotodinAmica

As nanoparticulas apresentaram razoavel eficiéncia no controle de 4. alternata
in vitro (Tabela 1), sendo que todas apresentaram certo nivel de inibi¢cdo do crescimento
micelial, destacando-se a nanoparticula de ZnO: 1Ag. Entretanto, nenhuma das
nanoparticulas inibiu o crescimento micelial, quando em comparagdo com o tratamento
quimico com carboxin + thiram.

MENDES et al. (2015) encontrou resultados similares, ao utilizar nanoparticulas
de prata na concentragdo de 180 ug mL"!, alcangando indice de controle superior a 90%
para fungos do género Phomopsis spp, provavelmente destruindo a membrana celular do
fungo. THAKUR et al. (2020) demonstraram que o uso de nanoparticulas de ferrita de
bario (BaFe) foi eficaz na inibi¢ao do crescimento micelial de 4. alternata, Fusarium

oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides e Marssonina rosae.
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Tabela 1. Inibicdo do crescimento micelial de Alternaria alternata com diferentes

nanoparticulas.

Tratamentos Inibi¢do do crescimento micelial (%)
ZnO 39d
Zn0O: 1Ag 79 b
Zn0O: 1Cu S7c
ZnOCl 69 ¢
ZnOCI: 0,1Ag 48 d
ZnOCl: 1Cu 42d
Carboxin + Thiram 95 a
Testemunha Oe
CV (%) 15,38

Meédias seguidas por letras distintas minusculas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott

(p<0,05).

A terapia fotodinamica demonstrou ser eficiente na inibigdo do crescimento
micelial de A. alternata in vitro (Tabela 2). O tratamento com azul de toluidina + azul
de metileno 100 umol L' obteve um percentual de inibicdo micelial de 87%.
Desempenho estatisticamente igual ao do tratamento com carboxin + thiram (95% de
inibicao).

LOPEZ-CHICON et al. (2016) encontrou resultados similares, onde o azul de
metileno foi eficaz no controle do fungo Trichophyton mentagrophytes, porem algumas
cepas se demonstraram resistentes a terapia fotodinamica. O estudo apontou que seres
eucariotos com maiores dimensdes, conseguem mitigar os efeitos do oxigénio reativo
gerado pela terapia fotodinamica, explicando a alta eficadcia em algumas cepas e a baixa

eficiéncia em outras cepas.
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Tabela 2. Inibi¢do do crescimento micelial de Alternaria alternata in vitro na presenga

de azul de metileno e azul de toluidina.

Tratamentos Inibi¢do do crescimento micelial (%)
Azul de Metileno 50 pmol L™! 57c
Azul de Metileno 100 pmol L"! 70 b
Azul de Toluidina 50 pmol L"! 65b
Azul de Toluidina 100 pmol L-1 59¢c
Azul de Toluidina + Azul de Metileno 50 umol 71b
L-1

Azul de Toluidina + Azul de Metileno 100 %74
pmol L

Carboxim + Thiram 95 a
Testemunha (NaCl) 0d
CV (%) 9,1

Médias seguidas por letras distintas minfisculas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott

(p<0,05).

Atividade antifungica in vitro (Figura 2) pelo tratamento quimico (B) (carboxin
+ thiram), inibindo o crescimento micelial (99%) de A. alternata. O tratamento com
nanoparticulas (C) (ZnO: 1Ag) demonstrando elevada eficicia na inibicdo do
crescimento micelial (79%) do fungo, quando comparado com a testemunha (A). Dentre

os tratamentos alternativos, a combina¢do dos corantes azul de toluidina + azul de

metileno 100 pmol L', apresentou alto nivel de controle do crescimento micelial (87%).

Figura 2. Crescimento micelial de Alternaria alternata em meio de cultura BDA (A).

Inibi¢do do crescimento fingico no meio contendo carboxin + thiram (B), nanoparticula
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de ZnO: 1Ag (C) e na presen¢a de azul de toluidina + azul de metileno 100 pmol L!
D).

4.3 Sementes de trigo tratadas com nanoparticulas e terapia fotodinimica no

controle de Alternaria alternata

O tratamento com nanoparticulas (Tabela 3) apresentaram bons indices no
controle de A. alternata, alcangcando até 51% de controle do fungo nas sementes. O
tratamento com Carboxin + Thiram apresentou 99% de controle de Alfernaria alternata
em sementes naturalmente infestadas, erradicando quase a totalidade dos patogenos
presentes nas sementes de trigo.

VILLAMIZAR-GALLARDO et al. (2016) encontrou resultados similares, onde
o uso de nanoparticulas de prata foi eficiente no controle do fungo Aspergillus flavus,
porem a eficicia foi reduzida quando os fungos adentraram o tecido vegetal. Uma
possivel solugdo apontada foi a biossintese de nanoparticulas de prata que favoreceria o
efeito fungicida por meio dos ligantes bioldgicos presentes nestas particulas.

Uma hipdtese para o baixo desempenho das nanoparticulas no controle de 4.
alternata em sementes quando comparados com testes in vitro, deve-se provavelmente a

baixa uniformidade de aderéncia das nanoparticulas na superficie das sementes de trigo.

Tabela 3. Incidéncia e controle de Alternaria alternata em sementes de trigo

naturalmente contaminadas tratadas com nanoparticulas.

Incidéncia (%) Controle (%)

Tratamentos

2,5 mg mL! 5mg mL™! 2,5 mg mL! 5mg mL!
Zn0O 55 bA 61 bA 41 bA 34 bA
Zn0O: 1 Ag 51 bA 65 bA 45 bA 51 bA
Zn0O: 1 Cu 66 bA 54 bA 28 bA 41 bA
ZnOCl 55 bA 60 bA 40 bA 35bA
ZnOCl: 0,1 Ag 66 bA 57 bA 28 bA 38 bA
ZnOCI: 1 Cu 55 bA 58 bA 40 bA 37 bA
Carboxin + Thiram la 99 a
Testemunha (NaCl) 92 ¢ Oc
CV (%) 18,87
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Médias seguidas por letras distintas maitsculas na linha e mintusculas na coluna diferem

entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Os corantes utilizados na terapia fotodinamica (Tabela 4) demonstraram elevado
indice de controle (acima de 50%) demonstrando potencial como ferramenta de manejo
da Alternaria alternata. Os tratamentos: azul de toluidina 100 umol L (69% de
controle), azul de metileno 100 pmol L (71% de controle), azul de Metileno 50 pmol
L (62% de controle) e azul de toluidina + azul de metileno 100 umol L' (75% de
controle) demonstraram eficacia na inibicdo de Alternaria alternata em sementes
naturalmente infestadas.

ROSSONI et al. (2008) encontrou resultados similares em reduzir a incidéncia
de Candida albicans utilizando o corante azul de metileno e azul toluidina, sugerindo
que estes dois corantes possuem uma intera¢ado maior com a membrana celular fungica,
quando em comparagdo com outros corantes como verde de malaquita. PAZIANI
(2021) obteve bons indices controle de fungos do género Fusarium spp. utilizando
terapia fotodindmica com fotossensibilizadores fenotiazinicos, onde foram verificados

severos danos nas estruturas das membranas dos fungos causadas pelo oxigénio reativo.

Tabela 4. Incidéncia e controle de Alternaria alternata em sementes de trigo

naturalmente contaminadas, tratadas com a terapia fotodinadmica.

Tratamentos Incidéncia (%) Controle (%)
Azul de Metileno 50 pmol L"! 34b 62 b
Azul de Metileno 100 pmol L! 26b 71b
Azul de Toluidina 50 pmol L"! 64d 28d
Azul de Toluidina 100 umol L! 28b 69 b
Azul de Toluidina + Azul de Metileno 50 pmol L-! 44 d S5lc
Azul de Toluidina + Azul de Metileno 100 pmol L 22b 75b
Carboxin + Thiram la 99 a
Testemunha (NaCl) 89d 0d

CV (%) 21,73

Meédias seguidas por letras distintas minusculas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott (p<0,05).
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4.4 Tratamento das sementes de trigo com nanoparticulas, azul de metileno e azul

de toluidina, na qualidade fisiologicas das sementes

Os corantes azul de toluidina e azul de metileno utilizados na terapia
fotodindmica ndo apresentaram efeito toxico para as sementes de trigo. As sementes
tradadas com os corantes (Tabela 5) e a testemunha (NaCl 0,45%) ndo diferiram
estatisticamente nos critérios avaliados germinacdo, emergéncia, IVG, IVE e
porcentagem de plantulas normais fortes. FERREIRA (et al., 2021) encontrou resultados
semelhantes, onde os corantes azul de metileno e azul de toluidina, ndo apresentaram
efeito deletério nos aspectos fisiologicos de sementes de tomate.

No teste de envelhecimento acelerados observou-se que os tratamentos contendo
os corantes azul de metileno e azul de toluidina obtiveram vigor maior (acima de 69%)
quando se observa o tratamento com carboxim + thiram. Esse fator ¢ muito relevante,
indicando uma fitotoxidade menor para as sementes, demonstrando o potencial de uso

de tal terapia.

Tabela 5. Qualidade fisiologica de sementes de trigo tradadas com azul de metileno e

azul de toluidina - terapia fotodinamica.

Tratamentos G (%) | E(%) IVE IVG | EA (%) | PNF (%)
AM 50 99 a 96 a 16 a 24 a 71b 98 a
AM 100 99 a 96 a 15a 24 a 80 b 97 a
AT 50 99 a 95a 15a 24 a 69 b 97 a
AT 100 99 a 96 a 16 a 24 a 73 b 97 a
AT + AM 50 99 a 94 a 15a 24 a 72 b 98 a
AT + AM 100 99 a 95a 15a 24 a 8lb 98 a
Carboxim + Thiram 85b 92b 12b 17b 23 ¢ 81b
Testemunha 99 a 97 a 16 a 24 a 96 a 97 a
CV (%) 0,97 3,6 4,35 0,87 10,35 1,21

AM — Azul de Metileno; AT — Azul de Toluidina; G — Germinagdo; E — Emergéncia; IVG — Indice de velocidade de
germinagao; IVE — Indice de velocidade de emergéncia; EA — Envelhecimento Acelerado; PNF — Plantulas normais fortes.

Meédias seguidas por letras distintas minusculas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

No tratamento quimico se verificou um decréscimo na qualidade fisiologica das

sementes tratadas com Carboxim + Thiram (Vitavax©), nos critérios avaliados. Efeitos
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semelhantes foram constatados por BARROS (1981), onde verificou que o uso do
fungicida carboxin no tratamento de sementes trigo, afetou negativamente a
germinagdo. O mesmo efeito ndo se verificou em avaliagdes a campo, como no caso da
emergéncia, demostrando que os aspectos fisicos do solo e a interagdo com a agua de
irrigacdo contribuiram para diluir o carboxin e amenizar o efeito fitotoxico.
BALARDIN e LOCH (1987) constataram que o uso de thiram interferiu de maneira
negativa na germinacdo e crescimento de sementes de aveia e centeio, diminuindo o
tamanho do coledptilo nas sementes tratadas.

As nanoparticulas avaliadas ndo tiveram efeito negativo em aspectos fisiologicos
das sementes de trigo (germinacao, emergéncia, IVE, IVG e plantulas normais fortes)
(Tabela 6). Resultados semelhantes para a germinagdo foram encontrados por FRAGA
(2021), onde os tratamentos com nanoparticulas, ndo apresentaram efeitos negativos em
aspectos fisioldgicos da semente. As nanoparticulas demonstraram grande seguranca

fisiologica para as sementes de trigo, ndo as afetando negativamente.

Tabela 6. Qualidade fisioldgica de sementes de trigo tratadas com nanoparticulas a 5

Tratamentos (OC/:I)) E (%) IVE IVG EA PNF (%)
Zn0O 99 a 95a 15a 24 a 69 b 98 a
Zn0O: 1 Ag 98 a 92a 15a 24 a 68 b 97 a
Zn0O: 1 Cu 99 a 96 a 15a 24 a 59c¢ 98 a
ZnOCl 99 a 96 a I5a 24 a 97 a 97 a
ZnOCl: 0,1 Ag 99 a 96 a 16a 24 a 98 a 97 a
ZnOCl: 1 Cu 99 a 96 a I5a 24 a 97 a 97 a
Carboxim + Thiram 85b 92a 12b 17b 23d 8l b
Testemunha (NaCl) 99 a 97 a 16 a 24 a 96 a 97 a
CV (%) 3,71 3,68 4,66 0,95 5,07 1,21

G — Germinagdo; E — Emergéncia; IVG — Indice de velocidade de germinagdo; IVE — Indice de
velocidade de emergéncia; EA — Envelhecimento Acelerado; PNF — Plantulas normais. Médias seguidas

por letras distintas mintisculas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

mg mL!.
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O tratamento quimico apresentou efeito deletério nas sementes de trigo em todos
os critérios avaliados, exceto a emergéncia. BALARDIN e LOCH (1987) encontraram
resultados semelhantes, onde foi apontado que o substrato em que as sementes foram
semeadas contribuiu para amenizar os efeitos fitotoxicos dos fungicidas utilizados no
tratamento de sementes.

As nanoparticulas de ZnO:1Cu obtiveram o menor indice de vigor dentre as
nanoparticulas avaliadas no teste de envelhecimento acelerado, seguidas pelas
nanoparticulas ZnO e ZnO:1Ag. ZHANG (et al.,, 2011) demonstraram que
nanoparticulas de ZnO possuem efeitos citotoxicos, contribuindo para a disfuncao
mitocondrial celular e apoptose celular, tais fatores podendo ser responsaveis pelos

efeitos negativos nas sementes de trigo no teste de envelhecimento acelerado.

5. CONCLUSOES

O uso de nanoparticulas de ZnO:1Ag e da terapia fotodindmica com a
combina¢do do corante azul de toluidina + azul de metileno 100 pmol L' foram
eficientes na inibi¢ao do crescimento micelial de Alternaria alternata in vitro.

As nanoparticulas foram eficientes no controle de 4. alternata quando aplicadas
diretamente nas sementes. Os corantes azul de metileno, azul de toluidina e sua
combinagdo na concentragio de 100 pumol L' e o corante azul de metileno na
concentragio 50 pmol L' demonstraram-se eficientes no controle de 4. alternata
quando aplicados diretamente nas sementes.

Os tratamentos com nanoparticulas e terapia fotodinamica ndo apresentaram
toxidade para as sementes de trigo, ndo afetando negativamente a qualidade fisiologica
das sementes.

A terapia fotodindmica e as nanoparticulas demonstraram enorme potencial de

uso para o controle de patdgenos em sementes.
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